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RESUM

El cos huma esta colonitzat per bacteris comensals que habiten superficies i
fluids de l'organisme, una comunitat coneguda com a microbiota, amb
implicacions en la salut humana. La preseéncia o abséncia de determinades
espécies bacterianes altera el funcionament fisiologic, fet que ha impulsat
estudis dirigits a conéixer el seu paper en algunes malalties, com per exemple

la infertilitat.

Sota la hipotesi que la microbiota pot alterar parametres seminals i
espermatics associats a la infertilitat masculina, s’han proposat un seguit
d’objectius per a estudiar-ho. Shan valorat parametres relacionats amb la
integritat de 'ADN espermatic com l'estat de compactacié de la cromatina,
la fragmentacié de 'ADN o l'estrés oxidatiu, juntament amb els parametres
clinics d'un seminograma. En primer lloc, s’ha valorat la relaci6 entre aquests
parametres per, a continuacio, caracteritzar la microbiota seminal a través de
la seqiienciacio del gen ribosomal 16S complet mitjangant les plataformes
MiSeq d’lllumina i MinION d’Oxford Nanopore Technologies, i buscar-hi

associacions amb els parametres valorats.

S’han pogut establir relacions entre un biomarcador recentment descrit, el
potencial oxidant-reductor, i altres parametres més coneguts com el pH,
'estat de compactacio de la cromatina o la fragmentacié ’ADN. S’ha descrit
la composicio bacteriana seminal, integrada principalment per Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria i Actinobacteria, i s’han establert relacions

entre alguns géneres i families amb els parametres de qualitat seminal.
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RESUMEN

El cuerpo humano esta colonizado por bacterias comensales que habitan
superficies y fluidos del organismo, una comunidad conocida como
microbiota, con implicaciones en la salud humana. La presencia o ausencia
de determinadas especies bacterianas altera el funcionamiento fisiolégico, lo
que ha impulsado estudios dirigidos a conocer su papel en algunas

enfermedades, como por ejemplo la infertilidad.

Bajo la hipdtesis de que la microbiota puede alterar pardmetros seminales y
espermaticos asociados a la infertilidad masculina, se han propuesto una
serie de objetivos para estudiarlo. Se han valorado parametros relacionados
con la integridad de 'ADN espermatico como el estado de compactacion de
la cromatina, la fragmentacion de ’ADN o el estrés oxidativo, junto con los
parametros clinicos de un seminograma. En primer lugar, se ha valorado la
relacién entre estos parametros para, a continuacion, caracterizar la
microbiota seminal a través de la secuenciacion del gen ribosomal 16S
completo mediante las plataformas MiSeq de Illumina y MinION de Oxford
Nanopore Technologies, buscando asociaciones con los parametros

valorados.

Se han podido establecer relaciones entre un biomarcador recientemente
descrito, el potencial oxidante-reductor, y otros parametros mas conocidos
como el pH, el estado de compactacion de la cromatina o la fragmentacion
d’ADN. Se ha descrito la composicién bacteriana seminal, integrada
principalmente por  Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria 'y
Actinobacteria, y se han establecido relaciones entre algunos géneros y

familias con los parametros de calidad seminal.
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ABSTRACT

The human body is colonized by commensal bacteria that inhabit the body's
surfaces and fluids, a community known as microbiota, with implications for
human health. The presence or absence of certain bacterial species alters
physiological functioning, which has led to studies aimed at understanding

their role in some diseases, such as infertility.

Under the hypothesis that the microbiota may alter seminal and sperm
parameters associated with male infertility, some objectives have been
proposed. Parameters related to sperm DNA integrity such as chromatin
compaction, DNA fragmentation, or oxidative stress have been assessed,
along with the clinical parameters of a seminogram. The relationship
between these parameters was first assessed, and then seminal microbiota
was characterized through full-length 16S ribosomal gene sequencing using
[llumina MiSeq and Oxford Nanopore Technologies MinION platforms, and

relationship was assessed with the rated parameters.

Relationships have been established between a recently described biomarker,
oxidation-reduction potential, and other better-known parameters such as
pH, chromatin compaction, or DNA fragmentation. The seminal bacterial
composition, composed mainly of Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria
and Actinobacteria, has been described, and relationships have been
established between some genus and families with the seminal quality

parameters.
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1. INTRODUCCIO
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1.1. Infertilitat humana i implicacio del factor masculi

La infertilitat és un problema de salut publica actualment en augment i que
afecta a la poblacié humana a nivell global. Es considerada per I'Organitzacié
Mundial de la Salut com una malaltia del sistema reproductiu, definida per
la impossibilitat d’aconseguir un embaras natural despres de 12 mesos o més
de mantenir relacions sexuals regulars sense proteccié anticonceptiva.
Aquest temps minim sha establert després de constatar que
aproximadament el 85% de les parelles amb desig reproductiu aconsegueix
una concepcié durant el primer any. La meitat de les parelles que no ho
aconsegueixen tenen éxit durant els 12 mesos segiients, de manera que la
taxa de concepcié acumulada en dos anys és del 93% (Sociedad Espaiiola de
Fertilidad, 2007). Cal destacar que el concepte d’infertilitat també inclou a
parelles que, tot i aconseguir un embardas, pateixen avortaments de repeticio

sense arribar amb eéxit al part.

Existeixen dos graus d’infertilitat segons el moment en que aquesta es fa
evident. Quan la infertilitat apareix durant el primer intent de concepcio6 de
la parella es parla d’infertilitat primaria, mentre que si es manifesta despres
d’aconseguir préviament una gestacio natural, ja sigui amb la mateixa parella

o amb una anterior, es considera infertilitat secundaria.

En base a dades de la passada década, aproximadament 48,5 milions de
parelles a nivell global son infeértils, malgrat alguns estudis estimen que el
numero podria ser superior (Boivin et al.,, 2007; Mascarenhas et al., 2012;
Fainberg i Kashanian, 2019). La incidéncia, pero, no és igual a tot el mén. Els
paisos desenvolupats semblen tenir unes taxes més elevades probablement
com a conseqiiéncia de la contaminacié ambiental, el retras de I'edat de
maternitat o 'estrés. Un exemple és Europa, amb un 15% de parelles amb
problemes per concebre i un 7,5% d’homes infeértils (Jungwirth et al., 2012;
Agarwal et al., 2015; Gliozheni et al., 2020). Espanya es troba dins la mitjana

de la Unié Europea i és un dels paisos amb més activitat en reproduccié
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assistida, amb un increment de la demanda tant nacional com internacional
(Inhorn i Patrizio, 2015; Sociedad Espafola de Fertilidad, 2018; Gliozheni et
al., 2020).

Davant aquestes xifres es fa necessari explorar 'origen d’aquest problema.
S’estima que entre el 20 i el 30% dels casos sdn causats inicament per factors
masculins, mentre que en el 30-35% la causa tinica son factors femenins. En
un 20-30% dels casos s’han identificat problemes tant en ’'home com en la
dona i en un 15% no se n’ha detectat l'origen i es cataloga com a idiopatic
(de Kretser, 1997; Boivin et al., 2007; Ombelet et al., 2008; Agarwal et al.,
2015). Aixi, s’estima que la infertilitat masculina esta present en el 50% dels

casos totals, aproximadament.

Les causes del factor masculi no sempre son facils d’identificar, doncs 1 de
cada 4 homes infeértils queden sense un diagnostic clar (Poongothai et al.,
2009). Les causes conegudes son molt diverses perd poden ser agrupades

segons el tipus d’afectacio.

En primer lloc trobem les causes fisicoquimiques que engloben tots els
problemes derivats de defectes estructurals i mecanics i d’exposicions
ambientals. La causa més comu d’infertilitat masculina és el varicocele, una
dilatacio de les venes del plexe pampiniforme de I'escrot que es troben al llarg
del cord6 espermatic. Aquesta inflamacié produeix un increment de la
temperatura dels testicles i de la produccié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS), que afecten directament al procés de formaci6é d’espermatozoides i a
la integritat del material genetic del mateix. Es diagnostica en el 35% dels
pacients amb infertilitat primaria i en més del 80% dels homes amb
infertilitat secundaria (Alsaikhan et al, 2016). Altres causes fisiques
habituals sén les degudes per anomalies estructurals com la criptorquidia o
les obstruccions dels conductes genitals, diagnosticades en el 12% dels casos
i que dificulten la produccié o l'alliberament dels gametes respectivament.

Un altre exemple és la impoténcia, que impedeix l'acte sexual de forma
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mecanica, ja sigui per problemes musculars o psicologics, i afecta al 10-15%
de tots els homes (Poongothai et al., 2009). Normalment, son afectacions
facils de diagnosticar perque s’identifiquen amb una simple exploracio

clinica.

En segon lloc hi ha un conjunt de causes moleculars que també estan
implicades en la perdua de la capacitat fertil, relacionades amb desequilibris
hormonals o estrés oxidatiu. Les fallades testiculars produides per
concentracions elevades d’hormona luteinitzant (LH) i dhormona
fol-liculostimulant (FSH) o disminuides d’esteroides gonadals produeixen
una perdua de les cel-lules encarregades de I'espermatogénesi, desordres

presents en el 9% dels homes infeértils (Poongothai et al., 2009).

Finalment, trobem les causes cel-lulars, amb implicacio6 tant de bacteris com
de ceéllules immunitaries o fins i tot dels propis gametes masculins, els
espermatozoides. Com es veura més endavant, les infeccions bacterianes i els
leucocits poden generar afectacions sobre els espermatozoides, perd aquests
també poden presentar defectes genetics com desordres cromosomics i
mutacions, o defectes de fertilitzacié quan es veuen alterats els mecanismes
de capacitacié i hiperactivacid, el reconeixement i unio a la zona pel-licida o

la reacci6 acrosomica.

En definitiva, la majoria de les causes de la infertilitat masculina impliquen
d’alguna manera als gametes. L'espermatozoide esdevé, per tant, una peca

clau a I'hora d’entendre millor l'etiologia d’aquesta malaltia.
1.2. L’espermatozoide

L’espermatozoide o gameta masculi és la cél-lula reproductora masculina,
encarregada de transportar i protegir la seva dotacio genética haploide fins a
I'oocit per a fecundar-lo i formar el zigot, que originara un nou individu
diploide. Es una cel-lula molt especialitzada que presenta una morfologia

molt caracteristica, dividida en tres parts: cap, peca intermedia i cua. El cap
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conté principalment dos estructures: 'acrosoma, que ocupa els dos tergos
anteriors, i el nucli, que conté el material geneétic. La peca intermédia és
I'estructura que uneix el flagel al cap i conté tots els components
citoplasmatics de la cel-lula, principalment mitocondries que proveeixen
d’energia al flagel. Finalment, la cua esta formada basicament per un flagel
d’uns 35 pm de llargada que genera un moviment ondulatori-rotatori en tres

dimensions que permet el desplacament de la cél-lula pel medi.
1.2.1. Espermatogeénesi

L’espermatogeénesi és el procés de produccié d’espermatozoides mitjangant
mecanismes de divisié i diferenciacié cel-lular de les céllules germinals
primordials. Té lloc en els tubuls seminifers, uns conductes de 0,2 mm de
diametre ubicats a linterior dels testicles. Es produeix de forma
ininterrompuda des de l'inici de la pubertat amb nous cicles cada 16 dies.
L’espermatogénesi humana té una durada d’uns 64-74 dies, que es divideixen
en tres fases: la fase proliferativa, la meiosi i 'espermiogénesi (Adler, 1996;

Divya et al., 2014).

El procés s’activa per accié de la hormona alliberadora de gonadotropina
(GnRH) sobre les cel-lules germinals primordials masculines o
espermatogonies, cel-lules mare diploides localitzades a I'epiteli dels tabuls
seminifers (Figura 1). Durant la fase proliferativa, les espermatogonies es
divideixen mitoticament donant lloc a dues linies cel-lulars: noves
espermatogonies per mantenir la linia germinal a l'epiteli i una nova linia
cel-lular que s’endinsa a l'interior de la paret del tabul, els espermatocits

primaris.

Envoltats ara per les cel-lules de Sertoli que formen les parets dels tabuls
seminifers, els espermatocits inicien un cicle de divisié meiotica, el resultat
del qual s6n unes cél-lules haploides anomenades espermatides (Figura 1). A
més de reduir a la meitat el nimero de cromosomes, durant la meiosi també

es produeix un fenomen de recombinacié geneética on els cromosomes
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Figura 1. Imatge histologica d’un tall transversal dels tibuls seminifers d’'un testicle
huma i esquema cel-lular del procés d’espermatogénesi. Shi poden observar els diferents
tipus cel-lulars produits a mesura que s’avanga per la paret del tabul seminifer fins arribar a la
llum. (Adaptada de: Medpics - Escola de Medicina de la Universitat de California, San Diego
(UCSD School of Medicine, s.d.)).

homolegs s’intercanvien material genetic, generant aixi variabilitat genética
en cada espermatida. El procés de recombinacio és fonamental per assegurar

la correcta segregacio meiotica dels cromosomes.

Finalment, a l'espermiogénesi les espermatides pateixen un procés de
diferenciaci6 i especialitzacio cel-lular que consisteix en diverses
modificacions morfologiques com la generacio del flagel o la reduccio del
citoplasma per a donar lloc a 'espermatozoide madur. Aquest sera alliberat
en la llum dels tabuls seminifers i transportat pel vas deferent fins a
I'epididim, on sera emmagatzemat i finalitzara la seva maduracié adquirint

el potencial de fertilitzacio.
1.2.2. L’ADN espermatic

Una de les caracteristiques més diferencials dels espermatozoides respecte
de la resta de cel-lules somatiques del cos huma és I'estructura del nucli i
I'organitzaci6 del material geneétic que conté. Per protegir 'ADN de
I'espermatozoide d’interferéncies externes durant el seu viatge cap a l'oocit,

la cromatina espermatica pateix una modificacié important durant
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I'espermiogénesi amb l'augment del seu grau de compactacio i,
addicionalment, la reduccioé de la mida de I'espermatozoide, facilitant aixi la
seva mobilitat (Gomendio i Roldan, 2008; Liike et al., 2014; Utsuno et al.,
2014; Gu et al., 2019).

Les espermatogonies mantenen empaquetat el seu ADN amb unes proteines
anomenades histones. Durant el procés de maduracié espermatica es
substitueixen aproximadament el 85% de les histones per unes altres
proteines amb propietats semblants perd molt més reduides de mida, les
protamines. Aquestes sén unes molécules d'uns 5-8 kDa amb un alt
contingut en arginines carregades positivament que li permeten una forta
unio amb I'ADN i neutralitzen la seva carrega negativa; i una quantitat
significativa de cisteines que permeten crear ponts disulfur entre elles
(Fuentes-Mascorro et al., 2000). El model d’ordenaci6 acceptat actualment
(Ward i Coffey, 1991; Ward, 2010, 2018) proposa un primer nivell
d’organitzacié que implica la compactacié i organitzacié passiva de 'ADN i
protamines en toroides de 50 kb amb I’ADN situat a I'interior de I'estructura
(Figura 2) (Hud et al., 1993, 1995; Brewer et al., 2003; Hud i Vilfan, 2005).
En un segon nivell d’organitzacio, els toroides adjacents s'uneixen entre ells
mitjancant ponts disulfur que estabilitzen la cromatina en una estructura
semblant a la cristal-lina (Figura 2) (Balhorn et al., 1991; Mudrak et al., 2009).
Aquesta arquitectura impedeix que el material genetic sigui
transcripcionalment actiu perque el seu grau de compactaciéo el fa

inaccessible fins i tot per a la propia maquinaria cel-lular.

El tercer nivell d’organitzacio6 consisteix en la uni6 de les cadenes de toroides
a una estructura proteica anomenada matriu nuclear. En les cél-lules
somatiques el material geneétic també s’ancora cada 20-120 kb a una matriu
nuclear proteica formant estructures en forma de solenoide que anomenem
dominis, amb funcions especifiques que regulen la replicacié o la transcripcio

génica (Dijkwel i Hamlin, 1996; Ostermeier, 2003). En espermatozoides
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s’han trobat evidéncies de que cada toroide
contindria un unic domini, recolzant la
hipotesi de que també en aquestes cél-lules es
conserva una estructura semblant (Ward,
1993; Sotolongo et al., 2005). Els fragments
d’uni6 entre toroides amb associacié a
histones serien, doncs, els punts d’'unié amb la
matriu nuclear o Matrix Attachment Regions
(MAR) (Figura 2). La matriu nuclear sembla
tenir un paper important en la formacié i
replicacio del pronucli masculi despres de la

fecundacio (Kramer i Krawetz, 1996; Ward et

al., 1999; Shaman et al., 2007).

Finalment, dins el nucli la cromatina no esta
disposada de manera aleatoria. Zalensky va
demostrar que la cromatina espermatica es
disposa de manera que els centromers dels
cromosomes es posicionen prop del centre del
nucli i els telomers al voltant de la periféria
(Zalenskaya et al., 2000; Churikov et al., 2004;
Solovieva et al, 2004). A més, cada
cromosoma sembla ocupar un territori que no
es solapat per altres cromosomes adjacents

(Mudrak, 2005; Zalensky i Zalenskaya, 2007).

Tot i que la compactacidé es produeix
majoritariament per protamines, les darreres
decades d’investigacié han aportat evidéncies
que no totes les histones son retirades durant
la remodelacié nuclear. S’han trobat dos tipus

de regions que encara semblen conservar
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I'organitzacio original, amb I’ADN associat preferentment a histones. Per una
banda, regions que contenen gens especifics importants durant l'inici del
desenvolupament o d’altres relacionats amb la sintesi de protamines
(Arpanahi et al, 2009; Hammoud et al., 2009), i que necessiten ser
accessibles a la maquinaria transcripcional. Per I'altra banda, regions molt
petites disperses per tot el genoma que, segons Sotolongo i col-laboradors, es
correspondrien amb els fragments d'uni6 entre toroides, els quals sén
altament sensibles a nucleases (Sotolongo et al, 2003). Altres autors
suggereixen que aquestes regions formen part de la informacioé epigeneética
transmesa a I'oocit fecundat. A favor d’aquesta hipotesi hi ha el fet demostrat
que algunes histones amb modificacions especifiques també estan presents
al pronucli patern despres de la fertilitzacio, suggerint que és possible que no

siguin mai reemplagades (van der Heijden et al., 2006, 2008).

El material genétic de I'espermatozoide, pero, no esta compost unicament
per 'ADN nuclear. ’ADN present a les mitocondries de la pe¢a intermeédia
també té un paper en el manteniment de la cél-lula. Contrariament a TADN
nuclear, TADN mitocondrial no es troba compactat ni per histones ni per
protamines, sent aixi molt més susceptible al dany (Sawyer et al., 2001). Tot
i aixi, aquest material genetic conté majoritariament gens involucrats en la
produccié d’ATP en el mateix mitocondri per aportar energia al flagel. A més,
els mitocondris de I'espermatozoide son degradats despres de la fecundacio
de I'oocit i no formaran part funcional del zigot. Per aixo, la seva implicacio
en la fertilitat es creu que esta principalment limitada a la mobilitat

espermatica (Amaral et al., 2013).
1.2.3 Context ambiental seminal

Les cél-lules reproductores masculines es troben en suspensi6 formant part
del semen. El plasma seminal n’és la part fluida, el qual representa més del
90% del volum ejaculat, i esta compost per una barreja de secrecions de

I'epididim, la prostata, les vesicules seminals i les glandules bulbouretrals i
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periuretrals. Es un medi lleugerament basic (pH 7.2-8) amb una temperatura
igual a la del cos huma (36-37°C) i enriquit en biomolécules com lipids,
polisacarids, glicans, ions inorganics, components immunitaris, enzims,

acids nucleics, proteines i péptids, els quals contribueixen a la seva viscositat.

Els espermatozoides produits pels testicles constitueixen només el 2-5% del
volum total i s’emmagatzemen en I'epididim en un medi que tot just conté
potassi, sodi i glicerilfosforilcolina. Durant l'ejaculacid, les vesicules i
glandules esmentades contribueixen amb l'addici6 d’antioxidants com
I'ergotioneina, hormones prostaglandines, fructosa i la resta de metabolits
necessaris per al bon funcionament de la cél-lula reproductora (Encyclopedia
Britannica, 2021). Per exemple, el magnesi i el potassi en petites quantitats
son essencials per a la motilitat espermatica, mentre els sulfats prevenen que
les ceél-lules s’inflin de liquid per osmosi. Per la seva banda, els glucids,
principalment la fructosa, sén els nutrients dels quals s’obté I'energia per a

moure el flagel.

Addicionalment, aquestes moléecules contribueixen a crear un medi adient
per a I'establiment d’altres microorganismes que conformen un altre element

d’interés: la microbiota seminal.
1.3. La microbiota

Tots els organismes vius complexos es troben colonitzats per comunitats de
microorganismes, entre els que destaquen per abundancia els bacteris. En els
éssers humans hi estan presents practicament a tot el cos. S’estima que el
numero de bacteris que té un home adult estandard és de 38 bilions, un 30%
més que de cél-lules humanes (Figura 3). S’han descrit grans colonies a la pell,
el teixit conjuntiu o els genitals pero sens dubte el col-lectiu més nombros es
troba en el tracte gastrointestinal. Aquest inclou la placa dental, la saliva,
I'estémac i els intestins, en especial el colon, on es troben més del 90% dels

microorganismes (Sender et al., 2016). Aquests ninxols ecologics son molt
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CAIXA DE CONCEPTES 1: Microbiota
Microbiota: conjunt de microorganismes presents en un ambient determinat.

Microbioma: habitat que inclou la microbiota, els seus gens i les condicions
ambientals que els envolten.

Taxo: grup d’organismes filogenéticament emparentats. Formen part d'una
classificacio jerarquitzada de menys a més similitud genética.

Domini — Regne - Filum - Classe - Ordre - Familia - Génere - Especie

OTU: unitat taxonomica operacional. Agrupacié6 de microorganismes amb
similituds genétiques en un marcador genétic segons un valor llindar (97%, 99%,
etc.). Freqlientment representen un taxd bacteria especific.

Composicié taxonomica: abundancies relatives dels diferents microorganismes
de la microbiota.

diferents entre ells i creen comunitats de diferent composicio, definint-se el
conjunt de microorganismes dins d'un ambient determinat com a microbiota

(Marchesi i Ravel, 2015).

La microbiota humana té una gran rellevancia en el bon funcionament de
I'organisme (Altves et al., 2020). Contribueix a I'aprenentatge i regulaci6 del
sistema immune (Gensollen et al., 2016; Belkaid i Harrison, 2017), a la
digestié dels aliments (Danneskiold-Samsee et al., 2019), la produccié de
vitamines com la B12 o la K (LeBlanc et al., 2011; Ellis et al., 2021), el
metabolisme de materials xenobiotics (Clarke et al., 2019; Nogacka et al.,

2019), i a la regulaci6 de la pressio sanguinia (Marques et al., 2018), entre

Cél-lules humanes Bacteris
| A
f L \
Cél-lules 5
[x1012]
M[is]sa 3 ’ 0.2 B Eritrocits [ Altres B Bacteris
8 0 Adipocits B Cél-lules musculars

Figura 3. Distribucié del nombre i la massa dels diferents tipus cel-lulars del cos huma
d’'un home adult de 70 Kg. Tot i que els bacteris son més nombrosos que la resta de cél-lules
humanes, aquests només contribueixen en uns 200g a la massa corporal total. (Adaptat de:
Sender et al., 2016).
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molts altres processos. De fet, la seva actuaciéo no només és en efecte sind
també en defecte ja que diversos estudis mostren com una desregulacié de la
microbiota normal contribueix a malalties autoimmunes com diabetis tipus
I (Gulden et al.,, 2015), reumatisme, distrofia muscular, cancer (Rea et al,,
2018), problemes de coagulacié sanguinia (Araki i Shirahata, 2020), o inclus
a malalties neurologiques com depressid, autisme o Alzheimer (Fung et al,,

2017).

Tant es aixi que 'any 2008, I'Institut Nacional de Salut dels Estats Units
(NIH) va promoure el Projecte del Microbioma Huma (HMP) amb l'objectiu
d’identificar i caracteritzar els microorganismes que es troben associats a
humans (Petersén et al., 2009). Aquest projecte ha permes la publicacio
d’'una base de dades de referéncia i ha aportat nova informacio, com per
exemple el fet que la microbiota aporta més gens responsables de la
supervivéncia humana que el propi genoma huma, que les activitats
metaboliques tenen una major importancia en I'efecte sobre el cos huma que
les espécies que hi estan implicades o que la composicié de la microbiota és
dinamica i varia en el temps (Human Microbiome Project Consortium, 2012a,

2012b).
1.3.1. Microbiota en el tracte reproductiu femeni

Donada la implicaci6 de la microbiota en la homeostasi del cos, recentment
s’ha incrementat l'interes en estudiar I'impacte de la microbiota genital en la
fertilitat. Tot i que inicialment es creia que els tractes reproductors eren
organs immuno-protegits i primordialment estérils amb I'excepcio de la
vagina femenina, els avan¢os en tecnologies més sensibles com la
seqiienciacio de nova generacié (NGS) han permeés descobrir la preséncia de
microorganismes a les superficies i fluids dels genitals interns. Precisament
perque el tracte vaginal és més accessible i ric en microbiota, els estudis sobre

la microbiota genital s’han centrat principalment en la dona.
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Segons els estudis realitzats al HMP (Human Microbiome Project
Consortium, 2012a, 2012b), la microbiota vaginal representa
aproximadament el 9% de tota la microbiota femenina. S’hi han identificat
més de 250 espécies entre les quals hi destaca en abundancia un genere en
especial, Lactobacillus (Fettweis et al., 2012; Gajer et al., 2012). Altres
generes com Prevotella, Bifidobacterium, Gardnerella, Atopobium o
Anaerococcus també s’han observat en menor quantitat. En conjunt, el tracte
vaginal té una baixa diversitat alfa (intrapersonal) i relativament baixa
diversitat beta (interpersonal) a nivell de génere (Human Microbiome
Project Consortium, 2012b). Tot i que la microbiota genital femenina mostra
variacions dinamiques durant el cicle menstrual, influenciat també per
circumstancies externes com el comportament sexual, la composicié sembla

tenir un balang estable (Gajer et al., 2012).

Les condicions ambientals vaginals afavoreixen el manteniment de les
colonies de Lactobacillus a diversos nivells. Per exemple, la produccio
d’estrogens i progesterona promouen la secrecié de glicogen a la paret
vaginal. Els Lactobacillus i altres bacteris metabolitzen aquest glicogen en
energia propia i acid lactic, el qual és excretat a la vagina. L’acid lactic manté
el pH vaginal a 3.8 - 4.4 i no permet la proliferacié de bacteris oportunistes
(Mendling, 2016). També produeixen bacteriocines, biosurfactants i altres

molécules que inhibeixen 'adhesié de patogens (Reid, 2001).

Pel que fa a I'impacte de la microbiota genital femenina sobre la fertilitat, la
informacio actual és encara difusa i contradictoria. Hi ha evidéncies de la
seva implicacio en la formaci6 dels gametes, la fecundacid, la implantacid i
manteniment del fetus i la colonitzacié dels organs del nounat (Moreno i

Simon, 2019).

Diferents estudis han observat microbiotes diferents en dones infertils
respecte de dones fertils, tant del tracte superior (ovaris, trompes de Fal-lopi

i ater) com del inferior (cérvix i vagina). Campisciano i col-laboradors van
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trobar agrupacions bacterianes significatives, major diversitat i taxons
especifics de les dones infertils idiopatiques (Campisciano et al., 2017)
mentre el laboratori de Wee va descriure Ureaplasma i Gardnerella amb més
abundancia a la vagina i cérvix respectivament en dones infertils (Wee et al.,
2018). Altres autors destaquen la rellevancia de Lactobacillus com a
protector d’infeccions tot i no trobar cap relacié directa amb la infertilitat,
mentre descriuen tendéncies negatives poc o no significatives en géneres
com Gardnerella, Ureaplasma, Atopobium, Veillonella i Staphylococcus
(Graspeuntner et al., 2018; Koedooder et al., 2019). No obstant, altres autors
no han trobat correlacions entre els perfils bacterians trobats i la fertilitat
(Kitaya et al., 2019; Amato et al., 2020). La baixa biomassa i el baix namero
mostral dels estudis poden ser la causa de les aparents contradiccions

(Branddo i Gongalves-Henriques, 2020; Tomaiuolo et al., 2020b).

Per una altra banda, també s’ha observat una tendéncia negativa de la
disbiosi vaginal sobre I'éxit de les técniques de reproduccié assistida pero les
evidéncies son encara escasses (Moreno i Simon, 2019; Brandao i Gongalves-

Henriques, 2020; Tomaiuolo et al., 2020b; Skafte-Holm et al., 2021).
1.3.2. Microbiota en el tracte reproductiu masculi

En contrapartida, 'estudi de la microbiota al tracte masculi és encara molt
incipient. L'obtencié de mostres microbianes en regions anatoOmiques
internes del tracte genital masculi és dificil i presenta un alt risc de
contaminacid. Per aquest motiu, els estudis es centren principalment sobre
el liquid seminal per la facilitat d’'obtencio de mostres i I'impacte que té sobre

els gametes masculins.

Les primeres aproximacions daten de la segona meitat del segle XX, on els
estudis bacterians estaven basats en cultius en placa i fomentats per I'interes
en les infeccions. Un exemple és 'estudi de I'equip de Rehewy on es van
cultivar mostres seminals d’homes feértils i infertils en condicions aerobiques

i anaerobiques. Aquests cultius mostraren un major nombre de bacteris
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viables en el grup d’individus infertils, suggerint una major variabilitat en
aquests, i la preséncia de géneres bacterians com Staphylococcus,
Corynebacterium, Escherichia, Streptococcus, Mycoplasma i Ureaplasma en
el grup fertil (Rehewy et al., 1979; Naessens et al., 1986; Balmelli et al., 1994).
Més recentment s’han corroborat els resultats amb cultius més moderns on
s’han aillat principalment bacteris aerotolerants com Staphylococcus i
Corynebacteria i bacteris d’acid lactic com Lactobacillus i Streptococcus
(Ivanov et al., 2009). Malauradament, els estudis basats en cultius presenten
moltes limitacions, ja que no totes les especies poden créixer en una placa de
cultiu i les condicions controlables sempre afavoreixen més un tipus de

bacteris que uns altres, esbiaixant aixi el resultat.

Amb Tl'evolucié de la tecnologia, alguns autors van optar per canviar
I'estratégia d’analisi incorporant la reaccié en cadena de la polimerasa
quantitativa (QPCR), una técnica que permet amplificar el material genétic i
quantificar-lo simultaniament. Aquests estudis determinaren la preséncia
majoritaria d’Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacteria, Lactobacillus i
altres bacteris anaerobics gram-positives (Jarvi et al., 1996; Kiessling et al.,
2008). En general, els resultats obtinguts per ambdues aproximacions
suggerien que la majoria de bacteris detectats en semen no eren bacteris
comensals, sind residus d’infeccions previes (Jarvi et al., 1996; Kermes et al.,

2003; Kiessling et al., 2008; Mandar, 2013; Altmde et al., 2019).

L’aparicié de les técniques de sequienciacié d’alt rendiment o NGS van obrir
una nova etapa en l'estudi de la microbiota. La seva capacitat de seqtienciar
grans quantitats ’ADN de forma massiva va permetre aprofundir en la
identificacio6 de noves espécies i coneixer més al detall les abundancies
relatives gracies a la comparacié de seqiiéncia del gen 16S ribosomal. L’any
2013 es va publicar el primer article sobre la microbiota seminal que
utilitzava la pirosequenciacié de Roche 454 per a la identificacié bacteriana.
En aquest primer estudi, es va observar una gran variabilitat bacteriana entre

diferents individus i es van descriure sis grups microbians, entre els que
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destacaven per abundancia dos grups amb predominanc¢a dels generes

Lactobacillus i Prevotella, respectivament (Hou et al., 2013).

En un estudi posterior, Weng i col-laboradors analitzaren el microbioma
seminal utilitzant la plataforma de seqiienciacié d’lllumina, més consolidada
en 'analisi de microbiota (Weng et al., 2014). Segons els resultats obtinguts,
es van reduir els perfils bacterians a tres, depenent del génere bacteria
predominant: Lactobacillus-dominant, Pseudomonas-dominant i Prevotella-
dominant, dels quals Lactobacillus-dominant va ser el perfil més abundant.
Aquests resultats semblen confirmar-se en articles més recents també

desenvolupats amb la plataforma d’Illumina (Baud et al., 2019).

Altres autors han destacat Lactobacillus com a génere més abundant en la
comunitat seminal (Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018). No obstant, un
estudi publicat per Monteiro i col-laboradors presenta resultats
contradictoris, amb una baixa abundancia relativa d’aquest génere en els
individus analitzats, malgrat observar una major proporcié de Lactobacillus
en homes sans respecte a homes infertils (Monteiro et al, 2018). Les
diferéncies amb els estudis anteriors podrien ser degudes a la metodologia
emprada, ja que l'estudi de Monteiro i col-laboradors ha estat I'inic en
utilitzar la plataforma de seqiienciaci6 Ion Torrent PGM i la regid

hipervariable V3-V6 (Figura 7) del gen 16S ribosomal (Taula 1).

Fins al moment, i segons el nostre coneixement, s’han publicat nou articles
sobre microbiota seminal humana (Hou et al., 2013; Weng et al., 2014;
Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018; Monteiro et al., 2018; Baud et al.,
2019; Amato et al., 2020; Yang et al, 2020; Lundy et al, 2021) i les
conclusions extretes han estat recollides per algunes revisions i meta-analisis
(Altmae et al., 2019; Koedooder et al., 2019; Lundy et al., 2020; Tomaiuolo
et al., 2020a; Farahani et al., 2021).
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Taula 1. Metodologies emprades en la caracteritzacié de la microbiota seminal. Descripcio
de les regions hipervariables del gen 16S amplificades i la plataforma de seqiienciaci¢ utilitzada en
cada cas.

Estudi Regio 16S amplificada Plataforma de seqiienciacio
Hou et al., 2013 V1-V2 Piroseqtienciacio de Roche 454
Weng et al., 2014 V4 lllumina Miseq
Mandar et al., 2017 V6 Illumina HiSeq2000
Monteiro et al., 2018 V3-V6 lon Torrent PGM 316
Chen et al., 2018 {23 Illumina HiSeq 2000
Baud et al., 2019 V1-V2 Illumina MiSeq
Amato et al., 2020 V3-V4 Illumina MiSeq
Yang et al., 2020 V1-V2 Illumina HiSeq 2500
Lundy et al., 2021 V3-V4 Illumina MiSeq
Shotgun Illumina NovaSeq 6000

En conjunt, aquests estudis semblen descartar la hipotesi anterior de que el
tracte genital masculi és esteril i no conté bacteris comensals, suggerint la
preséncia d'una microbiota seminal composta pels filums Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria i Actinobacteria (Mandar et al., 2017; Chen et
al., 2018; Monteiro et al., 2018; Baud et al., 2019; Yang et al., 2020; Lundy et
al, 2021) on els deu géneres més comuns soén Lactobacillus,
Corynebacterium, Acinetobacter, Prevotella, Enterococcus, Veillonella,
Streptococcus, Porphyromonas, Staphylococcus i Pelomonas (Hou et al., 2013;
Weng et al., 2014; Mandar et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Amato et al.,
2020; Yang et al., 2020). Tot i aixi, tots els autors posen de manifest una gran
variabilitat interindividual que indicaria que cada home té una comunitat

bacteriana propia.

41



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

1.3.3. Efecte de la microbiota seminal en la fertilitat

Tot i l'aparent consens en la composicié bacteriana, la relacié de la
microbiota seminal amb la fertilitat masculina encara és tema de debat. En
linia amb els estudis sobre el tracte femeni, alguns autors detecten una major
diversitat d’espécies en homes infertils (Rehewy et al., 1979; Mdndar et al.,
2017; Amato et al., 2020; Lundy et al., 2021) pero d’altres no troben cap
diferéncia en la diversitat bacteriana entre infertils i controls (Jarvi et al.,

1996; Weng et al., 2014; Yang et al., 2020).

Els estudis basats en cultius o PCR no van observar diferéncies de preséncia
o abundancia diferencial entre els grups clinics estudiats ni cap correlacio
amb els parametres seminals (Jarvi et al., 1996; Willén et al., 1996). D’igual
manera, l'estudi de Hou i col-laboradors amb seqiienciacié massiva tampoc
va trobar relacié entre els parametres seminals i els perfils bacterians

observats (Hou et al., 2013).

El génere Lactobacillus és el més controvertit. Hi ha estudis que descriuen
una disminucié d’aquest tax6 en homes infertils, relacionat directament amb
una disminucié de la qualitat seminal, especialment en la motilitat i
viscositat (Weng et al., 2014; Mandar et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Baud
et al., 2019). De fet, s’ha descrit el paper de Lactobacillus en la prevencio de
la peroxidacié lipidica espermatica, a través de la produccié d’acids grassos
de cadena curta (SCFA), suggerint un efecte probiotic en el manteniment de
la qualitat seminal i la salut humana (Barbonetti et al., 2011; Markowiak-
Kope¢ i Slizewska, 2020). D’altres estudis, pero, destaquen un increment de
Lactobacillus, juntament amb altres Firmicutes com Ureaplasma, Finegoldia
i Anaerococcus, en astenozoospérmics o azoospérmics (Hou et al., 2013;
Chen et al., 2018; Yang et al., 2020) i suggereixen que una sobreproduccio de
SCFA podria disminuir el pH seminal, com ocorre en la vaginosi citolitica
(Suresh et al., 2009). Tant Firmicutes com Staphylococcus també s’han

observat incrementats en individus control amb nivells de motilitat
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espermatica elevats (Baud et al., 2019), mentre Aerococcus s’ha descrit
inversament relacionat amb leucocitospérmia i hiperviscositat (Lundy et al.,

2021).

Alguns géneres bacterians dins el filum Bacteroidetes han estat directament
relacionats amb una mala qualitat espermatica. Prevotella sembla tenir una
relacié negativa amb la motilitat espermatica i altres parametres seminals
(Weng et al., 2014; Baud et al., 2019; Yang et al., 2020; Lundy et al., 2021). La
disminucié de la motilitat espermatica també s’ha vist correlacionada amb
un increment de Bacteroides (Yang et al., 2020), potser lligada a observacions
previes de Balmelli on va associar Bacteroides ureolyticus amb un increment
de la preséncia d’espermatozoides amb cua curta i una menor concentracid
de fructosa seminal, deixant menys suport energeétic al gameta. Bacteroides i
Peptinophilus també s’han trobat incrementats en pacients amb varicocele
(Lundy et al., 2021) i diversos Bacteroidetes en homes azoospermics (Chen et

al., 2018).

Proteobacteries com Neisseria, Klebsiella, Acinetobacter i Pseudomonas han
estat directament relacionades amb hiperviscositat seminal i
oligoastenoteratozoospérmia (Weng et al., 2014; Monteiro et al., 2018; Yang
et al, 2020), encara que Lundy descriu una relacié positiva entre
Pseudomonas i la motilitat espermatica (Lundy et al., 2021). En Chen, va
trobar el filum disminuit en azoospérmics, juntament amb Actinobacteries

(Chen et al., 2018).

Els mecanismes moleculars pels quals els bacteris podrien alterar la qualitat
seminal o la capacitat fertils sén encara poc compresos. Es coneix que els
bacteris  gram-negatius  (principals  incrementats en  pacients
astenozoospérmics i oligoastenozoospérmics) presenten lipopolisacarids
(LPS) en les seves parets bacterianes, molécules que indueixen la secrecié de
citocines inflamatories (Yang et al., 2020). Shan descrit diferéncies entre
individus fertils i infértils en el cicle de S-adenosyl-L-methionine (SAM)

(Lundy et al., 2021). L'increment de certs tipus de metabolismes bacterians
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també podrien incrementar la concentracié de ROS, tot i que en Lundy troba
diferéncies modestes entre individus amb baix i alt potencial oxidant-
reductor (ORP) (Lundy et al., 2021). Fins i tot s’han descrit mecanismes pels
quals els bacteris podrien ser capagos d’interaccionar directament amb els
espermatozoides per adhesio o secretant factors que afecten la motilitat
espermatica o promouen I'apoptosi cel-lular (Du Plessis et al., 2013; Monteiro

et al., 2018).

En resum, l'actual coneixement del paper de la microbiota seminal en la
fertilitat es troba en una etapa molt inicial pero es suggereixen associacions
interessants amb alguns parametres seminals i espermatics (Taula 2), fet que
fa necessari fer estudis addicionals per ampliar el coneixement d’aquest nou

aspecte de la reproduccié humana.

Taula 2. Principals associacions entre la microbiota i els parametres seminals i espermatics.

Associats a valors positius Associats a valors negatius

Firmicutes: Lactobacillus,

Staphylococcus . .
Motilitat phy Bacteroidetes: Bacteroides,
. Prevotella
Proteobacteria:
Pseudomonas
Bacteroidetes
Firmicutes: Anaerococcus,
Recompte Finegoldia, Lactobacillus,
T Actinobacteria Ureaplasma
Proteobacteria:
Acinetobacter, Klebsiella,
Neisseria, Pseudomonas
. Proteobacteria:
Viscositat Firmicutes: Aerococcus, i .
Lactobacillus Acinetobacter, Klebsiella,

Neisseria, Pseudomonas

Leucocitospérmia Firmicutes: Aerococcus,

Bacteroidetes: Prevotella
Lactobacillus gelerelae v
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1.3.4. Infeccions i sistema immunitari

Quan una comunitat bacteriana comensal pateix un sobrecreixement o
colonitza de manera massiva ’habitat, de manera que provoca danys i altera
la homeostasi fisiologica, es parla d’infeccions. Les infeccions del tracte
genital masculi (MGTI) sén una de les causes més freqiients de perdua de
capacitat fertil amb una prevalenca del 35-45% (Bayasgalan et al., 2004;
Henkel et al, 2007) i estan causades principalment per patogens de
transmissio sexual com Chlamydia trachomatis, Mycoplasma, Escherichia
coli i Neisseria gonorrhea. El creixement descontrolat d’aquests bacteris i el
consequient reclutament de leucocits pot afectar el funcionament normal del
sistema reproductor a través de multiples mecanismes com I'augment de la
viscositat seminal (Wang et al, 2006), les interaccions cellulars i
aglutinacions (Ochsendorf, 1999; Kaur i Prabha, 2014; Vallely et al., 2018),
la produccié de ROS i citocines que indueixen apoptosi o alteracions de la
integritat de 'ADN espermatic (Eley et al., 2005; Fraczek i Kurpisz, 2015;
Vallely et al., 2018), o la disfuncio fisica del tracte genital (Henkel et al.,
2021).

La preséncia de leucocits en el tracte genital masculi o 'ejaculat és habitual i
forma part del sistema d’immunovigilancia, principalment present a
I'epididim per, per exemple, fagocitar espermatozoides alterats. Ara bé, quan
els nivells de leucocits seminals excedeixen els nivells basals per la preséncia
d’infeccions o altres anomalies, amb concentracions seminals per sobre d’'un
milié de leucocits per mil-lilitre (World Health Organization, 2010), 'efecte
passa a ser negatiu per a la fertilitat i es parla de leucocitospérmia. Els
leucocits contribueixen a la produccié de ROS mitjancant la secrecié de
citocines inflamatories com IL-6, IL-8 o interfero-y, les quals també poden
inhibir directament la motilitat espermatica (Fedder i Ellerman-Eriksen,
1995). De fet, els nivells de citocines en pacients amb astenozoospérmia

poden ser fins a un 60% superiors als dels controls feértils sans (Chyra-Jach et
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al., 2018). L’increment de l'estrés oxidatiu produeix, com veurem més
endavant, dany a 'ADN espermatic, peroxidacio lipidica de la membrana
cellular o deteriorament de l'activitat mitocondrial. En casos menys
freqiients, els leucocits també poden produir anticossos contra els
espermatozoides produint fallades testiculars o infeccions croniques

(Francavilla et al., 2007; Vickram et al., 2019).

Finalment, no només les infeccions bacterianes provoquen problemes de
fertilitat. Alguns virus també tenen aquest efecte, com per exemple el virus

del papil-loma huma, el de I'hepatitis B, I'herpes simplex o I'Epstein-Barr.
1.4. Marcadors d’infertilitat masculina

L’estudi de letiologia d'una malaltia cel-lular o molecular presenta
importants dificultats per la impossibilitat d’observar directament les
afeccions derivades, fent necessari I'is d’'unes eines clau en la medicina: els

biomarcadors.

Un biomarcador és una caracteristica que es pot mesurar de forma objectiva
i que serveix com a indicador d’un estat o procés biologic o d'una resposta a
una exposicié o intervencié determinada. Com més relacionat estigui el
biomarcador amb els mecanismes biologics de la malaltia, més precis sera a
I'hora d’explicar-los i més rellevancia clinica tindran. Aixi, no només és

important trobar biomarcadors, sin6 que aquests siguin sensibles i especifics.

Actualment, els biomarcadors més utilitzats per a diagnosticar la pérdua de
fertilitat masculina s’obtenen a partir d’'una analisi basica de la mostra de
semen anomenada seminograma. Aquesta analisi té una capacitat
diagnostica limitada perqué aproximadament en el 15% dels casos no
aconsegueix trobar l'origen del problema. Per aquest motiu, en les ultimes
decades s’han explorat noves aproximacions per trobar nous biomarcadors
que aportin un poder diagnostic més elevat. Aconseguir identificar I'origen
dels casos idiopatics permetra millorar el diagnostic i utilitzar tractaments
més dirigits i especifics.
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1.4.1. El seminograma

El seminograma, també conegut com espermiograma o espermograma, és
una prova diagnostica que té com a objectiu avaluar la qualitat del semen.
Sanalitzen tant de manera qualitativa com quantitativa un seguit de
biomarcadors macroscopics i microscopics del liquid seminal que s’han
demostrat capagos d’explicar algunes de les causes més freqiients
d’infertilitat masculina. L'Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) ha
publicat un manual indicant els valors de referéncia per aquests parametres
amb el suport de multiples publicacions cientifiques que avalen el seu
potencial diagnostic. La cinquena edicié d’aquest manual data de I'any 2010
(World Health Organization, 2010) i és la utilitzada en I'tltima década.
Darrerament, a finals de juliol d’aquest any, s’ha publicat la sisena edicid
(World Health Organization, 2021). A continuacid es descriuen els valors de

classificacié de la cinquena edicid, versio utilitzada en aquesta tesi.

L’analisi seminal habitualment comeng¢a amb una inspeccié macroscopica
despreés de la ligiiefaccid total de la mostra. Es mesuren diversos parametres
com el volum, el pH, la viscositat, el color i 'aspecte. El volum seminal, a més
de ser un valor necessari per a calcular altres parametres posteriors, informa
de possibles obstruccions o ejaculacions retrogrades en cas de volums per
sota de 1,5 ml. El pH seminal reflecteix el balan¢ d’acidesa entre les diferents
secrecions de les glandules accessories, on principalment les secrecions
alcalines provenen de les vesicules seminals i les secrecions acides de la
prostata. Mostres amb valors per sota de 7.2 es consideren anomales. La
viscositat del plasma seminal és un parametre important que interfereix
directament en altres capacitats fertils, dificultant per exemple la motilitat
espermatica en casos d’alta viscositat (Du Plessis et al., 2013; Flint et al,
2014). També és un indicador de la preséncia d’infeccions bacterianes i s’ha
relacionat amb altres alteracions com el dany oxidatiu i la leucocitospérmia

(Aydemir et al., 2008; Flint, 2012; Flint et al., 2014). Actualment no hi ha un
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procediment estandarditzat per el seu calcul, pel que habitualment es
presenta en forma categorica. Tot i aixi, alguns autors han proposat
metodologies més acurades com 1'Gs de viscosimetres o l'analisi de la

capacitat de filtracio per capil-laritat (Lin et al., 1992; Rijnders et al., 2007).

Encara que l'analisi macroscopica té importancia, el veritable poder
diagnostic del seminograma es troba en els parametres microscopics. El
biomarcador més important d’infertilitat masculina és la motilitat
espermatica, ampliament estudiada i relacionada amb les taxes d’embaras
(Lewis, 2007; Kumar i Singh, 2015; Fainberg i Kashanian, 2019). Segons les
ultimes recomanacions de la OMS, els espermatozoides es poden classificar

en tres graus de mobilitat:

e Motilitat progressiva: espermatozoides que es mouen activament de
forma lineal o parcialment lineal. Presentar menys del 32% de
gametes amb motilitat progressiva pot incidir en la capacitat fertil de
I'individu.

e Motilitat no progressiva: espermatozoides amb patrons de motilitat
amb abséncia de progressio6 (moviment en cercles, sense
desplagament, etc.).

e Immobilitat: espermatozoides sense moviment.

Els problemes de motilitat dificulten que els espermatozoides puguin arribar
fins al gameta femeni. De fet, aquesta és una de les principals causes
d’infertilitat masculina i, possiblement, la més freqiient. Ara bé, en la majoria
dels casos aquest problema només suposa una pérdua parcial de la capacitat
fertil, ja que no és necessari que tots els espermatozoides arribin fins a 'oocit
per a fecundar-lo. Aixi, es considera anomal un namero d’espermatozoides

mobils per sota del 40%.

Per una altra banda, la morfologia espermatica també és un biomarcador
utilitzat tradicionalment en el diagnostic, perd que en els dltims anys s’ha

posat en qiiestié enfront altres parametres més informatius. Esta descrit que
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els homes subfertils tenen un percentatge de formes normals inferior als
homes amb fertilitat provada (Guzick et al., 2001) pero encara esta en debat
si la forma té un impacte important en la funcié del gameta. La forma del cap
i de la cua podrien influir en la motilitat o en la capacitat de penetracio de la
zona pel-lucida de l'oocit, aixi com podrien evidenciar errors en la
espermatogenesi o en el procés de maduracié, perd no en tots els casos
(Danis i Samplaski, 2019). Per aquest motiu el manual de la OMS ha anat
disminuint el llindar del percentatge de formes normals necessaries per
considerar normozoospérmia amb cada edicié (80,5% 12 ed.; 50% 22 ed.; 30%
32 ed.; 14% 42 ed.; 4% 52 ed.) fins arribar als valors actuals, on es consideren
nivells limitrofs entre el 4-13% i nivells patologics per sota de 4% de formes
normals (World Health Organization, 2021). Aquest mateix manual té
recollides les caracteristiques que ha de complir un espermatozoide per ser
considerat morfologicament normal, juntament amb exemples de formes

anomales habituals.

Finalment, un altre valor a destacar és la quantitat d’espermatozoides
presents al semen. Es valora amb dos parametres: el nombre
d’espermatozoides totals a la mostra i la concentracié espermatica. Aquests
valors s’estimen fent un recompte en varies cel-les de mida determinada i
s’extrapola el resultat al volum total de la mostra. Segons la OMS es requereix
un minim de 39 milions d’espermatozoides per mostra i una concentracid
minima de 15 milions/ml. A major quantitat de gametes més probabilitats hi

ha de que siguin aptes per fecundar I'oocit.

El seminograma recull moltes caracteristiques basiques que permeten fer un
rapid diagnostic de la majoria dels casos. No obstant aix0, el 15-20% dels
homes infértils presenten normozoospérmia (tots els valors del seminograma
per sobre del llindar de normalitat) i no s’arriba a coneixer la causa del
problema. S’evidencia aixi la necessitat de millorar el poder diagnostic amb
nous biomarcadors que aportin llum als mecanismes biologics de la

infertilitat masculina per entendre millor I'etiologia de la malaltia. I d’entre
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tots els possibles candidats, la fragmentacié de 'ADN espermatic i I'estres

oxidatiu semblen els que aporten una informacié més valuosa.
1.4.2. Fragmentacio de I’ADN espermatic

El terme fragmentacié de I'’ADN espermatic comprén un conjunt
d’alteracions sobre la molecula, entre els que trobem els trencaments de
cadena, les modificacions o alteracions quimiques de bases nitrogenades,
preséncia de llocs abasics o fenomens d’entrecreuament entre ADN i
proteines o entre dues molécules d’ADN (cross-links) (Barratt et al., 2010).
Qualsevol d’aquests fendmens pot provocar un trencament de la molecula i,

per aquest motiu, s’engloben dins aquest terme.

La integritat de 'ADN espermatic és essencial per a aconseguir una
fecundacié que esdevingui un nou individu. Els danys en la molécula d’ADN
d’una ceél-lula poden induir des d’'una transformacié cel-lular fins a un procés
d’apoptosi. En els gametes, a més, també pot afectar a la viabilitat del zigot
amb un augment d’anomalies cromosomiques o defectes congenits (Aitken i
Krausz, 2001; Aitken i Sawyer, 2003). Diversos estudis han observat que la
preséncia d’'una gran quantitat d’espermatozoides amb I'’ADN compromeés
afecta a la taxa de natalitat o a I'éxit de les tecniques de reproduccié assistida
(Esbert et al, 2011; Simon et al., 2011a; Nuiiez-Calonge et al, 2012;
Robinson et al.,, 2012; Alkhayal et al., 2013; Mali¢ Voncina et al.,, 2016;
Esquerré-Lamare et al., 2018). També s’han descrit correlacions entre la
fragmentaci6 d’ADN espermatic i altres biomarcadors com la motilitat

espermatica (Evenson et al., 2002; Lewis i Simon, 2010; Peluso et al., 2013).

L’ADN és una molecula helicoidal formada per dues cadenes de nucleotids
unides per ponts d’hidrogen. Per la seva estructura podem distingir dos tipus
de trencaments: el trencament d’'una sola de les cadenes en un punt concret
(trencament de cadena simple) o el trencament de les dues cadenes en el

mateix punt (trencament de cadena doble). Els trencaments de cadena
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simple els podem trobar en qualsevol punt de 'ADN i es produeixen
principalment per danys quimics com la oxidacié. Quan aquests trencaments
els trobem de forma extensiva, produeixen una disminucio de les taxes
d’embaras (Saleh et al., 2002; Simon et al., 2011b, 2014; Ribas-Maynou et al.,
2012a, 2013; Cho i Agarwal, 2018). Per contra, els trencaments de cadena
doble es localitzen principalment a les regions MAR, encara unides a histones
i amb una compactacié més laxa; tot i que també es poden trobar de forma
extensiva amb menys freqtiéncia (Figura 4). Aquest tipus de trencament esta
més associat a activitats enzimatiques o a errors de reparacio i produeix

alteracions més letals que condueixen a un augment del risc d’avortaments

ADN intacte

Trencaments de cadena senzilla

- Trencaments no adjunts a la matriu nuclear

- L'ADN amb protamines pot esdevenir afectat . 4

- /ADN amb histones pot esdevenir afectat Fallada d'embaras

- Alt nombre de trencaments ' ADN
- Alt nombre d'espermatozoides afectats

Tri de doble cad

- Trencaments no adjunts a la matriu nuclear
- L'ADN amb protamines pot esdevenir afectat
- L'ADN amb histones pot esdevenir afectat

- Alt nombre de trencaments ' ADN
- Baix nombre d'espermatozoides afectats

™ de doble cad localitzats

- Trencaments adjunts a la matriu nuciear Risc d'avortaments de repeticio
*ABCR SIS TS o) Risc de fallada d'implantacio (ICSI)
- Baix nombre de trencaments dADN Cinética embrionaria lenta (ICSl)

- Alt nombre d'espermatozoides afectats

Llegenda

- Trencaments d'ADN de cadena senzilla

X Trencaments d'ADN de cadena doble no adjunts a regions MAR
© Trencaments d'/ADN de cadena doble en les regions MAR

Figura 4. Diagrama esquematic dels tipus de trencaments de 'ADN espermatic. ADN
compactat per protamines formant un toroide (vermell) i ancorat a la matriu nuclear (verd) a
través de les regions MAR (blau). La primera imatge mostra ’ADN intacte (A). Es representen
els diferents tipus de trencaments d’ADN: trencaments de cadena simple (B) i trencaments de
cadena doble, tant extensius (C) com localitzats (D). (Extret de Ribas-Maynou i Benet, 2019).
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de repeticio, fallades d’'implantacio o pitjors cinétiques embrionaries (Ribas-
Maynou et al., 2012a, 2013; Casanovas et al., 2019; Ribas-Maynou i Benet,
2019).

Encara que els trencaments s’associen a un mal funcionament, durant
I'espermatogénesi, a la profase I de la meiosi, els espermatocits produeixen
de forma deliberada trencaments de doble cadena al seu ADN per permetre
la recombinacio entre cromosomes homolegs. Existeix, pero, una maquinaria
de reparacié de 'ADN, inherent en tota cél-lula, que permet tornar a unir els

fragments i generar un intercanvi de material entre cromosomes.

La fragmentaci6 de 'ADN espermatic té un origen multifactorial on
probablement diversos factors actuin de manera conjunta. Principalment
destaquen fenomens com lestrés oxidatiu, I'apoptosi o alteracions de
I'empaquetament de '’ADN, aixi com factors ambientals d’exposicio a agents

fisicoquimics o l'estil de vida.
1.4.2.1. Estres oxidatiu

De les moltes vies d’investigacio obertes a la recerca de nous biomarcadors
d’infertilitat masculina, l'estrés oxidatiu és una de les més fructiferes i
prometedores. En termes bioquimics, l'estrés oxidatiu és un augment
significatiu de molécules altament reactives formades com a subproducte del
metabolisme normal de l'oxigen, principalment anomenades espécies
reactives d’oxigen (ROS). Aquestes ROS sén molécules habituals en els
sistemes cel-lulars, els quals disposen de mecanismes reductors (o
antioxidants) com el sistema glutatio reductasa/peroxidasa o la superoxid
dismutasa, que mantenen un equilibri reductor-oxidant (redox) per evitar els

efectes nocius que provoquen aquestes molecules reactives.

Al tracte reproductor masculi les ROS sén produides principalment per
leucocits, bacteris i els propis espermatozoides com a productes de la

respiracié cel-lular i la produccié de adenosina trifosfat (ATP) als mitocondris
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com a font d’energia. En condicions normals, uns nivells basals de ROS sén
fonamentals per a activar la capacitacio espermatica i la reaccio acrosomica
(de Lamirande i Gagnon, 1993; Aitken et al., 1995; Marzec-Wrdblewska et
al., 2012). Quan el metabolisme de I'oxigen no funciona correctament o els
mecanismes antioxidants es troben afectats, els nivells de ROS augmenten i
s’eleva el risc de que reaccionin quimicament amb estructures cel-lulars. Les
ROS poden produir trencaments de membrana citoplasmatica o
mitocondrial per peroxidacié lipidica, alteracié de la capacitacié espermatica,
formacié de productes mutagénics i, freqiientment, fragmentacio de
l'estructura de TADN (Agarwal et al., 2017b; Aitken, 2017; Bisht et al., 2017).
L’estreés oxidatiu pot induir la pérdua d’'una base nitrogenada, fenomens de
cross-link o hidroxilacions de la guanina, danys principalment de cadena
simple i que s’han relacionat directament amb la infertilitat masculina (De
Tuliis et al., 2009b; Aitken i De Iuliis, 2010). De fet, entre un 30 i un 80% dels
homes inféertils presenten estrés oxidatiu segons diferents estudis
(Ochsendorf et al., 1994; Shekarriz et al., 1995; Koppers et al., 2008; Aitken,
2017; Wagner et al., 2018).

Existeixen diferents téecniques que permeten valorar l'estrés oxidatiu seminal,
basades la majoria en la quantificaci6 de ROS, ja sigui per meétodes
quimioluminescents, colorimeétrics o fluoroscopis. Aquests metodes, pero,
presenten diferents inconvenients que dificulten 1'ds diari a cliniques de
reproduccid assistida i només tenen en compte els nivells de ROS a la mostra
seminal (Agarwal et al, 2019b). Recentment s’ha proposat una nova
metodologia basada en un analisi electroquimic seminal que mesuri el
potencial oxidant-reductor (ORP), el qual té en compte no només les ROS
siné també les moleécules antioxidants presents al plasma seminal. Es una
mesura més directa de I'equilibri redox i, per tant, de I'estat global del medi
espermatic. L’analisi es realitza mitjancant el sistema MiOXSYS, el qual
permet mesurar el ORP gracies a un sensor galvanostatic que detecta el flux

d’electrons fruit de les reaccions redox que es donen al liquid seminal,
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aportant com a resultat el voltatge del ORP estatic (SORP) en milivolts (mV)
(Agarwal et al., 2016). El sORP s’ha correlacionat negativament amb diversos
parametres seminals com la concentracid, motilitat i morfologia
espermatiques (Roychoudhury et al, 2016; Agarwal et al, 2017a) i
positivament amb la fragmentacié de 'ADN espermatic (Majzoub et al.,
2018; Homa et al., 2019). El llindar de 1,34 mV/10° gametes/mL permet
diferenciar el semen de qualitat anomala amb un valor predictiu positiu del

94,7% (Agarwal et al., 2016, 2017c, 2019a).
1.4.2.2. Apoptosi i activacio d’enzims hidrolitics

L’apoptosi és un mecanisme de mort cel-lular programada present a totes les
cél-lules humanes. Es regulada pel mateix organisme per controlar el seu
desenvolupament i creixement. Aquesta via fa possible la destruccié de
cél-lules danyades impossibles de reparar i que podrien esdevenir cel-lules
canceroses o citotoxiques. Amb freqliéncia es produeixen processos
apoptotics en les cél-lules germinals en cas que es detectin desequilibris
durant I'espermatogénesi per evitar que aquests espermatozoides anomals

arribin a fecundar I'odcit.

Com a part d’aquest procés d’autodestruccié hi ha una activacié d’enzims
hidrolitics com caspases i nucleases que degraden proteines i material
genétic respectivament. A més, aquestes cel-lules que han de ser eliminades
expressen a la seva membrana plasmatica un marcador anomenat Fas que,
en ser reconegut pel receptor FasL present a determinades cél-lules del seu
entorn (les cél-lules de Sertoli en el cas de les cél-lules germinals masculines),
causen una fagocitosi de la cél-lula apoptotica. Si el sistema Fas/FasL
presenta alguna anomalia o saturacid, alguns espermatozoides apoptotics no
arribaran a ser fagocitats, el que es coneix com a apoptosi abortiva, arribant
fins a I'epididim a la espera de ser ejaculats. Sha suggerit que aquests
espermatozoides anomals podrien activar per via intrinseca els enzims

hidrolitics causant una degradaci6 de les protamines i histones que
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compacten 'ADN i una posterior fragmentacié extensiva d’aquest ADN

(Sakkas et al., 1999a, 1999b).

Per una altra banda, 'espermatozoide podria presentar nucleases endogenes
activades per altres motius o fins i tot adquirir nucleases exogenes que
estiguin presents al plasma seminal (Nadano et al., 1993; Maione et al., 1997).
Donat que, en aquest cas, 'ADN espermatic mantindria el seu
empaquetament, el dany es produiria principalment en les regions més
sensibles, com les regions MAR (Ward, 2010), provocant principalment

trencaments de cadena doble en localitzacions especifiques.
1.4.2.3. Alteracions de 'empaquetament de I’ADN espermatic

Com ja s’ha detallat anteriorment, durant I'espermiogénesi es remodela la
cromatina espermatica amb la substitucio de les histones per protamines per
tal d’aconseguir un millor empaquetament de '’ADN per protegir-lo. Aquesta
remodelacié requereix que es realitzin alguns talls de la cadena d’ADN per
accié d’enzims topoisomerases de tipus I que immediatament s6n reparats
per la maquinaria cel-lular. No obstant, un excés de I'activitat topoisomerasa
o una mala reparacié pot esdevenir en fragmentaci6 d’ADN espermatic

(Bizzaro et al., 2000).

Segons Aitken i De Iuliis, la fragmentacié de 'ADN no es produiria per una
Unica causa sind com a resultat de diferents mecanismes que actuin a la
mateixa vegada, formulant la hipotesi dels dos passos (Aitken i De Iuliis,
2010). Errors durant la remodelacio de la cromatina que resultin en una
baixa taxa d’intercanvi per protamines o en una relacié anomala de les
protamines 1 i 2 (ratio P1/P2) deixaran 'TADN amb un menor grau de
compactacio (ler pas) i, per tant, més exposat a patir trencaments per altres
vies com lestrés oxidatiu (2on pas); d’aquesta manera augmentaria
principalment el dany de cadena simple (Torregrosa et al., 2006; Aitken i De

[uliis, 2010; Garcia-Peir6 et al., 2011a; Ribas-Maynou et al., 2020). Aquests
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errors apareixen freqientment en individus amb reorganitzacions

cromosomiques o varicocele (Garcia-Peiré et al., 2011b, 2012).

Per valorar el grau de compactacié de '’ADN espermatic existeixen diferents
técniques, algunes basades en detectar la ratio P1/2 i d’altres en detectar la
falta de protamines. Una d’elles és la tincié amb cromomicina A3 (CMA3),
una molécula que competeix amb les protamines per unir-se al solc menor
de 'ADN (De Iuliis et al, 2009b). Una menor preséncia de protamines
permetra que les molécules de CMA3 marcades fluorescentment ocupin els
espais buits i puguin ser posteriorment detectades per microscopia de

fluorescéncia.
1.4.2.4. Exposicid a agents fisicoquimics

S’han aportat evidéncies de I'efecte d’alguns agents fisics i productes quimics
sobre parametres espermatics com la motilitat, concentracié o fragmentacio

de 'ADN.

A l'ambit laboral s’han detectat multitud de substancies quimiques amb
efectes nocius per a la linia germinal. Productes com dissolvents, resines
fenoliques i epoxi, fums de soldadures, metalls pensants o la gasolina poden
produir mutacions a 'ADN de la linia germinal que poden passar a la
descendéncia i augmentar la susceptibilitat a patir malalties tals com el
cancer (Wilkins i Hundley, 1990; Colt i Blair, 1998). A menor nivell,
I'ambient urba acumula una gran quantitat de pol-lucié a I'aire provinent de
la industria i el trafic de vehicles que també s’ha demostrat que produeix una
disminucié de la concentracid, motilitat, morfologia espermatiques. Més
concretament, contaminants com el dioxid de sofre (SO2) o hidrocarburs
aromatics policiclics (PAH) com el pireé son els més associats negativament a
gairebé tots els biomarcadors de fertilitat masculina i, tot i que el seu impacte
aillat pot ser baix, I'efecte acumulatiu de diversos contaminants en conjunt

pot arribar a ser molt rellevant (Wang et al., 2021).
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En relacié amb la fragmentacio de ’ADN, diverses substancies produeixen de
forma directa modificacions a '’ADN o desequilibris redox que condueixen a
trencaments del material genetic, com l'estiré o diversos insecticides o
pesticides (Migliore et al., 2002; Bian et al., 2004; Sanchez-Peiia et al., 2004).
Pero és la exposicio a contaminants de l'aire com SO, o benzo(ghi)perile
(PAH) el que esta més estés a la poblacio, amb un efecte directe sobre els

nivells de dany a ’TADN (Wang et al., 2021).

Cal destacar també els tractaments citotoxics com la quimioterapia o la
radioterapia, els quals es coneix que produeixen un efecte deleteri en I'epiteli
germinal dels tubuls seminifers (Centola et al., 1994; Howell i Shalet, 2001),
que amb freqiiéncia deriva en una alta incidéncia d’azoospérmia. Aquests
tractaments també son altament mutageénics sobre tot en cel-lules amb una
alta taxa de replicacio, com les cél-lules germinals primordials. Si aquestes
acumulen mutacions i no son eliminades o reparades, poden augmentar el
nombre d’espermatozoides amb fragmentacié a I'’ADN o, fins i tot,
augmentar la susceptibilitat a la carcinogénesi transgeneracional a la

descendeéncia (Chatterjee et al., 2000; Hoyes et al., 2001).

Independentment dels tractaments radioterapeutics que es caracteritzen per
dosis molt altes de radiacid, encara esta en qliestié si les radiacions
electromagnétiques de baixa freqiiéncia, com les provinents dels teléfons
mobils o les senyals de radiofreqiiéncia tenen un efecte sobre la fertilitat. Fins
al moment, els estudis son contradictoris perd semblen indicar que, tot i que
si s’ha demostrat un increment de la fragmentacié a ’ADN espermatic sobre
tot en estudis in vitro (De Iuliis et al., 2009a), el dany és molt residual i els
efectes no arriben a traduir-se en una disminucié de la capacitat fertil (Aitken
et al., 2005; Houston et al., 2016, 2018, 2019; Vereschako i Chueshova,
2017). No obstant, les radiacions electromagnétiques també sén fonts de
calor que si produeixen hipertérmia escrotal poden afectar directament
I'espermatogénesi, afavorint I'aparicié de trencaments a '’ADN, com ocorre

en pacients amb varicocele (Kang et al., 2021).
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1.4.2.5. Estil de vida

L’estil de vida que porta una persona i els seus habits de consum tenen una
forta influéncia en la seva salut i cal valorar-ho durant el diagnostic de la

infertilitat.

La dieta és un dels principals factors que afecten a la fertilitat. Sha observat
com la falta de certs micronutrients com la vitamina B, I'acid folic o el cinc
poden contribuir a empitjorar el potencial fertil (Anderson et al., 2010). Ara
bé, parametres com I'index de massa corporal o la ingesta d’acids grassos
poliinsaturats tenen efectes directes sobre la motilitat, concentracio i la
fragmentacié de 'ADN espermatic; tot a través de mecanismes com la
induccié de la produccié de citocines pro-inflamatories, alteracions dels
perfils hormonals, hipertérmia escrotal o I'augment de ROS per part dels

adipocits (Du Plessis et al., 2010; Sepidarkish et al., 2020).

El consum de estupefaents també té efectes perjudicials sobre la fertilitat
masculina. El consum de tabac té un efecte clarament negatiu sobre el
recompte d’espermatozoides i la seva motilitat i morfologia perd també
augmenta l'estreés oxidatiu i la fragmentacio de ’ADN espermatic (Taha et al.,
2012; Yu et al., 2014; Boeri et al., 2019; De Brucker et al., 2020). L’alcohol i
la cafeina també promouen I'aparicio d’estreés oxidatiu i fragmentacio d’ADN
a la vegada que actuen sobre altres mecanismes que alteren la fertilitat
(Anderson et al., 2010; Boeri et al., 2019). D’igual manera, el cannabis i altres
drogues com la heroina produeixen efectes molt semblants (Bari et al., 2011;

Ajayi i Akhigbe, 2020; Nazmara et al., 2021).

No només el consum de substancies pot alterar el bon funcionament del
sistema reproductor, malalties psicologiques com l'estreés, la depressio o
I'ansietat també poden arribar a afectar, normalment amb canvis metabolics
o endocrins, als gametes masculins (Zorn et al., 2008; Anderson et al., 2010;

Nordkap et al., 2020). Tot i aixi, no hi ha evidéncies clares sobre si
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produeixen trencaments a 'ADN o només afecten a parametres com la

motilitat o la morfologia.

Altres habits com la falta o abuis de dormir, dutxar-se amb aigua calenta o
utilitzar dispositius electronics que generen calor a prop de l'escrot també
podrien estar implicats en la generaci6 de fragmentacio d’ADN pero els seus
efectes sdn més residuals i no hi ha prou estudis que donin suport a aquesta

hipotesi (Anderson et al., 2010).
1.4.3. Técniques d’analisi de la fragmentacié de ’ADN espermatic

Existeixen diferents técniques analitiques que permeten estudiar la quantitat
de gametes amb ’ADN danyat. Les més utilitzades amb aquest fi son Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), Sperm Chromatin Dispersion test (SCD),
Citometria de flux amb taronja d’acridina (AO FCM), l'assaig Terminal
transferase dUTP Nick-End Labelling (TUNEL) i l'assaig Comet. Aquestes
dues ultimes permeten valorar de forma directa la preséncia de trencaments
a ’ADN de cadena simple i/o doble i s6n les que presenten una sensibilitat i
especificitat més elevada (Ribas-Maynou et al, 2013; World Health
Organization, 2021).

1.4.3.1 Assaig Terminal transferase dUTP Nick-End Labelling (TUNEL)

L’assaig TUNEL és un meétode de detecciéo de trencaments de la cadena
d’ADN molt utilitzat en estudis de cél-lules apoptotiques, que va ser descrit
per primer cop per Gorczyca al 1992 (Gorczyca et al, 1992). Quan una
cadena d’ADN es trenca o es talla, els extrems on s’ha produit el tall presenten
uns radicals OH- lliures en la posicié 3’ dels nucleotids (3’OH). Aprofitant
I'enzim deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), una polimerasa extreta
dels limfocits que catalitza 'addicié d'un nucleotid a I'extrem 3’OH d’una
cadena d’ADN, la técnica incorpora en aquests extrems trencats un nucleotid
deoxiuridina trifosfat (dUTP) conjugat amb un fluorocrom (Figura 5).

D’aquesta manera, cada extrem fruit del trencament emetra llum fluorescent
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visible. Donat que el marcatge es produeix en tots els extrems 3’OH, la
técnica marca indistintament trencaments de cadena senzilla i trencaments

de cadena doble (Sharma et al., 2021).

Un cop marcats els extrems, la intensitat de fluorescéncia que emet la cél-lula
esta directament relacionada amb la quantitat de trencaments presents a
I’ADN. Per valorar-ho es pot fer servir un microscopi de fluorescéncia en una
mostra fixada en portaobjectes, subjecte a biaixos de 'observador (Muratori
et al., 2008; Mitchell et al., 2011), o utilitzar un citometre de flux (Figura 5),
alternativa que augmenta la sensibilitat de la prova (Dominguez-Fandos et
al., 2007). Tant un sistema com l'altre els resultats obtinguts s’expressen en

el percentatge d’espermatozoides amb fragmentacio a ’ADN en el total de la

72 dUTP +
OH

Llum dispersa per la Fluor;sf?egc(;‘grimesa
silueta de la cél-lula rlaluor \

Mostra — O~ —0O ~—0O ~0 ~ gatiu  Positiu '

/ ' Laser °
Fluid d’arrosegament

0 ' 102 0 0t
L

Figura 5. Exemple de la reaccio que es produeix durant I’assaig TUNEL. Sincorporen
nucleotids marcats amb un fluorocrom en els extrems 3’OH de TADN que presenta trencaments
per posteriorment detectar aquests senyals a través d’un citometre de flux.
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mostra i permeten distingir entre individus fertils i infértils (Lewis, 2007;

Sharma et al., 2010; Garcia-Peiré et al., 2012).
1.4.3.2. Assaig Comet

L’assaig d’electroforesis en gel en célllula tnica (SCGE), comunament
conegut com assaig Comet, és una técnica descrita per Ostling i Johanson al
1984 creada principalment per estudis toxicologics i carcinogénics (Ostling
i Johanson, 1984). No va ser fins al 1996 quan va ser adaptat per Hughes
(Hughes et al, 1996) per al seu Gs en espermatozoides utilitzant la
metodologia descrita per Singh (Singh et al., 1988) i les modificacions de
McKelvey-Martin (McKelvey-Martin et al., 1993). Es tracta d’'una técnica no
estandarditzada encara. Els diversos laboratoris que I'apliquen difereixen en
el protocol a seguir, principalment en la composicié de les solucions de lisi
cel-lular i els temps d’electroforesi (Singh et al., 1988; Simon et al., 2011b;
Kumar et al., 2013; Casanovas et al., 2019). Per aixo0, els resultats obtinguts

en laboratoris diferents poden no ser completament comparables.

L’assaig Comet es basa en la descompactacio de 'ADN nuclear mitjancant
'eliminacié d’histones i protamines i una posterior electroforesi de cél-lula
Unica que permet la migracié dels fragments d’ADN. Primerament, les
ceél-lules son fixades en un portaobjectes amb una capa fina de gel d’agarosa.
Alla, mitjancant solucions salines es lisen les cél-lules i es desnaturalitzen les
proteines per tal que 'ADN s’alliberi al medi i quedi descompactat. A
continuacio es realitza una electroforesi activant un camp eléctric que atrau
I’ADN cap al pol positiu, aprofitant les carregues idoniques negatives presents
al material genetic. Els fragments d’ADN que estiguin lliures es separaran del
nucli i migraran a través del gel generant una dispersié de material genétic
que adopta l'aspecte d'una cua similar a l'estela d’'un cometa, la llargada i
intensitat de la qual estara directament relacionada amb el grau de

fragmentaci6 que presenta aquesta cél-lula (Figura 6).
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Existeixen dues variants de 'assaig Comet segons les condicions en les que
es realitzi l'electroforesi. Si s’utilitza un medi amb pH neutre 'ADN
mantindra la seva estructura de doble helix i la tecnica revelara
principalment trencaments de cadena doble, ja que si hi ha un trencament
de cadena simple 'ADN encara es mantindra unit per la cadena
complementaria i no migrara cap a 'anode. En canvi, si s’utilitza un medi
amb pH alcali 'TADN es desnaturalitza separant les dues cadenes, pel que els
fragments derivats per trencaments de cadena doble o de cadena simple
podrien migrar cap a I'anode, formant la caracteristica cua de cometa. Donat

que els fragments fruit de trencaments de cadena doble son normalment més

Comet
Alcali

Comet
Neutre

Figura 6. Esquema molecular del procés portat a terme durant I'assaig Comet. Inicialment,
s’aplica un tractament de lisi de la membrana cel-lular i nuclear i una desnaturalitzacié de
proteines que descompacta ’ADN espermatic. A aquest nucli descompactat se li aplica un camp
electroforetic i els fragments lliures fruits de trencaments es desplagaran cap a I'anode formant
una cua semblant a la d'un cometa. La llargada i forma del cometa depén del nivell de
fragmentaci6 de '’ADN.
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grans que els de cadena simple, si s’ajusta el temps d’electroforesi de manera
que només tinguin temps de migrar els fragments curts, la técnica revelara
principalment trencaments de cadena simple. Aquests resultats han estat
validats induint els dos tipus de dany amb peroxid d’hidrogen per simular
estrés oxidatiu que generi fragmentacié de cadena simple i amb l'enzim
endonucleasa Alu I que realitza talls de doble cadena en regions altament

repetides de '’ADN (Ribas-Maynou et al., 2012a).

Per tal de fer visible 'TADN, generalment aquest es tenyeix amb DAPI. Aixi,
I'observacio dels resultats s’ha de realitzar amb un microscopi de
fluorescencia. El recompte d’espermatozoides esta subjecte a biaix per part
de I'observador pel que, recentment, s’han incorporat programes informatics
especifics que realitzen mesures molt més precises de diferents parametres
com lallargada de la cua del cometa, la intensitat de [lum que emet (quantitat
d’ADN fragmentat present a la cua), la relacio entre la llargada de la cuai el
diametre del cap, entre d’altres. Alguns d’aquests parametres s’han relacionat
amb la fertilitat masculina, com 1'Olive Tail Moment (OTM) (Garcia-Segura
et al., 2017; Simon et al., 2017). Aixi, els resultats es poden expressar en
percentatge d’espermatozoides amb fragmentacié6 d’ADN o amb variables

informatiques quantitatives.

1.4.4. Microbiota seminal

Els estudis del microbioma han agafat for¢a des de I'aparicio de les técniques
de seqiienciacid6 NGS que son capaces d’analitzar aquest tipus d’estudis
complexos que inclouen una gran quantitat de dianes d’ADN. No obstant
aixo, existeixen multitud de técniques disponibles per analitzar la microbiota
que aporten grans possibilitats en el camp pero6 que dificulten la comparacio
entre estudis i la generaci6 de consensos. La falta dun protocol
estandarditzat condueix a obtenir resultats diversos, sovint contradictoris,
que deixen moltes incognites. Portar a terme un estudi de la microbiota
robust comporta prendre un seguit de consideracions importants per

realitzar un bon disseny experimental.
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1.4.4.1. Consideracions experimentals d’un estudi de la microbiota

El primer pas consisteix en seleccionar el tipus d’experiment a realitzar, com
ara estudis cas-control o estudis longitudinals, els quals determinaran altres
parametres com la mida mostral necessaria o els temps de recollida de la
mostra. En estudis cas-control, per exemple, existeix una gran variabilitat
microbiana interindividual on l'estil de vida té una influéncia rellevant que
cal tenir en compte (Engen et al., 2015; Bibbo et al.,, 2016; Danneskiold-
Samsge et al., 2019; Kolodziejczyk et al., 2019; Redondo-Useros et al., 2020;
Gopinath et al.,, 2021). Dades com la dieta, medicacio, consum de tabac o
alcohol, exposicions laborals, malalties i altres constitueixen el que
s’anomena metadata, un seguit de factors que poden alterar la interpretacio

dels resultats i que cal documentar a I'’hora de recollir les mostres.

A continuaci6 s’ha d’establir un protocol de recollida de mostra que permeti
obtenir el material d’estudi de manera integra i sigui totalment reproduible
per a tots els individus. Cal definir uns bons criteris d’inclusié i exclusio per
limitar l'efecte d’altres variables com la edat (Odamaki et al., 2016;
Zimmermann i Curtis, 2020) i seleccionar el tipus de controls necessaris per
controlar aquestes variables i, en el cas d’estudis entre grups, que formin una

mostra ben diferenciada dels casos a estudiar.

A partir d’aquest punt, cal escollir l'estratégia d’identificaciéo dels
microorganismes. Destaquen principalment tres aproximacions: la
seqiienciacié d’amplicd, la seqiienciacié de genoma complet (Whole genome
sequencing, WGS) o la metatranscriptomica. L'estratégia basada en un
amplicé es fonamenta en escollir una regid del genoma que tingui la capacitat
de discernir entre taxons, com en el cas del gen 16S ARNTr. Es tracta d'un gen
molt conservat en procariotes que conté algunes regions hipervariables
diferents entre taxons i per aixo és el més utilitzat en aquest tipus d’estudis.
Per una altra banda, la WGS es basa en la seqiienciacié de tot '’ADN present

a les mostres, de manera que s’obté molta més informacid per discernir entre
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els diferents taxons, perd6 amb una quantitat de dades dificil de gestionar.
Aquesta aproximacio depén de técniques de seqiienciacié massiva com la
seqiienciacio d’escopeta (shotgun sequencing) que consisteix en seqiienciar
fragments aleatoris d’ADN per despres fer una reconstruccio. Cada estratégia
té avantatges i inconvenients que s’adeqiien al tipus d’estudi que es vol
realitzar (Knight et al, 2018), pel que cal escollir depenent del disseny
experimental. En aquesta tesi s’ha seleccionat 'estratégia basada en 'amplicé

16S ARNTr.

Diversos estudis han demostrat alteracions en la composicié de la microbiota
que depenen de diferents factors: de la recollida de mostra i el seu
emmagatzematge (Dominianni et al., 2014; Jenkins et al., 2018; Nel Van Zyl
et al., 2020), del protocol d’extraccié seguit (Wesolowska-Andersen et al.,
2014; Wagner Mackenzie et al., 2015; Sui et al., 2020; Siebert et al., 2021),
dels encebadors (primers) escollits per a 'amplificacié de TADN (Kuczynski
et al., 2011), de la plataforma de seqiienciacio (Clooney et al., 2016; Fouhy
et al., 2016; Allali et al., 2017; Castelino et al., 2017; Heikema et al., 2020) o
de la metodologia emprada durant 'analisi bioinformatica (Schmidt et al.,
2015; Kopylova et al., 2016; Allali et al., 2017). Aixi, és important dissenyar
un protocol i uns reactius iguals per a totes les mostres per evitar introduir

biaixos que provinguin de les técniques emprades.

Finalment, cal fer una mencié especial a la contaminaci6 bacteriana (Knight
et al., 2018; Pollock et al., 2018). Un dels problemes més importants a ’hora
de desenvolupar estudis de la microbiota és la contaminacié bacteriana
externa, particularment preocupant quan es treballa amb mostres de baixa
biomassa microbiana. La preséncia de bacteris aliens a la mostra provoca la
falsa identificacié d'una comunitat microbiana que realment no existeix a la
mostra i que pot alterar els resultats observats. La contaminacié no ocorre
només durant la recollida de la mostra siné també durant la manipulaci6 al
laboratori, com ara al medi de criopreservacié (Bajerski et al., 2020) o a

I'ambient de la cambra de treball. Sorprenentment, hi ha un tipus de
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contaminacié molt dificil d’evitar que és inherent als reactius utilitzats. Salter
i col-laboradors van evidenciar que els kits d’extraccio d’ADN o els reactius
de PCR presenten comunitats bacterianes, les quals han rebut el nom de
“kitoma”. S’ha vist que el kitoma difereix entre diferents fabricants i també
entre lots individuals (Salter et al., 2014). Per aquest motiu, en el disseny
experimental s’han d’'introduir un seguit de controls negatius que permetin
detectar la possible contaminacié en cadascun dels passos del protocol per
tenir en compte les possibles comunitats que poden alterar els resultats

observats.
1.4.4.2. Consideracions especials de les mostres seminals

Addicionalment a les consideracions que s’han de tenir en compte en
qualsevol estudi de la microbiota, les mostres seminals presenten unes
peculiaritats especials amb implicacions sobre la metodologia. Donat que es
tracta d’un fluid huma, la preseéncia de cél-lules humanes és inevitable i el seu
ADN pot suposar un problema d’emmascarament de resultats o interferéncia
amb els reactius de I'amplificacio i seqiienciacié. Espermatozoides, leucocits
i cel-lules epitelials son les principals fonts d’ADN huma al semen. Aixi, el
protocol d’extraccié i purificacié ha de comptar amb un métode de sostraccio

o minimitzaci6 del material genétic huma.

El nombre de bacteris presents al plasma seminal també és un punt rellevant
a I'hora de dissenyar els procediments experimentals. Tal i com han observat
en estudis anteriors, el liquid seminal presenta una baixa biomassa
microbiana (Hou et al., 2013; Monteiro et al., 2018; Baud et al., 2019; Lundy
et al., 2021). Aixo pot comportar una major dificultat en I'extraccio de 'ADN,
una possible pérdua de bacteris amb poca representacid, una menor
profunditat de lectures de seqiienciacié i un increment considerable de biaix
degut a contaminacio externa (Selway et al., 2020). Per aquest motiu s’ha de
posar a punt tot el protocol per trobar la configuracié que optimitzi els
resultats i mantenir un control estricte de la contaminacio en tots els passos

del mateix.
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1.4.4.3. Métodes de caracteritzacié de la microbiota per seqiienciacio

d’amplicé

L’evolucié de les técniques d’analisi genética ha normalitzat I'as de 'TADN
com a una empremta genética bacteriana. La similitud de la seqiiéncia ’ADN
entre bacteris de la mateixa espécie és propera al 100%, mantenint grans
semblances amb espécies filogenéticament properes i presentant més
diferencies com més allunyades estiguin evolutivament. Aixi, en I'actualitat
disposem de diferents estrategies per identificar bacteris amb més o menys

precisio i eficiéncia.

L’aproximacié més comunament utilitzada per a I'analisi de la microbiota és
I'amplificacio de regions especifiques d’'un gen que permeti determinar la
filogénia dels microorganismes presents en una mostra. Existeixen diversos
gens que permeten aconseguir aquest objectiu pero n’hi ha un que destaca
per sobre de la resta. El gen ARN ribosomal 16S (16S ARNr) és un gen tnic
dels procariotes que es troba en totes les espeécies, freqiilentment amb
multiples copies en cada genoma bacteria. Es tracta d’'un gen essencial que
codifica per a la subunitat menor dels ribosomes bacterians, motiu pel qual
té una seqiiencia molt conservada al llarg de la evolucié. No obstant, presenta
nou regions internes susceptibles a mutacions que han variat entre diferents
taxons, les anomenades regions hipervariables (Figura 7). El fet que sigui un
gen present a tots els bacteris i que disposi de seccions especifiques per a

cada especie el fa un gen idoni per a la identificacié taxonomica.

68 136 433 576 821 980 117 1243 1435
VAl v2 V3 v4 V4 V6 v7 V8 V9

Figura 7. Representacio del gen ribosomal 16S. S’hi ha representat cadascuna de les regions
hipervariables (V1-V9) segons la seva mida i el nucledtid on comenga en relacié a linici del
gen. Els primers 27F i 1492R permeten l'amplificacio de la totalitat d’aquestes regions
hipervariables.
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L’eleccio d’escollir només un gen enlloc de seqiienciar tot el genoma bacteria,
el qual donaria una millor precisié en la identificacio, té diversos avantatges
que han fet d’'aquesta I'estrategia més utilitzada (Ranjan et al., 2016; Knight
et al., 2018):

- Eslestratégia més rendible economicament que dona resultats molt
acurats en un temps raonable

- Lanalisi de dades es troba estandarditzat amb multiples protocols
bioinformatics ampliament validats

- Existeixen bases de dades de referéncia molt completes que recullen
gairebé totes les variacions del gen 16S ARNr descrites per a cada

especie

La tecnologia NGS ha permeés durant décades seqiienciar algunes d’aquestes
regions hipervariables amb gran eficiencia pero la incorporacié de les
tecnologies de seqiienciacio de tercera generacié (TGS) obren la possibilitat
de seqiienciar el gen complet obtenint una millor resolucio i, potencialment,

una millor classificacio taxonomica.
1.4.4.3.1. Seqiienciacié de segona generacié (NGS): lllumina MiSeq

La NGS agrupa un seguit de plataformes de seqilienciacio que es caracteritzen
per reduir el temps d’analisi, el cost economic i per incrementar
significativament les dades de seqiiencia obtingudes en comparacié amb la
seqlienciacio de Sanger o seqiienciacio de primera generacio. Les NGS sén
capaces de realitzar milions de reaccions de seqilienciacié simultanies en un
procés anomenat seqlienciacié massiva en paral-lel (Goodwin et al., 2016;
Kumar et al., 2019). Tot i aixi, aquestes plataformes encara presenten algunes
limitacions entre les quals destaca la curta llargada de les lectures (o reads),
les quals habitualment es troben entre els 75 i 300 parells de bases (Goodwin
et al., 2016). Lectures per sobre aquesta llargada presenten una major taxa

d’error i una disminucio en la qualitat de lectura. Per aquest motiu, a la
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segona generacio també se 'anomena seqiienciacié de lectura curta (Short-

read NGS).

La plataforma NGS més utilitzada en estudis de microbiota és la tecnologia
desenvolupada per Illumina (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) una
plataforma de seqiienciacio per sintesi (SBS) amb un sistema de terminaci6
reversible ciclica (CRT) (Goodwin et al., 2016). Després de 'amplificacio del
segment diana a seqiienciar, les copies es col-loquen formant clusters sobre
una placa solida dins la flow cell (Figura 8). A continuacid, s'incorporen els

reactius necessaris per a la reaccié de polimeritzacid: encebadors universals,
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Figura 8. Base metodologica de la seqiienciaci6 per sintesi d’Illumina. Cada fragment
d’ADN a seqiienciar s’uneix a la placa de la flow cell a través d’'uns adaptadors. S'amplifiquen
utilitzant com encebadors els adaptadors adjacents, formant un claster de copies. Finalment,
es produeix la reacci6é de sintesi amb nucleotids marcats amb fluorescéncia per identificar
cadascun que s’incorpora a la cadena complementaria, obtenint aixi la lectura del fragment.
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ADN polimerasa i nucleotids. Els nucleotids utilitzats porten incorporat un
fluorofor especific per a cada base nitrogenada i estan bloquejats en el seu
extrem 3’ per evitar una sintesi continuada. A partir d’aquest moment es
produeix un procés ciclic de sintesi per crear una copia complementaria del
segment diana a seqiienciar. LADN polimerasa incorpora el nucleotid
corresponent a la primera posicio i, com que aquest esta bloquejat, s’atura.
Les plaques son irradiades amb un laser de 4 canals per estimular els
fluorofors i cada cluster emetra la llum corresponent a la base nitrogenada
incorporada durant aquest cicle. Finalment, els fluorofors son eliminats,
desbloquejant I'extrem 3’ i permetent un nou cicle per incorporar el seglient
nucleotid (Figura 8). Aixi, la cadena es va llegint base a base a mesura que es

sintetitza aquesta cOpia complementaria.

[llumina és una plataforma molt consolidada amb un alt nivell de
compatibilitat entre plataformes. Es la més estandarditzada en estudis de
microbiota i disposa de multiples paquets de software compatibles adaptats
al format de les seves lectures. Tot i aixi, presenta limitacions a '’hora de
seqiienciar segments llargs, on no aconsegueix una resolucio alta a nivell

taxonomic.
1.4.4.3.2. Seqiienciacio de tercera generacio (TGS): ONT MinlON

La tercera generacio de seqiienciadors sorgeix com a resposta de la principal
limitacio de les plataformes NGS: la complexitat i baixa eficiéncia en
seqlienciar segments llargs del genoma i, en conseqiiéncia, una certa
incapacitat per detectar seqiiencies repetitives o grans reorganitzacions
cromosomiques. Les plataformes TGS, també anomenades seqiienciacié de
lectura llarga (long-read NGS), es caracteritzen per ser capaces de produir
lectures completes de fins a 2 Mb i de realitzar la seqiienciacio en temps real.
Una lectura a temps real permet aturar la reaccié de seqiienciacié en
qualsevol punt en cas que ja es disposi de la informacié necessaria, reduint

aixi el temps i el cost del procediment (Ambardar et al., 2016; Kumar et al.,
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2019). Aquestes tecnologies
Adaptador hairpin

sén molt recents, de poc més
d’una década des de la primera
presentacio, i per aixo encara
Helicasa
disposen de marge
d’optimitzacio. De fet, la
Nanopene principal limitacié de les TGS
és lalta taxa d’errors que
p— comet durant la seqiienciacio,
al voltant del 10% actualment
(Kumar et al, 2019). No
obstant aixo, aquestes
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Figura 9. Representacio grafica d'un nanoporus

situat a la membrana d’una flow cell de MinION. seves taxes d’error en meés de
Una helicasa separa les cadenes complementaries i
introdueix un dels extrems a l'interior del porus. El 10 punts percentuals, albirant
flux ionic del canal es veura alterat de forma

especifica per cada base nitrogenada i la senyal sera un gran potencial a curt
recollida per identificar cada nucleotid de la cadena.

termini.

Al 2014 es va presentar una de les plataformes TGS més prometedores de les
ultimes décades, amb uns 20 anys de desenvolupament previ (Kasianowicz
et al., 1996). MinION d’Oxford Nanopore Techonologies (ONT, Oxford, UK)
és la primera plataforma de seqiienciacié portatil i utilitza una tecnologia
basada en I'ts d’'una quadricula de nanoporus biologics units a una
membrana. La membrana separa dues solucions ioniques que permeten el
pas d’un corrent eléctric a través dels nanoporus. Les molécules ’ADN que
es volen seqiienciar es preparen incorporant un adaptador en un extrem per
unir les dos cadenes complementaries (hairpin) i afegint a I'altre extrem un
adaptador de reconeixement per a una helicasa. Els porus presenten en la
seva entrada una proteina helicasa que separa les dues cadenes de ’ADN i

introdueix un dels extrems a l'interior del porus, travessant aquest canal
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nucledtid a nucleotid. Cada una de les quatre bases nitrogenades que
composen els nucleotids altera el camp eléctric de manera especifica. En
passar pel nanoporus, l'alteracié produida és detectada per un sensor i
s'identifica la base nitrogenada (Figura 9). D’aquesta manera, es produeix la
lectura de la seqtiéncia de 'ADN. Un cop s’ha llegit una de les cadenes, com
la seva complementaria esta lligada a l'extrem final, es seqilienciara a
continuacid, obtenint un read que conté les dues cadenes complementaries
seguides. Com és un procés que utilitza pocs reactius, la reaccio pot
continuar tant de temps com sigui necessari fins obtenir el resultat desitjat

(Goodwin et al., 2016; Lu et al., 2016; Kumar et al., 2019).
1.4.4.4. Big data: gestio i processament de dades massives

El processament de les dades extretes de la seqiienciacié no és un procés
senzill i per a I'estudi de la microbiota esta poc estandarditzat. El procés es
pot dividir en tres etapes: control de qualitat i pre-processament, classificacié
taxonomica i estudis de profunditat. Qualsevol disseny experimental, a més,
ha de comptar amb meétodes estadistics apropiats per discernir entre la

variabilitat técnica i els resultats biologics reals.

Durant la primera etapa es preparen les dades per a que aquestes tinguin el
format adient i siguin de prou qualitat com per no esbiaixar els resultats. De
forma universal, les plataformes de seqiienciacié assignen un valor de
qualitat a cada lectura segons la fiabilitat d’aquesta, normalment amb una
puntuacié de qualitat Phred. Existeixen multituds d’eines software que
permeten mostrar aquestes dades de qualitat i filtrar cada read segons un
llindar de qualitat, normalment descartant les lectures per sota de un Q-
Phred de 30, que correspon a la probabilitat d’'1 entre 1.000 de que una base
nitrogenada sigui incorrecte (Ewing et al, 1998). Aquests controls de
qualitat també permeten eliminar quimeres, duplicats o altres artefactes de
la metodologia. A més, durant aquesta etapa s’eliminen les seqiiencies que

corresponen als adaptadors, als marcadors de barcoding, als primers i
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qualsevol altre fragment que no correspongui al segment original. Finalment,
aquesta fase pot incloure en alguns casos algoritmes de denoising i rarefaccio
que descarten lectures residuals que probablement siguin fruit d’errors o de

contaminacid bacteriana.

La segona etapa té l'objectiu d’assignar un grup taxonomic a cada lectura
mitjancant la comparativa amb una base de dades que reculli les seqiiéncies
descrites de cada espécie bacteriana. Aquesta assignacio depén molt del tipus
de seqlienciacio que s’ha realitzat, de I'algoritme de classificacié que s’utilitzi
i de la base de dades que es faci servir. Existeixen diferents algoritmes de
classificacié que utilitzen estratégies alternatives de comparativa entre
seqliencies per comparar la nostra seqiiéncia amb la base de dades. Per
exemple, es pot destacar Scikit-learn, un algoritme de “machine learning”
basat en llenguatge Python que utilitza bases de dades entrenades en base al
tipus de lectures que introdueixes (Pedregosa et al., 2011); o Kraken, un
algoritme dissenyat per seqilienciacio metagenomica que utilitza alineaments
exactes de k-mers per alinear les mostres amb la base de dades i que ha servit

com a base per a algoritmes més especifics com Braken o Dragen (Wood i

Salzberg, 2014).

Per una altra banda existeixen diferents bases de dades de genomes
bacterians entre les quals podem destacar Greengenes, que conté dades de
referéncia del gen 16S i dels grups principals d’Archea en un arxiu lleuger i
rapid de processar (McDonald et al., 2011); SILVA, una base de dades més
completa i actualitzada que conté els gens 16S, 18S, 23S, 28S i la majoria
d’Archea aportant una gran resolucié (Quast et al., 2013); i la que ofereix el
National Center of Biotechnology Information (NCBI), la més completa i
actualitzada de totes (National Center for Biotechnology Information, 2021).
Com més gran sigui una base de dades més acurada sera la classificacio

taxondmica pero es requereix una major potencia i temps de computacio.

73



Microbiota seminal i Integritat de I’ADN espermatic

Finalment, amb les dades taxonomiques es poden realitzar estudis més
profunds d’abundancies diferencials, diversitat bacteriana o de funcions
bacterianes. S’han desenvolupat paquets de programari que inclouen
diferents software en una mateixa plataforma d’analisi amb l'objectiu
d’estandarditzar el processament i fer els resultats més comparables entre
laboratoris. Un dels paquets més utilitzats en estudis de microbiota és el
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) en la seva segona versio,
dissenyat per comunitats bacterianes que han estat estudiades per
seqiienciacié d’amplicé d’'un gen marcador (Bolyen et al., 2019). Disposa de
diferents complements per realitzar cadascuna de les etapes descrites,
inclosos els estudis de profunditat. Es una plataforma de codi obert que
permet ampliar el programari i configurar-lo segons les necessitats de cada

estudi.

Aixi, I'analisi de la microbiota seminal té el potencial d’esdevenir una nova
eina per comprendre millor I'etiologia de la infertilitat masculina. L’analisi
de la seva composicié i la interaccié que presenta amb altres parametres
seminals i espermatics pot ajudar en un futur a progressar en el diagnostic i
el tractament de la malaltia amb 'horitzé de millorar les expectatives

reproductives de la poblacié humana.
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2. HIPOTESI | OBJECTIUS
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Davant la necessitat de buscar nous biomarcadors de la infertilitat masculina
que ajudin a entendre l'etiologia de la malaltia, aquesta tesi doctoral s’ha
enfocat en aprofundir en la nova linia de recerca que ha obert la microbiota
seminal, amb les ultimes evidéncies sobre la seva implicacié observades en
els estudis més recents. Tot analitzant la composicioé bacteriana del semen
amb noves metodologies de seqiienciacid, s’ha estudiat la seva interaccio
amb biomarcadors emergents relacionats amb la integritat del DNA

espermatic.

El projecte parteix de la hipotesi segiient:

La microbiota seminal té una implicacié en la infertilitat masculina
amb el potencial d’alterar parametres seminals i espermatics
relacionats amb la integritat de I’ADN espermatic

L’estudi s’ha dividit en dues seccions on s’han plantejat els segtients objectius

per valorar la certesa de la hipotesi plantejada:

BLOC 1: ESTUDI DE PARAMETRES SEMINALS | ESPERMATICS

El primer bloc es centra en avaluar els parametres seminals i espermatics dels
pacients infertils idiopatics i dels donants control per comprovar com
interaccionen entre ells. La incorporacié d'un métode nou al laboratori, el
potencial oxidant-reductor com a mesura de I'estrés oxidatiu, fa necessaria la
seva posada a punt i I'estudi de la seva relacié amb la resta de parametres.

S’han marcat els seglients objectius:

Objectiu 1: Posada a punt i valoracio del sistema MiOXSYS com a métode

de mesura de l'estrés oxidatiu a partir del potencial oxidant reductor.

Objectiu 2: Estudiar la relacié entre els diferents parametres espermatics

i seminals observats.
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BLOC 2: MICROBIOTA SEMINAL | RELACIO AMB LA FERTILITAT

El segon bloc inclou l'estudi de la microbiota seminal a través de la
seqiienciacio del gen 16S per dues plataformes diferents i la implicacié
d’aquesta composicid bacteriana en els valors observats dels parametres

seminals i espermatics. S’han establert els segiients objectius:

Objectiu 3: Posada a punt del procediment de classificacié taxonomica de

les lectures de seqlienciacio per a la caracteritzacio de la microbiota seminal.
Objectiu 3.1: De la plataforma Illumina
Objectiu 3.2: De la plataforma Oxford Nanopore Technologies

Objectiu 4: Caracteritzacio bacteriana del semen i comparacio dels resultats

de les dues plataformes de seqiienciacié emprades.

Objectiu 5: Estudiar la relacio entre les abundancies bacterianes observades

i els diferents parametres espermatics i seminals analitzats.
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3. MATERIAL | METODES
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3.1. Recollida i emmagatzematge de mostres
3.1.1. Procedéncia

Amb la finalitat d’assolir els objectius proposats es van obtenir mostres de
semen humanes d’'individus residents a la regié occidental mediterrania,
majoritariament provinents de diferents regions espanyoles. Es va establir
una col-laboracié amb la clinica de reproduccié assistida Instituto de
Fertilidad de Palma i el centre d’analisi genética Genosalut per disposar
d’ejaculats de pacients infertils. Les mostres seminals d’individus control de
poblacié general i de fertilitat provada es van recollir a les instal-lacions de la

Facultat de Medicina de la Universitat Autbnoma de Barcelona.
3.1.2. Consentiment informat i comite d’etica

Previ a la recollida, tots els individus participants en I'estudi, tant pacients
com controls, van ser degudament informats de 'objecte d’estudi d’aquest
projecte i de la utilitzacio exclusiva de la seva mostra per a la recerca
cientifica, aixi com del tractament de les seves dades segons la llei organica
3/2018 LOPD, signant el document informatiu per constatar el seu

consentiment (Annex 1).

Els procediments realitzats sobre aquestes mostres van ser aprovats amb
anterioritat a la seva aplicacié per un comite d’etica (numero de registre
2014676) i s’han dut a terme d’acord amb les directrius i les normatives del

Codi d’Etica de I’Associacié Mundial (Declaracié d’Hélsinki).
3.1.3. Grups de pacients i controls

Es van recollir un total de 56 mostres seminals d’individus de diferents
etiologies, principalment caucasics de la conca mediterrania. Es va
documentar el lloc de naixement i les localitats de residéncia en els 10 ultims
anys de cadascun dels participants de I'estudi, aixi com informacio sobre els

seus habits de consum, exposicio laboral a agents quimics i fisics i historial

82



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

meédic que pugin influir en la composicié de la microbiota seminal (Annex 2).

La mitjana d’edat dels individus ha estat de 38,18 [25-48].

Del total de mostres, 42 corresponen a pacients normozoospérmics amb
problemes d’infertilitat idiopatica i sense factor femeni conegut que van
acudir a la clinica de fertilitat majoritariament per fallades d’'implantacio i
avortaments de repeticié. En aquest grup es van descartar els principals
factors d’infertilitat masculina ja descrits a la literatura, com el varicocele,
per tal d’evitar que aquests factors poguessin alterar 'observacio de la

possible implicacié de la microbiota seminal.

El grup control esta constituit per les 14 mostres seminals restants
classificades en dos grups: (i) 8 mostres de donants de poblaci6 general i (ii)

6 mostres de donants amb fertilitat provada.
3.1.4. Protocol d’obtencié de mostres de semen

Les mostres de semen de tots els participants es van obtenir mitjan¢ant un
acurat protocol per reduir la possible contaminacié geneética externa que
pugui provenir tant de la pell del penis i la ma, com dels estris utilitzats
durant el procediment. El protocol és una adaptacio del procediment descrit
al manual “WHO laboratory manual for the Examination and processing of
human semen” cinquena edici6 publicat a 2010 per a la recollida esteril de

semen per a analisis microbiologics (World Health Organization, 2010).

Previ al procés de recollida, la sala on es va dur a terme i el material necessari
per a la recollida de la mostra es va desinfectar amb una solucié de lleixiu
diluit 1:50 amb aigua i es va restringir I'accés a qualsevol persona. Totes les
mostres van ser recollides després d'un periode d’abstinéncia sexual d’entre

dos i set dies.

Protocol: En primer lloc, el donant va orinar per tal de netejar la uretra de
restes de fluids anteriors. A continuacid, es va rentar les mans

exhaustivament amb aigua tibia i sabd, prenent especial atencié als espais
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interdigitals i les ungles. Es va rentar també el penis amb aigua tibia i sabo,
dedicant especial atenci6 a la zona del gland i del solc coronal. Les mans i el
penis es van eixugar amb gases estérils d'un sol us evitant el contacte amb la
roba o altres objectes. Finalment es va procedir a la recollida de la mostra de
semen per masturbacio i ejaculant en un pot esteril, evitant el contacte del
penis amb les parets interiors. En acabar, el pot es va tancar fins a la completa
ligliefaccié de la mostra a temperatura ambient durant un minim de 30

minuts.
3.1.5. Criopreservacio i descongelacio de mostres de semen

L’emmagatzematge de les mostres de semen es va realitzar en criotubs
esterils dividint la mostra en aliquotes d’entre 90 i 500 pL depenent del
volum seminal necessari per a cada técnica d’analisi posterior. No es va
utilitzar cap medi de criopreservacio per evitar la contaminaci6 bacteriana o
de material genétic, que no pot ser evitada en cap solucié comercial o

d’elaboracié propia.

Els tubs es van submergir en un tanc de nitrogen liquid (-195°C) per a una
rapida congelacié que evités la formacio de cristalls de gel intracel-lular. Les
aliquotes destinades a I'analisi de fragmentacié d’ADN espermatic per mitja

de I'assaig Comet van ser emmagatzemades en un ultracongelador a -80°C.

El transport de les mostres entre els diferents centres participants es va
realitzar en condicions adequades per mantenir l'estat de congelacio,
utilitzant gel sec a aproximadament -80°C i recipients de poliestiré expandit

degudament segellats.

En el moment de l'andlisi, es van descongelar dnicament les aliquotes
destinades a la técnica a realitzar. Cada tub retirat del tanc de nitrogen liquid
es va descongelar a temperatura ambient en la superficie de treball.
Immediatament després de la seva completa descongelacio, es va recollir el
contingut del criotub amb una pipeta Pasteur i es va traspassar al tub de

microcentrifuga per iniciar la técnica d’analisi.
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BLOC 1: ESTUDI DE PARAMETRES SEMINALS | ESPERMATICS

3.2. Técniques d’analisi seminal

En aquest estudi s’han escollit parametres ampliament utilitzats com a
biomarcadors d’infertilitat tant en 1'ambit clinic com en el de recerca,
seleccionant técniques que s’han descrit com les més sensibles i especifiques
o les més innovadores amb gran potencial diagnostic. A continuacié es
detalla el protocol i les condicions en que es van dur a terme cadascuna

d’elles.
3.2.1. Seminograma

El seminograma és I'eina diagnostica més utilitzada en el diagnostic de la
infertilitat masculina i consisteix en un conjunt de técniques de laboratori
enfocades en I'estudi de les propietats macroscopiques i microscopiques del

semen per avaluar el seu potencial fertil.

Les propietats macroscopiques corresponen a aspectes que es poden
observar i caracteritzar a ull nu per 'investigador. S’han analitzat el volum,
el pH i la viscositat seminal. El volum seminal es va mesurar mitjancant una
pipeta Pasteur esteril graduada i per al pH seminal es van utilitzar tires
reactives de pH d’un rang entre 6 i 10 amb increments de 0,3 unitats.
Respecte a la viscositat seminal, es va utilitzar el procediment descrit per
Rijnders que consisteix en utilitzar un portaobjectes d’analisi seminal Leja de
2 cambres de 20 um de profunditat (Microptic, Barcelona, Espanya) i calcular
el temps en segons que necessita una mostra per omplir-la per capil-laritat
(Rijnders et al., 2007). Posteriorment, s’extrapola el resultat obtingut a
centipoise (cps), unitat de viscositat dinamica del Sistema Cegesimal
d’Unitats (CGS), amb un grafic que relaciona el temps d’ompliment de la
cambra amb els centipoise equivalents. Les mesures del temps d’'ompliment
es van realitzar per duplicat i es va calcular la mitjana, amb la qual es van

extrapolar els centipoise.
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Les propietats microscopiques fan referéncia a les diferents caracteristiques
cel-lulars de les mostres seminals. En aquest estudi s’han analitzat la
concentracio, motilitat i morfologia espermatiques. Es va utilitzar un
portaobjectes d’analisi seminal Leja de 4 cambres i el programa informatic
Sperm Class Analyzer (SCA) (Microptic) que, mitjan¢ant la captura d’imatges
al microscopi, mesura la concentracié espermatica i la motilitat, aquesta
ultima classificada en diferents categories segons el tipus de moviment dels

espermatozoides: progressius (A), no progressius (B) i immobils (C).

Per analitzar la morfologia espermatica, es van preparar frotis per duplicat
amb una soluci6 espermatica en solucid salina (PBS) amb una concentracio
de 4-8 espermatozoides per mil-lilitre. Les preparacions es van fixar amb la
tincio SpermBlue (Microptic) que permet, a més, tenyir de forma
diferenciada les diferents parts de 'espermatozoide (acrosoma, cap, pega
intermedia i cua) amb diferents intensitats de blau. Posteriorment, es van
observar un minim de 200 espermatozoides per réplica classificant-los en
normals o anomals seguint el criteri establert per 'OMS en la cinquena edicio
del seu manual (World Health Organization, 2010). Un tnic investigador va
examinar les preparacions per evitar biaix interpersonal.

Taula 3. Valors de referéncia dels parametres seminals i espermatics valorats al
seminograma segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (World Health Organization, 2010).

Parametre Valor de referéncia
Volum (ml) 1,5
pH 27,2
Concentracié espermatica

15 x 10°
(espermatozoides/ml)
Nombre total d’espermatozoides
39x 108
(n2 espermatozoides)
Motilitat total (% d’espermatozoides A+B) 42
Motilitat progressiva (% d’espermatozoides A) 32
Morfologia (% de formes normals) 4

86



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

La qualitat seminal de cada mostra es va valorar segons els criteris de 'TOMS,
la qual estableix uns valors llindar de normalitat per a cadascun dels

parametres recollits al seminograma, resumits a la Taula 3.
3.2.2. Fragmentacio de I’ADN espermatic

La integritat de 'ADN espermatic és un parametre que presenta algunes
dificultats en la seva valoracio. La mesura dels trencaments del material
genetic es pot abordar amb diferents técniques pero, segons I'aproximacio
escollida, els resultats poden ser lleugerament diferents. Amb aquesta
premissa, en aquest estudi es van utilitzar les dues técniques que presenten
una major sensibilitat i especificitat (Ribas-Maynou et al., 2013) per tal
d’obtenir una visié més precisa de 'estat d'integritat de 'ADN espermatic,

'assaig TUNEL i I'assaig Comet.
3.2.2.1. Assaig TUNEL

Per a l'assaig TUNEL es va utilitzar el kit comercial In Situ Cell Death
Detection (Ref.11684795910, Roche Diagnostic GmbH; Penzberg,
Alemanya) amb un protocol adaptat especificament per espermatozoides
humans i analitzat mitjangant citometria de flux al Servei de Cultius

Cel-lulars, Produccié d’Anticossos i Citometria (SCAC) de la UAB.

Reactius i solucions requerides

Tampo fosfat sali  Solucié aquosa salina 10X que conté NaCl 1,37M, KCl
(PBS) 1X 27mM, Na;HPO4 100mM, KH>PO4 20mM ajustada a
pH 7,4 i diluida amb aigua desionitzada en una
proporcié 1:10. Reactius de Merck (Merck KGaA;

Darmstadt, Alemanya).
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PBS/1%BSA

Solucid6 de fixacio

Solucié de

permeabilitzacio

Solucié de

marcatge

Solucio de

fragmentacio

Tampo fosfat sali suplementat amb 1% d’albiimina de
sérum bovi (BSA). Es pesen 100 mg de BSA (Sigma-
Aldrich; Darmstadt, Alemanya) i es dissolen en 10 ml
de PBS 1X per a preparar 10 mL de PBS/1%BSA. Pot

emmagatzemar-se a -20°C.

Solucié al 4% de paraformaldehid (PFA). Es pesen
0,04 g de PFA (Sigma-Aldrich) i es dissolen en 1 mL
de PBS 1X en un bany a 72°C durant 1h agitant la
barreja freqlientment. S’ha de preparar en el moment
previ a la utilitzacio i utilitzant una cabina d’extraccio

de gasos.

Solucid al 0,1% de Triton X-100 en citrat de sodi al
0,1%. Es pesen 10 mg de citrat de sodi (Merck KGaA)
i es dissolen en 9,9 mL d’aigua desionitzada en
constant agitacié. Posteriorment s’afegeixen 10 pl de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) a la solucié.

Conservacio a -20°C.

L’In Situ Cell Death Detection kit inclou una solucid
de dUTPs marcats amb fluorocroms i una solucié amb

I'enzim transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT).

Desoxiribonucleasa I (DNsa I) dissolta en una solucio
de Tris-HCl 100 mM. Es pesen 0,6057 g de Tris en
menys de 100 mL d’'H,O i s’ajusta el pH a 7,5 afegint
HCI. Posteriorment s’afegeix 1 mL de Tris-HCl en el
flasco de 2000 U de DNsa i es preparen aliquotes de
50 pl per conservar-les a -20°C. Reactius de Sigma-

Aldrich.
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Protocol

Preparacio de la mostra: La mostra es va descongelar a temperatura ambient
fins la seva ligiiefaccio total i es van transferir 400 pl a un tub de centrifuga
de 10 ml. Es va mantenir la mostra en una gradeta refrigerada a 2-8°C durant
tot el procediment per evitar la generacio de nous trencaments en '’ADN. Es
van realitzar tres rentats afegint PBS 1X al tub fins omplir-lo, invertint-lo per
barrejar el contingut i centrifugant a 400 g durant 4 minuts. Es va decantar
el sobrenedant gairebé completament i es va resuspendre el pellet en el liquid
restant abans de tornar a omplir de PBS per evitar agrupacions
d’espermatozoides. Despres de I'tiltim rentat, es va resuspendre el pellet en
PBS/1%BSA ajustant la concentracioé a 5 milions d’espermatozoides per mL.
En tres tubs de microcentrifuga de 0,5 mL es van transferir uns 300 pl de
solucié cel-lular i es van rentar dues vegades amb 200 pl de PBS/1%BSA
centrifugant a 800 g durant 4 minuts i retirant el sobrenedant amb una
micropipeta amb precaucio per evitar desprendre el pellet de la paret. El
pellet final ha de ser d'uns 2 mm aproximadament. Si és més petit, es poden

afegir uns pl més de mostra de la solucié despres del primer rentat.

Fixacio: La mostra espermatica es va resuspendre en 100 ul de PBS/1%BSA i
100 pl de solucié de fixacié barrejant breument amb un vortex. Es van
incubar les cél-lules en aquest medi durant 1h a temperatura ambient i
agitacio suau. Un cop fixada la mostra, es va centrifugar a 800 g durant 5
minuts, es va descartar el sobrenedant i es va rentar un cop amb 200 pl de

PBS/1%BSA per eliminar les restes de paraformaldehid.

Permeabilitzacié de la membrana espermatica: Per tal de permeabilitzar la
membrana i permetre I'entrada dels reactius de marcatge a l'interior de la
cél-lula i el nucli, es van tractar les membranes cel-lulars amb detergent. Es
va resuspendre la mostra fixada en 100 pl de solucié de permeabilitzacio i es
va incubar durant 2 minuts a 2-8°C. Es va centrifugar a 800 g durant 5 minuts,
es va descartar el sobrenedant i es va rentar un cop amb 200 pl de

PBS/1%BSA per eliminar les restes de detergent Triton X-100.
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Preparacio del control positiu: Es va incubar un dels triplicats en 50 pl de
solucié de fragmentacié amb ADNsa I durant 10 minuts a 37°C per produir
trencaments massius a 'ADN d’aquestes cél-lules. A continuacio, es va
eliminar 'ADNsa [ amb un rentat en 200 pl de PBS/1%BSA i retirant el
sobrenedant. Les dues aliquotes restants es van mantenir en una gradeta

refrigerada a 2-8°C durant tot aquest pas.

Marcatge del material genétic: Es van afegir 22,5 pl de solucié de dUTPs
marcats i 2,5 pl de TdT (solucié6 de marcatge) als tubs de microcentrifuga
corresponents al control positiu i la mostra problema. Es van afegir 25 pl de
solucié de dUTPs sense enzim TdT al tub del control negatiu. La solucié de
marcatge es va manipular a 4°C i en fosc en una cabina d’extraccié de gasos
degut a la seva alta toxicitat i es van seguir les mesures de seguretat del
fabricant tant en I'analisi com en la gestié dels residus generats. Es van
incubar les mostres durant 1h a 37°C en agitaci6 suau. Es van centrifugar els
tubs a 800 g durant 5 minuts i es van rentar dues vegades amb 200 pl de
PBS/1%BSA per retirar la solucié de marcatge. Acabada aquesta etapa, es
poden emmagatzemar les mostres amb poc sobrenedant a 4°C protegit de la

llum fins aproximadament 1 setmana.

Analisi per citometria de flux: Es va resuspendre la mostra processada en 400
pl de PBS i es va transferir el contingut a un tub de citometre. Es va mantenir
en fosc fins al moment de I'analisi. El citometre de flux (FACSCalibur; Becton
Dickinson, NJ, USA) va realitzar el processament de les dades mitjangant una
connexid a un ordinador amb el software CELLQUEST (Becton Dickinson).
Es van comptabilitzar 10.000 espermatozoides per cada mostra i controls
utilitzant un filtre de 530 nm + 30 nm a un flux de 200-300 espermatozoides
per segon per detectar la fluorescéncia (FICT). Es van classificar les cel-lules
en fragmentades o no fragmentades utilitzant el control negatiu com a valor
llindar a partir del qual es considera fragmentacio elevada. El resultat es va

expressar en percentatge de cel-lules que presenten fragmentacié a 'ADN.
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3.2.2.2. Assaig Comet

Aquest estudi es va portar a terme al Centre d’'Infertilitat Masculina i Analisis
de Barcelona (CIMAB) i, donada I'expertesa necessaria en la valoracio dels
resultats, va ser realitzat per un tnic investigador per tal de reduir al maxim

el biaix interpersonal.

Reactius i solucions requerides

Soluci6 d’agarosa al 1% Solucié d’agarosa de baix punt de fusio en
una concentraci6 de 1% en aigua

desionitzada.

Tampo fosfat sali (PBS) 1X Solucié aquosa salina 10X que conté NaCl
1,37M, KCl 27mM, Na;HPOs; 100mM,
KH>PO4 20mM ajustada a pH 7,5 i diluida
amb aigua desionitzada en una proporcio

1:10. Reactius de Merck KGaA.
Solucions de lisi Dues solucions a pH 7,5 que contenen:
1) 0,8M Tris-HCl, 0,8M DTT, 1% SDS
2) 0,4M Tris-HCI, 50mM EDTA, 2M Na(l,
0,4M DTT

Tampo TBE 1X Dilucié 1:10 en aigua desionitzada de la
solucié comercial de TBE 10X (Bio-Rad;
Hercules, CA, USA) a pH 8,5.

Tampo6 de NaOH Soluci6 de NaOH O0,03M en aigua

desionitzada i ajustat a pH 12,2.

Solucié de Solucié de NaOH 0,03M i NaCl 1M en aigua

desnaturalitzacid desionitzada i ajustat a pH 12,0.
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Soluci6 de neutralitzacio Soluci6 de Tris-HCl a 0,4M en aigua

desionitzada ajustada a pH 7,5.

Etanol Preparacions d’etanol diluit en aigua

desionitzada al 70%, 90% i 100%.

Protocol

Preparacio de la mostra i lisi cel-lular: Un cop la mostra seminal va ser
descongelada es van realitzar dos rentats amb PBS 1X per a retirar el liquid
seminal i obtenir els espermatozoides en un pellet. Un cop obtingut el pellet,
es va ajustar la concentracié d’espermatozoides a 1x10%/mL. Seguidament,
es va barrejar 100 pL amb una solucié d’agarosa a 1'1% i es van realitzar
preparacions en portaobjectes amb una pellicula d’agarosa, préviament
preparada, per duplicat. Es van mantenir a 4°C durant un minim de 5 minuts
per gelificar I'agarosa i aconseguir una fina capa de gel electroforeétic sobre el
portaobjectes. Es van submergir les preparacions en dues solucions de lisi
consecutives que, respectivament, eliminen les membranes plasmatiques
dels espermatozoides i trenquen les unions entre les protamines i 'TADN
espermatic. Aquest tractament permet descompactar el material genetic i
deixar les cadenes d’ADN lliures, dispersant-se aixi al voltant del nucli
cel-lular. A continuacio es van rentar els portaobjectes en TBE 1X per retirar

les restes cel-lulars que queden en suspensio despres de la lisi.

Electroforesi: Les condicions de pH en les que es porta a terme la electroforesi
son les que permeten valorar de forma especifica la fragmentacio de cadena
doble i la de cadena senzilla. Aixi, el tractament aplicat a cada portaobjectes
va ser, en aquesta etapa, diferent. I’electroforesi en condicions neutres es va
realitzar a 20V durant 12,5 minuts en un tampo TBE a pH 8,5, mentre
I'electroforesi en condicions alcalines va requerir un pas previ de
desnaturalitzacié de 'ADN amb NaOH i NaCl a pH 12 i la posterior

electroforesi a 20V durant 4 minuts en un tampo6 de NaOH a pH 12,2.
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Fixacio i tincio: Els portaobjectes es van rentar en solucié de neutralitzacid
per evitar que les solucions electroforetiques alteressin les mostres en passos
posteriors i es van deshidratar amb banys d’etanol al 70%, 90% i 100% de 2
minuts cadascun. Finalment, es van deixar assecar horitzontalment a
temperatura ambient. Un cop les preparacions van estar seques, es van tenyir

amb DAPI SlowFade Gold anti-fade (Invitrogen; OR, USA).

Analisi en microscopia de fluorescéncia: Les mostres es van observar amb un
microscopi de fluorescéncia i es van valorar un total de 400 espermatozoides
per cada portaobjectes, classificant les ceél-lules en fragmentades i no
fragmentades seguint els criteris descrits per I'equip del Centre d’Infertilitat

Masculina i Analisi de Barcelona (Casanovas et al., 2019).
3.2.3. Potencial oxidant-reductor mitjancant MiOXSYS

Per tal de valorar I'equilibri oxidatiu com a mesura de I'estrés oxidatiu, en
aquest estudi es va calcular el potencial oxidant-reductor de les mostres
utilitzant el sistema MiOXSYS, de recent desenvolupament i especificament

dissenyat per a analitzar mostres seminals humanes.
Protocol

Es van descongelar les mostres a temperatura ambient fins assolir una
temperatura d’entre 15 i 30°C. Donat que les mostres seminals s’han
d’analitzar per MiOXSYS abans de la primera hora despres de la ligiiefaccid,
es van valorar immediatament despres de la descongelacié. Per cada mostra
analitzada, es va introduir el sensor MiOXSYS d’un sol ts en el connector de
I'aparell i es van aplicar 30 uL de mostra en la cel-la de fibra del sensor cobrint
tota la superficie on, per capil-laritat, entra en contacte amb els eléctrodes
del sensor. Després d’aproximadament 5 minuts, es va obtenir el valor del
potencial oxidant-reductor estatic en milivolts i es va retirar i eliminar el
sensor seguint les instruccions de gestio de residus del fabricant. Finalment,

es va normalitzar el valor del ORP per la concentracié espermatica de la
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mostra mitjancant una divisié per obtenir un resultat final expressat en

mV/10° espermatozoides mL.

També es va normalitzar el valor del ORP per la viscositat i el pH seminals
per obtenir valors que minimitzessin I'impacte d’aquests dos parametres
sobre el calcul del potencial eléctric (Annex 3: Garcia-Segura et al. 2020).
Tots dos calculs es van realitzar pel mateix procediment descrit anteriorment,

obtenint valors expressats en mV/cps i en mV/U pH.

Calibratge i controls de I'aparell

Amb periodicitat mensual es va verificar el calibratge mitjancant una clau
subministrada pel fabricant amb electrodes que han de marcar uns valors
compresos entre 99 i 101 mV i entre -101 i -99 nA per a la cara A i entre

295,81304,2 mVi-30,4129,6 nA per a la cara B.

Es van realitzar controls de qualitat externs per a cada lot de sensors nou
mitjancant dues solucions subministrades pel fabricant que funcionen com

a control de valors minims i maxims, respectivament.
3.2.4. Test de la Cromomicina A3

Per valorar l'estat de compactacié de la cromatina dels gametes masculins
s’ha utilitzat una tincié amb cromomicina A3 seguint un protocol adaptat
per espermatozoides per el nostre grup de recerca (Ribas-Maynou et al.,

2020) i detallat a continuacio.

Reactius i solucions requerides

Tampd fosfat sali (PBS) 1X Solucié aquosa salina 10X que conté NaCl
1,37M, KCl 27mM, Na;HPOs 100mM,
KH>PO4 20mM ajustada a pH 7,4 i diluida
amb aigua desionitzada en una proporcio

1:10. Reactius de Merck KGaA.
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Solucié de

permeabilitzacio

Tampd Mcllvaine

Solucié de tincio

Protocol

Diluci6 al 0,5% de Triton X-100 en tampo
fosfat sali. Es barrejen 250 pL de solucié
comercial Triton X100 al 2% (Sigma-
Aldrich) per cada mil-lilitre de PBS.

Solucié composta per acid citric 0,1M i
Na;HPOs4 0,2 M ajustada a pH 7 i
suplementada amb MgCl, 1M en el moment

de la seva utilitzacio.

Es pesen 10 mg de CMA3 d’Streptomyces
griseus 295% (Sigma-Aldrich) i es dissolen
en 2 mL d’etanol 100%. Aquesta solucié ha
d’estar protegida de la llum, manipulada en
cabina d’extraccio de gasos i gestionar els
residus com a material toxic. Es pot

emmagatzemar a -20°C.

Permeabilitzacié de la membrana plasmatica: Es van rentar dues vegades 100

pL de la mostra descongelada amb PBS 1X en un tub de microcentrifuga de

2 mL, centrifugant a 400 g durant 4 minuts i retirant el sobrenedant per

decantacio. Per tal de permetre I'entrada de la CMA3 a l'interior de la cél-lula

i el nucli, es van tractar les membranes cel-lulars per fer-les més permeables

utilitzant un detergent. Es va resuspendre el pellet despres del segon rentat

amb el poc liquid restant i es va incubar la mostra en 500 pL de solucié de

permeabilitzacié durant 15 minuts a temperatura ambient. Passat aquest

temps, es va rentar en PBS 1X centrifugant a 400 g durant 5 minuts per retirar

les restes de detergent. Es va resuspendre el pellet resultant en PBS 1X fins a

una concentracié espermatica d’uns 10 milions/mL.
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Extensid cellular i tincid: Utilitzant un portaobjectes desengreixat
previament amb metanol, es va realitzar una extensi6 cel-lular precipitant un
parell o tres de gotes separades sobre la superficie del vidre i es va deixar
eixugar a l'aire a temperatura ambient. Un cop seca I'extensio, es van barrejar
2,5 pL de solucié de tincié amb 47,5 pL de tampo6 Mcllvaine i es van afegir
els 50 pL resultants sobre el portaobjectes. Es va cobrir la superficie amb un
rectangle de parafilm tallat a la mida del portaobjectes i es va incubar durant
20 minuts a temperatura ambient i protegit de la llum. Després, es va retirar
el parafilm amb unes pinces i amb cura de no fregar la superficie on esta la
mostra i es va retirar 'excés de solucio de tincié amb la punta d'un paper de
filtre per capil-laritat. Finalment, es va deixar eixugar a l'aire, es va aplicar
una contra-tincié amb 2 gotes de DAPI Slowfade Gold antifade (Thermo
Fisher Scientific; Waltham MA, USA) i es va col-locar un cobreobjectes per

protegir la mostra.

Observaci6 al microscopi de fluorescéncia: Es van observar i valorar uns 200
espermatozoides per cada gota de mostra precipitada al portaobjectes, amb
un minim de 400 espermatozoides comptats en total. Utilitzant un filtre
fluorescent de color blau, els espermatozoides sense deficiéncies van mostrar
un nucli tenyit de color blau corresponent al DAPI, mentre els
espermatozoides amb anomalies de compactacié de la cromatina es van
tenyir de groc per la preséncia de CMA3 (barreja del blau del DAPI i el verd
de la CMA3). Els resultats van expressar-se en percentatge

d’espermatozoides amb deficiéncies de compactacio respecte del total.
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BLOC 2: MICROBIOTA SEMINAL | RELACIO AMB LA FERTILITAT
3.3. Disseny experimental per a I’estudi de la microbiota seminal

La identificacié de bacteris en un medi requereix un procés meticulds de
processament de la mostra. En aquest projecte es va utilitzar la seqiienciacio
del gen bacteria 16S per caracteritzar la poblacié microbiana, el que
comporta 'extraccié de 'ADN de la mostra biologica, I'amplificacio del gen
en qiestio i la preparacio de la llibreria genetica. Posteriorment, es van
utilitzar dues plataformes de seqiienciaci6 de nova generacié (Next
Generation Sequencing, NGS) diferents per obtenir una caracteritzacié més
acurada de la microbiota i poder comparar els resultats obtinguts en ambdds
sistemes. Es va escollir lllumina (San Diego CA, USA), una plataforma de
segona generacio ampliament utilitzada en la caracteritzacio de la
microbiota, i Oxford Nanopore Technologies (ONT; Oxford, UK), una
plataforma de seqiienciacié emergent de tercera generacio que permet

seqlienciar a temps real cadenes llargues d’ADN.

Es va crear una base de dades amb informacio personal i clinica de cada
donant i pacient on es van recollir variables que poden influir en la
composicié de la microbiota (Gubert et al., 2020; Parata et al., 2020;
Zimmermann i Curtis, 2020). Aquesta base de dades constitueix el que

s’'anomena metadata, i inclou:

e  Municipi de naixement

e Municipi/s de residéncia durant els tltims 10 anys

e Edat

e Consum de tabac, alcohol, drogues, cafeina i analegs

e Consum de dieta especifica

e Exposicions laborals a radiacié o agents quimics toxics
e Historial clinic relacionat amb I'aparell reproductor

e Consum de medicaments o possibles tractaments clinics
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Es va establir un protocol exhaustiu de control de contaminacions
bacterianes amb la incorporacié de controls negatius en diferents passos del
procediment (recollida de mostra, extraccié d’ADN i amplificacié per PCR)
per identificar les possibles espécies contaminants i considerar-les en el
moment de 'analisi. Aquests controls negatius es van seqiienciar a través de
la plataforma de Illumina per la seva millor capacitat de deteccié (veure
secci6 4.3). També es va utilitzar una mock community comercial
(ZymoBIOMICS Microbial Community DNA Standard; Zymo Research, CA,
EEUU) com a control positiu, que consisteix en una mostra amb una
comunitat bacteriana de composicio coneguda per posar a punt I'analisi

bioinformatic i comprovar la qualitat de la seqiienciacio.

El disseny experimental detallat a continuacio recull totes les consideracions
de l'apartat 1.4.4. de la introduccid i explica exhaustivament el procediment

que es va dur a terme per obtenir resultats de caracteritzacio de la microbiota.
3.3.1. Extraccié i purificacié de I’ADN bacteria

Previ a la descongelacié de les mostres, es va esterilitzar una cabina de flux
laminar horitzontal mitjancant productes especifics que eliminen material
viu i degraden 'ADN. També es va netejar amb el mateix producte tot el
material necessari per a I'extraccié de ’ADN i es va introduir a la cabina que,
a continuacid, es va irradiar amb llum ultraviolada durant un minim de 30
minuts. L'investigador es va equipar amb una bata utilitzada tinicament per
a aquest procediment i es va netejar els guants amb etanol abans de
comengar a treballar en la cabina. Un cop posada en marxa la cabina, es va
col-locar un escovilld estéril a l'interior, prop de la zona de treball, com a

control ambiental.

Per a lextracci6 d’ADN bacteria es va fer servir el kit comercial
ZymoBIOMICS DNA Microprep kit (Zymo Research) amb un protocol
lleugerament modificat al que proporciona el fabricant. Es va descongelar la

mostra a temperatura ambient i, ja a I'interior de la cabina de flux laminar,
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es van transferir 250 pL en el tub de lisi ZR BashingBead, que conté unes
petites esferes de 0,1 mm. Es van afegir 750 pL de solucid de lisi i es va tancar
el tub amb fermesa abans de col-locar-lo en un sacsejador, configurat a
maxima velocitat, durant 15 minuts. En aquesta etapa les esferes i la solucié
de lisi trenquen les parets i les membranes bacterianes fisica i quimicament,
respectivament, per alliberar 'ADN contingut a 'interior. A continuacio, per
eliminar totes les restes cel-lulars, es va centrifugar el tub a 10.000 g durant
1 minut i es va transferir tot el sobrenedant al filtre Zymo-Spin III-F introduit
en un tub col-lector. Es va centrifugar a 8.000 g durant 1 minut i es va

descartar el filtre.

El seglient pas va ser capturar el material genetic per purificar-lo. Es van
afegir 1.200 pL de DNA Binding Buffer al liquid filtrat en el pas anterior
barrejant-los bé amb un vortex. Es van transferir 800 pL de la solucié en una
columna de filtratge Zymo-Spin IC-Z introduida en un tub col-lector i es va
centrifugar a 10.000 g durant 1 minut. Es va descartar el liquid eluit i es va
repetir el pas anterior. En aquesta etapa, molécules presents en la solucio
Binding Buffer s'uneixen a 'ADN i, al passar per la columna de filtratge, es
queden adherides al filtre. El liquid eluit, doncs, al no tenir ADN es descarta.
Seguidament, es van introduir 400 uL. de DNA Wash Buffer 1 en la columna
on es trobava 'ADN i es va col-locar en un nou tub col-lector. Es va
centrifugar a 10.000 g durant 1 minut i es va descartar 'elucio. Es va tornar
a rentar 'ADN dos cops més amb 700 i 200 uL. de DNA Wash Buffer 2

respectivament, centrifugant 1 minut a 10.000 g i descartant despres I'elucio.

Finalment, per fer eluir 'ADN, es va transferir la columna a un tub de
microcentrifuga de 1,5 mL, afegint 20 pL d’aigua sense nucleases en la matriu
de la columna, i es va incubar durant 1 minut. Després, es va centrifugar a
10.000 g durant 1 minut per recollir TADN. Es va preparar la columna de
filtratge Zymo-Spin II-uHRC introduint-la en un tub col-lector, afegint-hi
600 pL de solucié HRC Prep i centrifugant a 8.000 g durant 3 minuts. Es va

transferir 'ADN eluit a la nova columna, que es va col-locar en un tub de
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microcentrifuga de 1,5 mL i es va centrifugar a 16.000 g durant 3 minuts. El
liquid eluit conté ’ADN extret i purificat de les mostres seminals, on s’inclou
tant 'ADN bacteria desitjat com I'ADN espermatic huma. Es pot

emmagatzemar a -20°C fins el seu analisi.

3.3.2. Amplificacié del gen 16S i preparacioé de la llibreria genética de

la plataforma ONT

CAIXA DE CONCEPTES 2: Seqiienciacio

Per tal que els resultats o
Adaptadors: seqiiencies curtes d’ADN
obtinguts per les dues especifiques de cada plataforma de
.. . seqiienciacié que s’uneixen a I'amplicé per
plataformes de seqiienciacio d dme s prco P
permetre la reaccié.

siguin comparables, es va - oy
8 P ’ Indexs o barcodes: sequiéncies curtes que

establir un protocol gairebé marquen 'ADN d’'una mostra de manera
. , . ., . Unica dins una barreja.

idéntic  d’amplificacié i
Read o lectura: seqiiéncia obtinguda del

purificacié de les mostres per sxgtime nila

minimitzar  les  possibles Tag: oligonucleotid afegit als primers que

alteracions produides pel presenta una regié homologa als index 9

permetre la seva unié durant la segona PCR.

procediment metodologic.

L’amplificacié del gen 16S es va portar a terme amb una doble reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) per amplificar '’ADN i incorporar els index i
adaptadors necessaris per a la seqiienciacio ONT a 'hora que es reduia a la

minima expressio la quantitat d’ADN huma present al producte final.

Primera PCR: amplificacié del gen 16S i preparacié de la mostra

La primera PCR té com a diana d’amplificacid el gen 16S complet. Aixi, es
van utilitzar els primers universals 27F i 1492R descrits per Weisburg
(Weisburg et al., 1991) que permeten amplificar les 9 regions hipervariables
del gen, modificats amb I'addicié d'un tag especific per a la indexacio6 de les

mostres i la incorporacio dels adaptadors de la plataforma ONT (Taula 4).

Aquesta PCR es va realitzar amb 'ADN polimerasa Phusion Hot Start Il Taq

HIFI (Thermo Fisher Scientific), un enzim molt precis optimitzat per reduir
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els errors de polimeritzacié i produir amplificats d’alta fidelitat a 'original.
Aquesta caracteristica és molt important per reduir la quantitat de bases
erronies en les lectures, especialment quan es pretén seqiienciar amb la
plataforma ONT, que encara presenta una alta taxa d’error. A continuacio es
va ajustar la concentracié dels reactius i es va programar el termociclador
Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems; Waltham MA, USA) per

realitzar 25 cicles d’amplificacio en les condicions detallades a la Taula 5.

La mostra seminal no va ser centrifugada préviament per separar les cel-lules
humanes del plasma seminal per la possible preséncia de bacteris adherits a
la membrana dels espermatozoides. Per aquest motiu, malgrat 'amplificacio
especifica d'un gen exclusivament bacteria, el producte final encara conté un
percentatge elevat dADN huma, fet comprovat amb l'alineament de les
lectures amb bases de dades del genoma huma. Aquest producte amplificat
es pot emmagatzemar a -20°C fins el proxim pas del protocol.

Taula 4. Seqiiéncia dels primers degenerats utilitzats per amplificar el gen ribosomal 16S
complet. Porten un tag especific per a incorporar els index i adaptadors de la plataforma ONT.

27 Forward TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCAGRGTTTGATYHTGGCTCAG

1492 Reverse ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCTACCTTGTTAYGACTT

*|a part subratllada correspon al tag especific per ONT.

Taula 5. Reactius i condicions de la primera amplificacié per PCR del gen ribosomal 16S.

Solucio de reactius Programa del termociclador

H,O 10,3 ul Initial denaturation 98°C 30s
Phusion Buffer HF 5X 4 ul Denaturation 98°C 15s
dNTPs (2mM) 2 ul Annealing 62,5°C 15s
Primer Fw (10uM) 0,8 ul Extension 72°C 45 s
Primer Rv(10uM) e | | - 25 cicles -----

PHUSION HiFi (2U/ul) 0,3 ul Final Extension 72°C 7 min
ADN 1ul Manteniment 15°C oo
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Segona PCR: amplificacid especifica i preparacio de la llibreria de ONT

Les seqiiéncies de marcatge especific de cada mostra (barcodes o indexs) a
seqiienciar per la plataforma ONT es van incorporar a les seqiiéncies
amplificades mitjangant una segona PCR. El kit comercial PCR Barcoding Kit
(Ref. SQK-PBK004, ONT; Oxford, UK) inclou els adaptadors i els index per a
la preparacio de la llibreria genética, juntament amb els reactius necessaris
per a carregar la mostra en el dispositiu MinION. El protocol utilitzat per a
la indexaci6 i unié d’adaptadors és una adaptaci6 del protocol “Four-primer
PCR (SQK-PSK004 or SQK-PBK004) (versi6: FFP_9038 v108_revG_27
Jun2017)” compartit a The Nanopore Community, una plataforma de
col-laboracié entre investigadors que utilitzen aquest sistema de

seqlienciacio per optimitzar protocols i compartir material i metodologies.

Aquesta segona PCR té com a objectiu la unio dels index especifics per a cada
mostra i els adaptadors a 'amplicd, gracies als tags ONT incorporats a la
primera PCR a través dels seus primers; i també la reduccié d’ADN d’origen
huma per I'amplificacié especifica dels fragments amb els tags ONT. En
aquest cas, s’han creat dues repliques per preparar la mostra per a les
plataformes ONT i Illumina respectivament. Es va preparar una solucio
barreja de reactius (Buffer mix) idéntica per a les dues répliques amb la

concentracio especificada a la Taula 6 sense afegir els primers i ’TADN.

La replica de la plataforma ONT contenia 7,5 pl del Buffer mix, 1,5 pl de
solucié de primers del PCR Barcoding kit i 1 pl d’ADN de la primera PCR
diluit en aigua sense nucleases en una proporcio 1:10. Els primers d’aquest
kit comercial estan formats per una seqiiencia complementaria al tag
especific, un index tinic per mostra que permet construir la llibreria genética

amb multiples mostres i I'adaptador.

Per la seva part, la replica de la plataforma Illumina es va preparar amb 7,5

pl del Buffer mix, 1,5 pl de solucié de primers i 1 pl d’ADN diluit a 1:10. Els
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primers d’aquesta aliquota han estat dissenyats per incloure només la
seqliencia complementaria al tag especific, de manera que s’'amplifica amb el

mateix meétode que I'aliquota de ONT pero sense indexar.

L’ADN polimerasa utilitzada per aquesta etapa va ser la SequalPrep Long PCR
(Thermo Fisher Scientific), un enzim optimitzat per replicar fragments llargs
d’ADN amb una bona fiabilitat i eficiéncia. Es va programar el termociclador

per realitzar 20 cicles segons les especificacions mostrades a la Taula 6.

Taula 6. Reactius i condicions de la segona amplificacié per PCR del gen ribosomal 16S.

Solucié de reactius Programa del termociclador
H,O0 4,67 ul Initial denaturation 94°C 60s
SequalPrep Buffer 10X 1ul Denaturation 94°C 30s
DMSO 5,5% 0,55 pl Annealing 62°C 30s
Enhancer 10X 1l Extension 65°C 75s
MgCl, (50 mM) oip | | - 20 cicles -----
SequalPrep polimerasa 0,18 pl Final Extension 65°C 5 min
Mix primers Fw + Rv* 1,5 ul Manteniment 4°C oo
ADN (dil 1:10)* 1ul

*afegits a posteriori amb els reactius especifics segons cada plataforma de seqtienciacié

Els productes finals d’aquesta segona PCR van presentar una concentracio
d’ADN bacteria suficient per al procés de seqiienciacié i, donat que aquest
cop es va diluir el producte de la primera PCR i es van utilitzar primers
especifics només per '’ADN amplificat, hi ha una reduccié molt substancial
d’ADN huma, present ara en menys d'un 1%. Aquest amplificat es pot

emmagatzemar a -20°C fins el proxim pas del protocol.
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Purificacio de la replica de la plataforma ONT

Tal i com es pot observar en la Figura 10, la réplica de la plataforma ONT va

presentar dimers de primers que no s'observaren a I'aliquota de Illumina. Per

purificar l'amplificat i Y
descartar totes aquelles v
molécules que podrien
interferir en la
seqiienciacio i l'analisi,
es va realitzar el segiient
protocol amb el kit
Agencourt AMPure XP

Beads (Beckman Coulter

Inc; CA, USA).
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L’ampolla amb la solucié
, Figura 10. Resultat d’'una electroforesi dels productes
que conte els beads de la segona amplificacio per PCR. Els productes de la
. plataforma ONT presenten una banda inespecifica de 200pb
magnetics es va col-locar aproximadament que corresponen a dimers de primers
(fletxa vermella).

en una plataforma

agitadora per resuspendre el contingut. Es va transferir tot el producte de la
segona PCR corresponent a la plataforma ONT a un tub de microcentrifuga
de 1,5 ml i es va afegir la meitat del volum de la mostra en solucio de beads
(1 pl de solucié de beads per cada 2 pl de mostra), barrejant per pipeteig. Es
va incubar en agitacié durant 5 minuts a temperatura ambient per promoure
la uni6 dels beads a 'ADN. Aquestes microesferes s'uneixen només a les
molécules d’ADN superiors a 100 parells de bases. Mentrestant cal preparar

en el moment 500 pl d’'una solucié d’etanol al 70% en aigua sense nucleases.

Un cop passats els 5 minuts d’incubacid, es va centrifugar breument el tub i
es va col-locar en el dispositiu MagnaRack (Termo Fisher Scientific) que
disposa d’'imants que atrauen els beads magnetics. Quan el pellet de color

marro corresponent a 'ADN i els beads es van agrupar al costat de I'imant i
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el liquid va quedar transparent, mantenint el tub en contacte amb I'imant, es
va retirar el sobrenedant amb una micropipeta. A continuacio6 es van rentar
els beads amb 200 pl d’etanol al 70% introduint el liquid per la paret
contraria al pellet per no separar-lo del imant. Es va retirar I'etanol amb una
micropipeta, es va descartar i es va repetir el pas de rentat. Un cop retirat
I'etanol del segon rentat, es va centrifugar breument el tub de la mostra i es
va tornar a col-locar en el MagnaRack. Es va retirar amb una micropipeta
I'etanol residual i es va deixar evaporar el que quedava durant 2 minuts.
Despres d’aquest pas, els dimers d’ADN ja han estat retirats i en el tub només

queda 'ADN amplificat.

Per tal de resuspendre ’ADN i separar-lo dels beads magnétics, es va retirar
el tub del MagnaRack i es va resuspendre el pellet en 10 pl de Tris-HCl a 10
mM suplementat amb NaCl a 50 mM i ajustat a pH 8.0. El pellet es va trencar
amb moviments bruscos de succié amb la micropipeta i rascant la paret del
tub amb la punta de la mateixa. Un cop resuspés es va incubar durant 5
minuts a temperatura ambient. Passat aquest temps, els beads ja es troben
separats de '’ADN i van poder ser retirats. Es va col-locar el tub de nou en el
MagnaRack i es va esperar uns segons fins que el liquid es va quedar
transparent i tots els beads a prop de I'imant. Aleshores, es va retirar el liquid
amb una micropipeta amb compte de no tocar el pellet i es va traspassar a un

tub de microcentrifuga.

Finalment es va quantificar la concentracié d’ADN utilitzant un fluorometre
Qubit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), tant dels productes de PCR

d’Tllumina com dels productes de PCR ja purificats de ONT.
3.3.3. Preparacio de la llibreria genética de la plataforma lllumina

El protocol per la preparacio de la llibreria genética per a la plataforma MiSeq
d’Illumina es va automatitzar mitjanc¢ant el robot Hamilton Microlab Star M
(Hamilton Company, Reno NV, USA) (Figura 11), programat per realitzar de

manera massiva els processos de fragmentacio aleatoria de 'TADN amplificat,
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Figura 11. Fotografia del robot Hamilton Microlab Star M en funcionament. Programat
per a preparar la llibreria genética de les mostres a seqiienciar per la plataforma Illumina segons
el protocol establert per al kit comercial NGSgo.

lligacio dels adaptadors especifics d’'Illumina als extrems dels fragments,
aillament dels fragments de 300 parells de bases i indexaci6. Els reactius i el
protocol que es van utilitzar son els subministrats pel kit comercial NGSgo

(GenDX, IL, EEUU).

El robot, propietat del centre col-laborador Banc de Sang i Teixit, és calibrat
i certificat de manera regular per una entitat externa a la institucio per

assegurar la bona qualitat del procediment.

El protocol de preparacio de la llibreria s’inicia amb la fragmentaci6 del
producte amplificat per PCR de les répliques d’'Illumina del pas anterior. En
una placa de 96 pous es van dispensar 2 pl d’ADN amplificat amb 22,25 pl
d’aigua sense nucleases a cada pou i es va afegir 825 pl de la barreja de
fragmentacié detallada a la Taula 7. La placa es va introduir en un
termociclador programat amb els parametres descrits a la Taula 8.
Immediatament despres del primer refredament de les mostres, es va afegir
a cada pou 9,25 pl de la barreja de lligacié d’adaptadors (Taula 7) i es va

deixar continuar el programa del termociclador.
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Taula 7. Composicio de les barreges de reactius del kit NGSgo.

Barreja de fragmentacio

Components Volum (pl)
NGSgo-LibrX Fragmentase Buffer 2
NGSgo-LibrX End Prep Buffer 3,25
NGSgo-LibrX Fragmentase Enzyme 1,5
NGSgo-LibrX End Prep Enzime 1,5

Barreja de Lligaci6 d’adaptadors
NGSgo-LibrX Ligase Mix 7,5
NGSgo-LibrX Ligation Enhancer 0,5
NGSgo-LibrX Adapter for Illumina (AD-IL) 0,25
Aigua sense nucleases 1

Barreja d’indexacio
NGSgo-LibrX HiFi PCR Mix 12,5
NGSgo-IndX IN-5##-1L 1,25
NGSgo-IndX IN-7##-IL 1,25

Volums necessaris per a una sola mostra. Els reactius s’"han de conservar a 42C durant tot el procediment.

Taula 8. Programa de temperatures del termociclador per a la preparacié de llibreries
geneétiques de la plataforma Illumina. El termociclador es troba incorporat al robot Hamilton

Microlab Star M.
Fase Temperatura (2C) Temps (min)
o L 25 20
Fragmentacié i reparacio dels
extrems lliures 70 10
Refredament 15 Aturada fins afegir
adaptadors
Lligacié d’adaptadors 20 15
Refredament 15 --
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A continuacio es va realitzar un pas de seleccio dels fragments d’ADN de 300
pb mitjancant beads magnétics afegint 18,8 pl de solucié 0,45X SPRI Beads a
cada pou de la placa i incubant-ho durant 5 minuts a temperatura ambient i
en agitacio a 1500 rpm. Després d’'una breu centrifugacio, es va col-locar en
la base magneética per separar els beads del sobrenedant. Es va descartar el
sobrenedant i es van fer 3 rentats en etanol al 80% durant 30 segons, deixant
evaporar I'altim rentat durant 3-5 min. Finalment es va retirar la placa de
mostres de la base magnética, es van afegir 12,5 pl de buffer d’elucié barrejant
bé durant 2 min per diluir el pellet, es va tornar a col-locar a la base magnetica
i es van recollir 10 pl del sobrenedant net de beads.

A l’etapa d’indexacid, es va Taula 9. Programa del termociclador per a la
indexacio de mostres de la plataforma Illumina

preparar una nova placa de pous
Programa del termociclador
on es van dispensar 15 pl de

. ” ., Initial i °
barreja d'indexacié (Taula 7) a nitial denaturation 98°C 30s

cada pou amb un index diferent Denaturation 38°C 10s
per a cada mostra i es van Annealing 65°C 30s
transferir els 10 pl de soluci6 de Extension 72°C 30s
fragments d’ADN seleccionats al | . 10 cicles -----

pas anterior. Finalment es va Final Extension 72°C 5min
col-locar de nou al termociclador Manteniment 15°C -

per realitzar 10 cicles amb el

programa descrit a la Taula 9.

Un cop acabat el programa de temperatures, es va repetir I’etapa de seleccié
de fragments d’ADN anterior perd amb 15 pl de 0,6X SPRI Beads sobre el
material geneétic indexat. Un cop netejat, es van combinar 5 pl de cada
llibreria en un tnic tub amb un volum total d’uns 50 pl i es va quantificar la

concentracié d’ADN utilitzant un fluorometre Qubit.
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3.3.4. Seqiienciacié de les mostres

Un cop les mostres ja han estat amplificades i s’han preparat les llibreries
genetiques, s’han de carregar en els dispositius encarregats de realitzar la
seqlienciacio. A continuacid s’explica el protocol utilitzat per a cada una de

les plataformes de seqiienciacid per separat.

Introduccio de les mostres al dispositiu MiSeq de lllumina

La llibreria genética preparada amb els adaptadors i index d’Illumina es va
diluir en aigua sense nucleases a una concentracio de 4nM. Es van transferir
5 pl de la llibreria d’ADN en un tub juntament amb 5 pl de NaOH a 0,2M i
es va deixar incubar durant 5 minuts a temperatura ambient per
desnaturalitzar la doble cadena d’ADN. Es va aturar la reaccio afegint 990 pl

de Pre-chilled HT-1 Buffer en gel i es van dispensar 600 pl de llibreria en un

cartutx de reactius de MiSeq de
300 cicles, el qual permet fer
lectures de 150 bases forward i
reverse, arribant a paired-end
reads de 300pb. Finalment es va
introduir el cartutx al dispositiu

MiSeq (Figura 12) i es va iniciar

el protocol de seqiienciacio -
Figura 12. Seqiienciador MiSeq d’'Illumina

d’acord amb les instruccions del

fabricant.

Introduccio de les mostres al dispositiu MinlON de ONT

Les mostres a seqiienciar pel procediment ONT han de ser preparades
préviament per incorporar els adaptadors necessaris per al bon
funcionament de la metodologia de seqlienciaci6. Els reactius que es
requereixen es troben en el PCR Barcoding kit que es fa servir en I'etapa

d’amplificacio i preparacid de la llibreria genética.
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El primer pas va ser incorporar els Rapid 1D Sequencing Adapters (RAP) als
extrems de les mostres amplificades. EI RAP és un oligonucleotid reconegut
per la proteina encarregada d’introduir I'amplicé a 'interior dels porus de la
flow cell. Les seqiiencies barcode introduides durant la segona PCR presenten
uns adaptadors als seus extrems 5 que faciliten la unié del RAP sense
necessitat de lligases, per complementarietat. Aixi, es van diluir en aigua
sense nucleases totes les mostres per ajustar-les a la mateixa concentracio
d’ADN i es va transferir el mateix volum a un mateix tub de microcentrifuga.
Es va afegir 1 pl de soluciéo RAP per cada 10 pl de llibreria, es va barrejar
suaument i es va centrifugar breument per assegurar que tot el liquid caigués
al fons del tub. Es va deixar incubar la mostra durant 5 minuts a temperatura
ambient per deixar que els adaptadors s’'unissin a les cadenes d’ADN. Passat
aquest temps es va introduir en gel a 2-8°C fins la carrega en el dispositiu

MinION.

El segon pas va consistir en preparar la flow cell del MinION per ser carregada.
Préviament es van descongelar les solucions Sequencing Buffer (SQB),
Loading Beads (LB), Flush Tether (FLT) i un tub de Flush Buffer (FLB) a
temperatura ambient i, un cop liquides, es van col-locar en un recipient amb
gel a 2-8°C. Es van barrejar amb vortex els tubs SQB i FLB, es van centrifugar
breument i es van tornar al gel. Va centrifugar-se breument el tub FLT i es va
barrejar per pipeteix abans de retornar-lo al gel. El FLT és una molécula que
ajuda a dirigir '’ADN a la membrana on es troben els porus, augmentant aixi
la concentracié d’ADN al voltant dels porus de seqtienciacio. Els buffers SQB
i FLB contenen ions que generen el flux eléctric i ATP per a fer funcionar la

proteina motora dels porus, entre altres metabolits necessaris per a la reaccio.

A continuacio, es va introduir una flow cell en el port del MinION (Figura 13)
i es va obrir el Priming port desplacant la tapa en sentit horari fins que el
forat es va fer visible (Figura 14). Es va comprovar la preséncia d’'una petita
bombolla just per sota del port i es va retirar seguint els seglients passos. Es

va agafar una pipeta P1000 i es va configurar a 200 pl. Es va introduir la punta
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en vertical en el Priming port i es va
fer girar la rodeta de la pipeta fins
que va marcar 220-230 pl o es va
comengar a veure el liquid entrar en
la punta. Cal extremar la precaucié
en aquest punt ja que aspirar més de
20-30 pl pot provocar danys en la
matriu de porus del dispositiu. Un

cop extreta la bombolla, es va

preparar el tampo priming mix per a | Figura 13. Col-locacié d’una flow cell en el
seqiienciador MinION.

la matriu de porus barrejant per
pipeteig 30 pl de FLT directament en el tub FLB. Seguidament, es van
introduir 800 pl de priming mix dins la flow cell a través del Priming port,
molt lentament i evitant la formacio de bombolles. Finalment, es va deixar

reposar durant 5 minuts.

El tercer pas va ser preparar la llibreria i carregar-la en la flow cell. En un nou
tub, es van transferir 11 pl de la llibreria d’ADN i es van afegir 34 ul de SQB,

25,5 pl de LB i 4,5 pul d’aigua sense nucleases. LB conté una suspensio de

Priming port SpotON sample port

Canal de residus Membrana amb porus

Figura 14. Flow cell de la plataforma de seqiienciacié de Oxford Nanopore Technologies.
S'introdueixen els buffers i la mostra a través del SpotON port, els quals van a parar a la membrana
amb els porus per a la seqiienciacid. Un cop les solucions travessen els porus, el liquid es condueix
cap al canal de residus on son rentats per el priming mix introduit pel Priming port i
posteriorment descartats. Els ports Priming i SpotON sample es troben tancats en la imatge.
Adaptada del protocol Four-Primer PCR (SQK-PSK004 or SQK-PBK004).
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beads que s’'uneixen a 'ADN i el fan precipitar cap a la membrana per
augmentar encara més la seva concentracio al voltant dels porus. Aquests
beads precipiten rapidament, pel que és imprescindible barrejar el tub
immediatament abans del seu us. Es va obrir el port SpotON sample aixecant
la tapa i es van introduir 200 pl de priming mix a través del Priming port molt
lentament evitant la formacié de bombolles i el vessament pel port SpotON
sample. Es va barrejar la llibreria per pipeteig i es van introduir 75 pl a través
del port SpotON sample deixant caure el liquid gota a gota per la rampa
adjacent, procurant que cada gota fluis a l'interior del port abans d’afegir la
segiient. Finalment, es va tancar suaument el port SpotON sample, el
Priming port (Figura 14) i la tapa del MinION i es va activar la seqiienciacio

des de 'ordinador connectat al dispositiu.
3.3.5. Analisi bioinformatica

El sistema informatic darrere les plataformes de seqiienciacio és I'encarregat
de realitzar el procés d’assignacid de bases nucleiques a partir de senyals de
fluorescencia en el cas d’Illumina, i a partir dels canvis de corrent eléctrica
en el cas de ONT. Aquest procés s'anomena basecallling, el resultat del qual
son arxius de text en format FASTQ amb la seqiiéncia de cada lectura i la seva
informacio d’identificacié i qualitat. En aquests arxius estan barrejats totes
les lectures de totes les mostres incorporades en una carrega de flow cell.
Cada plataforma de seqiienciacié disposa de programari especific per a

realitzar el basecalling.

Els arxius “fastq” van ser demultiplexats abans de ser processats,
procediment on s’identifiquen els marcadors barcoding de cada lectura i sén
assignats a una mostra, donant com a resultat un arxiu en format FASTQ per
a cada mostra amb totes les seves lectures. També es van eliminar els
fragments corresponents als adaptadors, marcadors barcoding i encebadors.
Es en aquest punt on les metodologies d’analisi divergeixen per la diferent

naturalesa de les dades.
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CAIXA DE CONCEPTES 3: Programari informatic utilitzat

CLC Genomics Workbench: paquet informatic amb eines per analitzar, comparar
i visualitzar dades resultants de la seqiienciacié de nova generacié (NGS o TGS).
(Qiagen).

BaseSpace - DRAGEN Metagenomics: programa informatic de classificacid
taxonomica que utilitza I'algoritme Kraken2 juntament amb la seva propia base de
dades. Elimina automaticament 'ADN huma i integra un conjunt de metriques de
qualitat en I'informe resultant (Wood i Salzberg, 2014; Wood et al., 2019).

EPI2ME - 16S Workflow: eina d’identificaci6 taxonomica de bacteris i arqueus en
temps real especificament optimitzada en lectures llargues de la plataforma ONT. Es
basa en l'algoritme BLAST d’alineaci6 de seqiiéncia amb la base de dades del NCBI.

EPI2ME - What's in my Pot? (WIMP): eina d’analisi quantitativa per a la
identificacié d’espécies de bacteris, fongs, arqueus i virus en temps real. Fa as de
l'algoritme Centrifuge basat en realitzar esquemes d’indexacié mitjan¢ant els index
Burrows-Wheeler transform (BWT) i Ferragina-Manzini (FM), optimitzats per a
metagenomica (Kim et al., 2016).

Expectation-Maximization Iterative Reconstruction of Genes from the
Environment (EMIRGE): eina de reconstruccié de gens ribosomics de longitud
completa a partir de dades de seqiienciacio de lectura curta (Miller et al, 2011,
2013).

FastQC Toolkit: eina bioinformatica per a realitzar controls de qualitat de les
sequiéncies resultants d'un procés de seqiienciacio (Andrews, 2010).

Mapping-Assisted Targeted-Assembly for Metagenomics (MATAM): programa
dedicat a I'assemblatge dirigit del gen 16S ribosomal a partir de lectures curtes de
sequienciaci6 (Pericard et al., 2018).

Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2 (QIIME2): plataforma
bioinformatica per a I'analisi del microbioma. Es de codi obert i incorpora com a
complements eines informatiques externes per al processament de seqiiéncies
(Bolyen et al., 2019). Disposa d'una comunitat d’'usuaris molt activa.

Reference Sequence annotation and Curation Pipeline (RESCRIPt): eina de
processament de bases de dades de seqiiéncies de referéncia i dades
taxonomiques. Permet compilar, filtrar, modificar, fusionar i avaluar la qualitat
d’arxius de seqiiéncies i bases de dades (Robeson et al., 2020).

Scikit-learn: eina d’analisi de dades predictiva que fa Gs de l'aprenentatge
artificial per realitzar clustering, classificacié taxonomica o models predictius
(Pedregosa et al., 2011).

Vsearch: eina de processament de seqiiéncies metagenomiques de codi obert
que permet, entre d’altres, filtrar, dereplicar, eliminar quimeres, agrupar OTUs i
classificar taxonomicament (Rognes et al., 2016).

REAGO 1.1: programa de reconstrucci6 del gen 16S a partir de lectures curtes de
dades metagenomiques en format FASTA (Yuan et al., 2015).
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3.3.5.1. Posada a punt de I'analisi informatica de la microbiota seminal

Les dades de seqiienciacié extretes de cada plataforma es processen de
manera diferent per igualar el format i obtenir resultats comparables entre
elles. En el cas de la plataforma Illumina, que no és capag de generar lectures
llargues, la mostra d’ADN va ser fragmentada de manera aleatoria abans de
ser carregada al seqilienciador. Les dades resultants son, doncs, un seguit de
petits fragments del gen ribosomal 16S original. En canvi, la plataforma
d’Oxford Nanopore Technologies si que permet lectures de cadenes prou
llargues com per seqiienciar de forma integra el gen, de manera que les
mostres no van rebre cap tractament previ a la seqiienciacio. Aixi, les dades

de ONT corresponen a lectures completes del gen 16S.

En els apartats segiients es desenvolupen les diferents analisis
computacionals que es van explorar per tal d’optimitzar els resultats extrets
en cada cas. S’ha partit d'una mostra control amb una comunitat bacteriana
coneguda (mock community) per observar si els resultats obtinguts a cada

meétode alternatiu s’ajusten a les proporcions bacterianes esperades.
3.3.5.1.1. Estratégies d’analisi de les dades de la plataforma lllumina

Tal i com s’acaba de comentar, les dades extretes del seqiienciador MiSeq de
[llumina corresponen a lectures de fragments de 150 pb aleatories del gen
ribosomal 16S de tots els bacteris presents a cada mostra. El programari
informatic destinat a analitzar la microbiota a través de la seqiienciacid
d’amplicé parteix del suposit que totes les lectures del seqiienciador
corresponen al mateix segment, pel que es van haver de dissenyar altres
estrategies per adequar-se a la naturalesa dels nostres resultats. Aixi, es van
explorar tres vies diferents: una analisi amb machine learning, una analisi

metagenomica i una analisi per reconstruccio d’amplicé.
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1. Analisi amb machine learning

Una de les estratégies habituals de classificacié taxonomica de la
seqiienciaci6 d’amplicé és I'is d'un algoritme classificador basat en
I'aprenentatge artificial o machine learning. Aquests algoritmes s’han
d’entrenar amb una base de dades que contingui només informacid per a la
regio que s’ha seqiienciat, de manera que quan introdueixes posteriorment
les dades de la seqiienciacio, la classificacié és més dirigida. Tot i no disposar
de la seqiienciacio integra de 'amplico, es va escollir aquesta estratégia per
la capacitat d’aprendre del tipus de dades que s’introdueixen i per tenir un
gran suport d’'usuari amb una comunitat d’investigadors que col-laboren per
optimitzar I'analisi. En aquest cas es va treballar dins I'entorn del paquet de
programari QIIME2, utilitzant 'algoritme Scikit-learn amb la base de dades

de SILVA més recent (SILVA SSU 138.1 Ref NR 99).

El flux de treball dissenyat per a aquest analisi es va iniciar amb un filtratge
dels reads forward, descartant els reads reverse de 'analisi. En la plataforma
[llumina, la longitud de les lectures és d’aproximadament 300 pb, pero pot
variar de 200 a 400 pb. Els cicles utilitzats en aquest experiment van ser de
150 pb per cada extrem, de manera que alguns reads no presenten
solapament i, per tant, es generarien lectures quimeériques on hi faltaria la
regio central del read. Per evitar aixo i perdre el minim d’informacio possible,

només es van seleccionar els reads forward (QIIME 2 forum, 2017, 2019).

A continuacid, es va realitzar un control de qualitat on es van filtrar els reads
segons tres parametres: una longitud de lectura maxima de 150 pb, un Q-
Phred de 30 i I'eliminacio de seqiiéncies quimeériques produides de novo
mitjancant l'explotaci6 de dades d’abundancia amb els complements
Quality-filter (Bokulich et al., 2013) i Vsearch. També es van dereplicar les
dades amb Vsearch generant una taula amb les abundancies de cada read
idéntic per tal d’eliminar duplicitats a 'hora d’analitzar i posteriorment
filtrant aquells reads amb una abundancia de 1, amb una alta probabilitat de

ser artefactes de seqiienciacio.

115



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

Com a conseqiiencia de 'amplificacié de la seqiiéncia del gen 16S i el procés
de fragmentacio posterior, durant la seqlienciacio es van generar reads en les
dues orientacions possibles de la seqiiéncia original. Aixi, va ser necessari
reorientar les lectures abans de realitzar la classificacio taxonomica per a que
tots estiguessin en la mateixa orientacio. Es va dur a terme mitjancant el
complement Reference Sequence annotation and Curation Pipeline

(RESCRIPt) i la base de dades de SILVA.

Seguidament, es va realitzar una agrupacié de seqiiencies (clustering) en
unitats taxonomiques operatives (OTUs) amb referéncia tancada. Les
seqiiéncies es van agrupar amb el complement Vsearch segons un
percentatge de similitud del 99% amb la base de dades SILVA, recalculant
I'abundancia de cada grup amb els valors d’abundancia de cada read inclos.
Aquelles lectures que no es van trobar a la base de dades van ser descartades.
Finalment, amb el complement Scikit-learn, es va classificar cada OTU en un
taxd concret segons la seva similitud a la base de dades de SILVA. Es van
obtenir informes d’abundancies relatives de cada bacteri identificat i es van

visualitzar a través de la plataforma QIIME2.
2. Analisi metagenomica

Una altra de les estratégies d’estudi de la microbiota és la seqiienciacio de
genoma complet o0 WGS, on a través de primers aleatoris es seqiiencia tot
I’ADN present en una mostra bacteriana. Amb aquest métode s’obté un arxiu
amb fragments aleatoris de tot el genoma bacteria, quelcom semblant a el
nostre cas on es disposa de fragments aleatoris de tot un gen. Per aquest
motiu, es va seleccionar un métode d’analisi metagenomica amb una base de
dades del gen ribosomic 16S per a 'alternativa de classificacio taxonomica.
Aquesta via es va dur a terme dins I'entorn BaseSpace d’Illumina, utilitzant
el programari DRAGEN Metagenomics i la base de dades Extended Kraken2
(Marg 2020) integrada en el mateix.
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El flux de treball dissenyat va comencar amb el pre-processament i control
de qualitat de tots els reads obtinguts mitjanc¢ant els softwares CLC Genomics
Workbench i FastQC Toolkit, utilitzant els mateixos parametres d’exclusio
que en l'estratégia anterior. Aquests programes informatics permeten
observar parametres de seqiiéncia com la longitud i cobertura dels reads o la
presencia de seqiiéncies duplicades; i parametres de bases com el contingut
en Guanina-Citosina (GC), el nimero de bases ambigiies detectades o el Q-

Phred (Figura 15).
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Figura 15. Grafiques extretes del programa CLC Genomics Workbench d’'una mostra
control mock community. A: distribucio de longituds de seqtiéncia en quantitat de nucleotids
dels reads R1 (forward) i R2 (reverse) B: distribucié del contingut de GC en el total de reads. C:
distribucié de la puntuacié mitjana Q-Phred de cada read. D: puntuacié mitjana Q-Phred de
cada posicio nucleotidica d'un read.

A continuacié es van introduir totes les dades en el programa DRAGEN
Metagenomics i I'informe resultant va ser exportat en format “valors separats
per tabulacions” (TSV) i editat amb un script (seqliéncia de comandes) propi
per obtenir les abundancies relatives de cada espécie bacteriana identificada.

Els resultats van ser visualitzats amb un programa d’edicio6 de fulls de calcul.
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3. Analisi per reconstruccié d’amplicd

Donat que molts dels programes informatics de processament de dades de
microbiota estan dissenyats per a amplicons complets, es va explorar la
possibilitat de reconstruir I'amplicé a partir dels fragments curts generats a
les lectures per tal de, posteriorment, analitzar 'amplic6é del 16S complet

amb les estratégies més habituals.

Existeixen diferents solucions informatiques enfocades a la reconstrucci6 de
gens pero, per la seva idoneitat respecte a les lectures obtingudes i la seva
optimitzacio per al gen 16S, es van utilitzar els seglients tres programes en

llenguatge Python: EMIRGE, REAGO 1.1 i MATAM.

EMIRGE i MATAM parteixen de seqiiéncies en format FASTQ mentre
REAGO 1.1 només treballa en format FASTA. A grans trets, aquest
programari identifica els fragments que pertanyen al gen 16S en la mostra i

els aparella buscant punts de solapament per anar generant els contigs finals.
3.3.5.1.2. Estrategies d’analisi de les dades de la plataforma ONT

Les dades extretes del seqiienciador MinlON d’Oxford Nanopore
Technologies corresponen a lectures completes del gen ribosomal 16S de tots
els bacteris presents a cada mostra. Tot i aixi, la menor profunditat de
seqiienciacio de la plataforma i la major taxa d’error dels reads de ONT
respecte d’'Illumina, fa que aquestes lectures presentin certes dificultats per
ajustar-se als parametres estandards dels programes especifics d’analisi
d’amplicd. Per aquest motiu, es van explorar diferents alternatives d’analisi:
una analisi d’agrupacié per OTUs i classificaci6 amb machine learning, una

analisi d’alineacio directa i consens de taxonomia i una analisi metagenomica.
1. Analisi amb machine learning
Disposant de I'amplicé complet, es va optar per un analisi semblant a

l'utilitzat en la primera alternativa d’Illumina. En aquest cas, I'analisi es va
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dur a terme dins I'entorn QIIME2 seguint el pipeline Q2ONT descrit a la
plataforma de desenvolupament col-laboratiu GitHub («GitHub -
DeniRibicic/q20ONT: Bash pipeline for analysis of ONT full-length 16S
sequences in QIIME2», 2020).

El flux de treball es va iniciar amb una concatenacio de tots els fitxers “.fastq”
en un unic document i el demultiplexat de les lectures amb el programa
Porechop. A continuacid, amb Trimmomatic es van descartar els reads més
petits de 1.400 pb i els més llargs van ser seccionats a aquesta longitud. Es
van importar les dades a la plataforma QIIME2 on es van dereplicar i es van
identificar i eliminar les seqliéncies quimeériques amb el complement

Vsearch.

Un cop processades, les lectures es van agrupar en OTUs amb referéncia
oberta mitjangant Vsearch amb un 85% de percentatge de similitud. La
seleccié d’aquest percentatge més baix, en contraposicié a lestratégia
escollida per les dades de la plataforma d’lllumina, és degut a la alta taxa
d’error de la plataforma d’ONT. Les lectures que no es van trobar a la base de

dades van ser agrupades de novo per a no ser descartades.

Finalment, els reads van ser alineats per emmascarar les parts no solapants,
es van crear arbres filogenétics amb els OTUs i es van classificar
taxonomicament amb algoritmes de machine learning del paquet informatic
de python Scikit-learn i la base de dades de SILVA compatible amb el pipeline
(SILVA SSU 132 Ref NR 99).

2. Analisi amb consens de taxonomia basat en alineacio

Per evitar possibles biaixos d’assignacio taxonomica durant el clustering, es
va incorporar un analisi sense agrupacio de reads en OTUs, amb una
assignacio de taxonomia basada en I'alineament directe de cada lectura amb
la base de dades. Es va dur a terme dins I'entorn QIIME2 seguint el pipeline

MetONTIIME (Maestri et al., 2019; Maestri, 2021).
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El flux de treball es va obrir amb una concatenacié de tots els fitxers FASTQ
de cada mostra, els quals van ser dereplicats amb el complement Vsearch.
Donat que l'entorn QIIME2 requereix un pas de clustering per poder
formatejar les dades per a ser classificades, es va procedir a realitzar una
agrupacid de novo amb un percentatge d’identitat del 100%, assegurant aixi
que cada lectura roman intacta i no es substitueix per una seqiiencia consens.
A continuacio, es va procedir a la classificacié taxondmica mitjancant
alineacié directa amb la base de dades més recent del NCBI amb el

complement Vsearch.
3. Analisi metagenomica

La plataforma EPI2ME és 'entorn d’analisi bioinformatica online que ofereix
ONT per processar especificament les dades obtingudes amb la seva
plataforma de seqiienciacid. Entre el programari facilitat s’inclou una eina
especifica d’analisi quantitatiu enfocada per a dades de metagenomica per a
la identificacié d’espécies de bacteris, fongs, arqueus i virus anomenada
“What’s in my Pot?” (WIMP). A la mateixa vegada, també s’ofereix EPI2ME
16S Workflow, un software alternatiu basat en la alineacié exclusiva
d’amplicons del gen 16S a través de l'algoritme BLAST. Donades les
caracteristiques concretes de les lectures de ONT, es va realitzar I'analisi amb
aquests dos programes per estar dissenyats especificament per a aquest tipus
de lectures. Els programes utilitzen la base de dades més recent del NCBI

com a seqiiéncies de referéncia.

En aquest cas, el flux de treball va consistir en carregar en el ntivol informatic
els arxius demultiplexats i executar un projecte WIMP i un 16S Workflow
que es computen de forma remota i ofereixen un informe de resultats que es
pot exportar en un arxiu en format CSV. Aquest arxiu exportat va ser
processat amb un script propi per a obtenir les abundancies relatives de cada

categoria taxonomica.
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3.3.6. Analisi estadistica

L’analisi estadistica es va realitzar amb el software IBM SPSS Statistics 22
(International Business Machines Corporation, IBM, Armonk, NY, EUA).
Totes les variables van passar un estudi descriptiu i unes proves de normalitat
amb els test de Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov segons la mida mostral.
Les variables amb distribucié normal van ser analitzades entre elles
mitjancant tests parameétrics i, en la resta de casos, es van utilitzar tests no

parametrics.

Els estudis de correlacid entre variables quantitatives van ser realitzats amb
el test parametric de correlacié de Pearson i el no parameétric de Spearman,
segons correspon. Els estudis comparatius entre grups es van dur a terme
mitjangant la prova U de Mann-Whitney i una prova T-student per a mostres
aparellades en el cas de I'analisi de variabilitat de I'aparell MiOXSYS. També
es van realitzar test de chi-quadrat per valorar el grau d’ajust dels resultats
de seqiienciacié de les reépliques de la mock community amb les dades

teoriques esperades.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO
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BLOC 1: ESTUDI DE PARAMETRES SEMINALS | ESPERMATICS

Aquest primer bloc de coneixement s’ha centrat en ampliar la informacio
sobre la relacié del ORP amb diferents parametres seminals i d’'integritat de
I'ADN espermatic en pacients amb infertilitat idiopatica. Els resultats
obtinguts van derivar en la publicacié d'un article, adjuntat a I'annex 3

(Garcia-Segura et al., 2020).
4.1. Objectiu 1: Posada a punt i valoracié del sistema MiOXSYS

Amb T'objectiu d’obtenir un valor fiable del ORP, es van realitzar dues
mesures consecutives de cadascuna de les mostres seminals en I'aparell
MiOXSYS conservant les mateixes condicions. Tal i com especifica el
fabricant, el dispositiu va mostrar valors en rangs similars i totes dues
mesures observades presenten una forta correlacié entre elles (Taula 10). No
obstant aixd, una analisi T-student per mostres aparellades ha revelat
diferencies significatives entre les dues mesures (Taula 10). Per aquest motiu
es va decidir estudiar els parametres seminals i espermatics que poguessin
estar relacionats amb aquestes variacions, representades com la resta entre
la primera i segona mesura de ORP en valors absoluts. Cap dels parametres
valorats en aquest estudi ha presentat correlacio significativa amb aquestes
diferencies, malgrat si s’ha observat que les mostres amb diferéncies més
grans entre les dues mesures (variacions superiors a 10 mV) també presenten

un pH del plasma seminal major a 8.0 (Figura 16).

Treballs publicats sobre I'efectivitat de I'aparell MiOXSYS han identificat la
influéncia de la viscositat seminal sobre les lectures com el seu principal
desavantatge (Agarwal i Bui, 2019; Rana i Agarwal, 2020). De fet, en aquest
estudi s’han exclos cinc mostres que no van poder ser mesurades degut a la
seva alta viscositat. De la resta de mostres analitzades es van obtenir resultats
estables, reproduibles i fiables per a cada individu, tant en mostres fresques

com criopreservades.
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Taula 10. Estadistica descriptiva de la primera (potencial oxidant-reductor estatic 1; SORP1)
i la segona mesura (sORP2) de cada mostra al dispositiu MiOXSYS i estudi de relacio entre
elles.

Mesures Mitjana * desv. estandar Interval de confianga (95%)
sORP1 (n =37) 57.01+27.32 47.90-66.12
sORP2 (n =32) 55.71+25.84 46.39-65.02

Tests estadistics Valor estadistic p-valor
Correlacié de Pearson
(SORP1 vs SORP2) r=0853 <0.001
T-student per

mostres aparellades t=2.306 0.028

(sORP1 vs sORP2)
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Figura 16. Distribucio de les diferencies entre sORP1 i sSORP2 (en valors absoluts) en
pacients infértils idiopatics segons els valors de pH seminal de cada mostra.
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Aquests resultats suggereixen que, a més de la viscositat, altres parametres
seminals podrien estar influint en el resultat de la lectura. Aixi, per exemple,
com més basic (o alcali) és el pH seminal, major és el nimero de mostres

amb diferéncies significatives entre les dues mesures (Figura 16).

El sistema MiOXSYS és un meétode electroquimic que avalua el flux
d’electrons a través d’un sensor galvanostatic. Per tant, és possible que canvis
en el nimero de protons presents en el plasma seminal afectin al resultat de
la lectura. En general, qualsevol soluci6 aquosa augmenta la seva
conductivitat eléctrica com més ions conté (Shackelford et al., 1999; Leveling,
2002; Ouhadi i Goodarzi, 2007). Aixi, els valors baixos o alts de pH
augmenten la conductivitat eléctrica respecte a un pH neutre, possiblement
alterant les mesures de potencial eléctric d'una mostra. Segons aquest
raonament, la reproductibilitat de les mesures de SORP es veu afectada en
mostres amb valors de pH alcali per sobre de 8. A partir d’aquest valor es
poden trobar diferéncies de més de 10 mV entre les dues mesures analitzades,

arribant fins a 44 mV en un dels casos (Figura 16).

Es necessari realitzar investigacions addicionals augmentant el ntimero
mostral i la quantitat de mesures realitzades a cada mostra per determinar el
grau d'influéncia del pH seminal en la reproductibilitat del sistema MiOXSYS.
En cas que es confirmés I'efecte del pH sobre les mesures, es fara necessaria
la inclusio del valor del pH en l'algoritme de normalitzacio del sistema,

juntament amb la concentracid espermatica i la viscositat seminal.
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4.2. Objectiu 2: Relacio entre els biomarcadors d’infertilitat masculina

Les caracteristiques de motilitat, morfologia i concentracié espermatiques
aixi com els atributs del plasma seminal de volum, pH i viscositat es van
recollir per a totes les mostres juntament amb els biomarcadors d’estrés
oxidatiu (sORP), fragmentacié de 'ADN i estat de compactacio de la
cromatina espermatica. La distribucio de tots els parametres es detalla a la

Taula 11.

Els valors obtinguts per I'aparell MiOXSYS han estat normalitzats per la
concentracio espermatica (nsORP-C), tal i com indica el protocol del
fabricant. Aix0 és necessari perque la quantitat d’espermatozoides a la
mostra pot influir en el flux d’electrons a través del liquid. Tal i com s’ha
comentat en els resultats i discussié de I'objectiu 1, altres parametres poden
afectar la precisié de la mesura del sistema MiOXSYS. Entre ells destaquen la
viscositat i el pH seminals. Per aquest motiu i amb l'objectiu de reduir el
possible impacte d’aquests parametres sobre el ORP, s’han utilitzat dos nous
indexs: el SORP normalitzat per la viscositat (nsORP-V) i normalitzat pel pH

seminal (nsORP-P).

Els tres indexs de ORP valorats han mostrat correlaciéo negativa amb el
percentatge de ceél-lules CMA3 positives, especialment nsORP-V. A més,
nsORP-C i nsORP-P també han correlacionat de forma positiva amb el volum
seminal i de forma negativa amb la viscositat. Respecte a nsORP-V, s’ha
trobat una correlacié negativa amb el pH seminal i, més significativament,
amb la motilitat total i la progressiva; aquesta tltima també correlacionada

amb nsORP-P, tot i que amb menor intensitat (Taula 12).

Aquests resultats de correlacié semblen reforcar els resultats descrits en
I'objectiu 1, ja que s’observen correlacions negatives significatives entre els

index de sORP, la viscositat i el pH.
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Taula 11. Distribucid dels parametres seminals de les mostres de pacients idiopatics

Parametres seminals i Mitjana * desviacié Interval de
espermatics estandard confianga (95%)
nsORP-C (mV/10%sperm/mL) 3.02£9.50 -0.35-6.39
nsORP-V (mV/cps) 9.84 +6.33 7.66-12.02
nsORP-P (mV/U pH) 7.05+3.52 5.86-8.24
TUNEL (%) 42.23 £ 14.98 37.37-47.09
Comet alcali (%) 34.33 £15.07 29.64-39.03
OTM comet alcali 0.82+0.23 0.75-0.90
Comet neutre (%) 66.17 +15.63 61.3-71.04
OTM comet neutre 0.62+0.16 0.57-0.68
CMAS3 (%) 38.06 £16.51 32.78-43.34
Viscositat (cps) 9.13+13.34 4.80-13.45
pH 8.13+0.39 8.01-8.26
(cl"o':._zz:::;::l‘;s”erméﬁca 68.14 + 57.49 48.97-87.30
Motilitat total (%) 58.85 + 16.50 53.35-64.35
Motilitat progressiva (%) 46.69 + 19.03 40.35-53.04
Morfologia normal (%) 11.36£12.74 6.42-16.30
Volum seminal (mL) 3.00+1.46 2.53-3.46

nsORP-C: ORP normalitzat per la concentracié espermatica; nsORP-V: ORP

normalitzat per la viscositat seminal; nsORP-P: ORP normalitzat pel pH; CMA3: test

de cromomicina A3; OTM: Olive tail moment.
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Taula 12. Analisis de correlacio dels index sORP amb els parametres seminals i espermatics
mitjangant tests de correlacié de Pearson (r) i Spearman (p) segons correspon. Confirmacié amb
una estimacio curvilinia inversa (r2) en el cas requerit.

Parametres seminals i espermatics nsORP-C nsORP-V nsORP-P
TUNEL p=0.160 p=0.173 p=0.213
Comet alcali p=0.125 r =-0.005 r=0.061
OTM Comet alcali p =-0.039 r=-0.252 r=0.125
Comet neutre p=-0.249 r=0.036 r=-0.054
OTM Comet neutre p=0.129 p=0.338 p=-0.028
CMA3* p=-0.394* p=-0.545** p=-0.337*
Viscositat seminal rpzzzz)olggi — p=-0.416*
pH seminal p =-0.002 p=-0.347* —
Concentracio espermatica — p =0.089 p=0.081
Motilitat total p=-0.198 r=-0.477** r=-0.355%
Motilitat progressiva p=0.125 r=-0.485** r=-0.445%*
Morfologia normal p=-0.138 p =-0.005 p=0.163
Volum seminal p =0.452** r=-0.058 r=0.342*

* p-valor < 0.05; ** p-valor < 0.01.

En relacié amb la integritat de ’ADN espermatic, tant la SDF com l'estat de
compactacio de la cromatina han estat valorats envers els altres parametres
seminals i espermatics recollits a 'estudi. Els trencaments d’ADN de cadena
simple, valorats per I'assaig Comet alcali, han mostrat una forta correlacié
negativa amb la motilitat total i la progressiva, tant en el cas del percentatge
de cél-lules amb SDF com de forma computacional amb el parametre OTM
(Taula 13). La morfologia i la concentracio espermatiques també presenten
una tendéncia correlativa amb aquest tipus de trencaments, perd sense

significanca estadistica (Taula 13).
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Taula 13. Analisis de correlacio dels parametres de fragmentacié d’ADN espermatic (SDF) i
del test de cromomicina A3 (CMA3) amb els parametres seminals i espermatics mitjan¢ant
test de correlaci6 de Pearson (r) i Spearman (p) segons correspon.

Comet oTM Comet oTM

Parametres TUNEL alcali alcali  neutre neutre CMA3
CMA3* 0.338* 0.346* -0.043 -0.043 -0.230 -
Viscositat -0.125 0.321* 0.390* -0.083 -0.463**  0.202
pH 0.166 -0.165 -0.229  0.004 -0.018  0.395**

Concentracio

- -0.048 -0.214 -0.106  0.210 -0.197 0.242
espermatica

Motilitat total -0.037 -0.363* -0.372* 0.022 -0.016 -0.024

Motilitat -0.384* -0.417** -0.349* -0.059 -0.175 -0.391*
progressiva

Morfologia 0.010 0.080 0.215 -0.161 -0.228 0.099
normal
Volum seminal -0.006 -0.147 0.108 -0.300 -0.230 -0.363*

OTM: Olive tail moment; CMA3: test de cromomicina A3.

El recompte de cel-lules amb SDF analitzades tant per I'assaig Comet alcali
com per TUNEL correlaciona positivament amb el recompte de cel-lules
positives per CMA3, excepte en el cas de 5 pacients que presenten
fragmentacié d’ADN de cadena simple tot i tenir una bona compactacié de
la cromatina (poques cél-lules CMA3 positives) (Taula 13). El nombre de
positius per CMA3 també ha exhibit una correlacié positiva amb el pH
seminal i una correlacié negativa amb la motilitat progressiva i el volum
seminal (Taula 13). Els trencaments d’ADN de cadena doble valorats per
I'assaig Comet neutre no han correlacionat amb cap dels parametres

analitzats a l'estudi.

Diversos autors han descrit una correlacié negativa entre el sORP i

parametres com la motilitat, morfologia, concentracié espermatica i volum
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seminal (Arafa et al., 2018; Agarwal et al., 2019a; Majzoub et al., 2020). Els
nostres resultats presenten coeficients de correlacié entre sORP i la motilitat
similars als observats en aquests estudis, per a tots tres indexs normalitzats.
En el cas de nsORP-C la correlacié no assoleix una significacio estadistica,

probablement a causa d'una mida mostral limitada.

Els resultats mostren que la correlacié més significativa es dona entre els tres
valors de sORP i el percentatge de cel-lules positives per CMA3 (Taula 12).
Es a dir, el grau de compactacié de la cromatina espermatica es mostra
inversament proporcional a I'ORP, indicant que a major estres oxidatiu,
menor nombre de cél-lules amb alteracions de compactacio6 de la cromatina.
Aquest resultat aparentment contradictori podria explicar-se pel fet que les
alteracions en lintercanvi  histona-protamina  ocorren  durant
I'espermiogénesi en els testicles. D’acord amb la hipotesi de dos passos
proposada per Aitken i De Iuliis (Aitken et al., 2009; Aitken i De Iuliis, 2010),
un defecte en la compactacié de TADN espermatic seria el primer pas que
permetria un major accés a les ROS, provocant aixi un dany extensiu a ’ADN
(Figura 17). De fet, en consonancia amb estudis previs del nostre grup
(Garcia-Peiré et al., 2011a; Ribas-Maynou et al., 2020) i amb altres autors
(Nili et al., 2009; Atshan et al., 2020), hem observat una correlacio entre el
nombre d’espermatozoides amb fragmentacio de cadena simple (tant per
'assaig TUNEL com per al Comet alcali) i les alteracions de compactacio

valorades pel test de CMA3 (Taula 13).

El segon pas d’aquesta hipotesis es donaria a I'epididim, on els nivells de ROS
es podrien reduir gracies a un increment de components antioxidants.
Aquests antioxidants anirien acompanyats per un increment en el volum
seminal durant l'ejaculacio, el qual contribuiria també a diluir la
concentracio de ROS (Figura 17). Els nostres resultats mostren que pacients
amb volum seminal elevat tenen valors d’ORP més baixos (Taula 12), donant

aixi suport a aquesta interpretacio.
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Figura 17. Esquema de I'evolucio dels parametres espermatics i seminals segons el model
teoric proposat. Si durant I'espermatogenesi es produeixen desordres en l'intercanvi histona-
protamina, la cromatina queda descompactada i ’ADN més exposat a 'accié de ROS. A l'epididim,
si els nivells de ROS son elevats, es genera SDF com a conseqiiéncia de I'estrés oxidatiu. No
obstant, com a resposta biologica, durant l'ejaculacié hi hauria una aportacié d’antioxidants i
liquid seminal que compensaria els alts nivells de ROS, reduint aixi 'ORP. El reequilibri oxidatiu
es produira segons les capacitats de cada individu. Adaptada de la Enciclopédia Britannica
(Encyclopedia Britannica).

Qualsevol alteracié en la contribucié antioxidant i de volum seminal
mantindria els nivells de ROS alts, generant encara més dany a '’ADN. En
canvi, en individus amb nivells basals o lleugerament elevats de ROS
testicular pero sense alteracions en I'intercanvi histona-protamina, el sistema
de regulacio de ROS epididimal podria resultar en una aportacié menor
d’antioxidants al fluid seminal, donant lloc a un ORP comparativament més

elevat.

Els resultats dels assaigs TUNEL i Comet alcali correlacionen negativament
amb la motilitat espermatica i, en el cas de I'analisi computacional de I'assaig
Comet alcali, també es veu una tendéncia no significativa amb la morfologia
(Taula 13). L’associacié d’aquests dos assaigs amb la qualitat seminal ha estat
ampliament descrita a la bibliografia (Evenson et al., 2002; Zini et al., 2008;
Lewis i Simon, 2010; Sharma et al., 2010; Ribas-Maynou et al., 2012b; Javed
etal.,2019).

Segons una analisi prévia del nostre grup (Garcia-Peir6 et al, 2011b), la

dinamica de SDF post-ejaculacié és molt variable tant en pacients infértils
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com en individus control. Independentment dels nivells basals, la generacid
de nous trencaments d’ADN en l'ejaculat és molt diferent en tots els grups
estudiats (Gosalvez et al., 2009; Tvrda et al., 2018). Aquesta dinamica tan
variable podria ser deguda a la variabilitat interindividual observada en el
sORP, on els individus amb alts SORP generarien més SDF amb una exposicid
prolongada al plasma seminal. En aquest sentit, 'analisi de 'ORP pot ser util
per programar la gestié del material seminal durant un procés de reproduccio
assistida o un projecte de recerca, per exemple prioritzant una separacid
rapida dels espermatozoides del plasma seminal en mostres d’alt ORP per

evitar un augment de SDF.
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BLOC 2: MICROBIOTA SEMINAL | RELACIO AMB LA FERTILITAT

En aquest bloc de coneixement s’ha profunditzat en I'estudi de la relacid
entre la microbiota seminal i els parametres espermatics i seminals, tot
explorant diferents alternatives d’analisi, tant en la seqiienciacié com en la

posterior analisi computacional.

4.3. Objectiu 3: Posada a punt de I’analisi informatica de la microbiota

seminal

Les diferents alternatives d’analisi explorades en aquest projecte han estat
valorades segons la similitud dels resultats obtinguts en la classificacio
taxonomica i les abundancies relatives amb la composicio real de la mostra

control mock community (Taula 14).

Taula 14. Composicié microbiana de la mock community comercial “ZymoBIOMICS
Microbial Community DNA Standard”. Abundancies relatives teoriques calculades segons el
numero de copies del gen 16S presents a cada espeécie bacteriana.

Espécies bacterianes Abundancia relativa teorica (%)
Lactobacillus fermentum [F] 18,4
Bacillus subtilis [F] 17,4
Staphylococcus aureus [F] 15,5
Listeria monocytogenes [F] 14,1
Salmonella enterica [P] 10,4
Escherichia coli [P] 10,1
Enterococcus faecalis [F] 9,9
Pseudomonas aeruginosa [P] 4,2

*F = Firmicutes, P = Proteobacteria

Les limitacions técniques de les plataformes de seqiienciaci6 a I'hora
d’obtenir la seqiiéncia exacta de la regio estudiada, fan que sigui necessari
assumir una certa taxa d’error. Donat que en espécies molt properes
filogenéticament les diferéncies de seqiiéncia son minimes, els errors de

seqiienciacio poden conduir a errors en l'assignacio de la seqiiéncia a una
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espécie en concret. Aixd porta a una variacio en les abundancies relatives
observades. Si tenim en compte que la seqtiencia de '’ADN de I'ancestre comu
més proper és la més conservada, aquests reads queden sovint assignats al
taxd LCA (lowest common ancestor). Aixi doncs, s’obté millor resolucid
d’assignacio a mesura que observem taxons més elevats com genere o familia.
Per aquest motiu, en aquest treball s’han utilitzat els nivells filogeneétics de
filum (per maxima resolucio), familia i génere (per detallar) per a representar

els resultats obtinguts a la classificacio taxonomica.

4.3.1. Objectiu 3.1: Estratégies d’analisi de les dades de la plataforma

lHlumina

Les estratégies d’analisi de machine learning i de metagenomica han
identificat correctament els dos filums representats a la mock community,
amb unes abundancies relatives molt similars a les esperades (75,3% de
Firmicutes i 24,7% de Proteobacteria). L'estratégia de machine learning ha
classificat com a Firmicutes el 76,99% [72,37 — 81,13] de les lectures i com a
Proteobacteria el 17,55% [14,22 - 21,27], mentre I'estratégia metagenomica
n’ha classificat el 76,60% [70,72 - 80,98] i el 17,07% [14,10 - 20,86]

respectivament (Figura 18).

Respecte a la identificacié dels bacteris especifics, tots els géneres han estat
correctament descrits amb diferéncies d’abundancia en cada cas, excepte per
al génere Salmonella, que no s’ha arribat a identificar per l'estratégia de
machine learning. Els géneres Lactobacillus i Listeria estan millor
representats amb l’estrategia metagenomica amb 13,09% i 13,89% de
mitjana respectivament, mentre el machine learning ha destacat en la
identificacié d’Staphylococcus i Enterococcus amb 14,69% i 7,86%
respectivament. Bacillus i Pseudomonas no presenten diferéncies importants
entre estratégies, amb abundancies properes als percentatges esperats
(Figura 19B). Destaca la baixa deteccié d’Escherichia coli i Salmonella

enterica, les quals també queden infrarepresentades a nivell de familia
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(Enterobacteria) i que podrien ser el motiu de la baixa representacié de
Proteobacteria a nivell de filum (Figura 19A). Un test chi-quadrat de bondat
d’ajust permet calcular la similitud global de cada alternativa d’analisi
respecte als valors teorics esperats. Com més proper a 0 sigui el seu estadistic
(la suma de quadrats), més s'ajusten els resultats d'una metodologia a la
previsio de la mock community. Els nostres resultats mostren que les dues
estratégies presenten un ajust similar respecte als valors teorics esperats,
amb uns estadistics de 105,83 per a l'estratégia de machine learning i de

114,94 per a la metagenomica.

Aixi doncs, les dues estratégies han estat capaces d’identificar correctament
els bacteris presents a la mock community, el que permet validar el protocol
d’extraccio, amplificacio i seqiienciacio que s’ha dut a terme en aquest
projecte. Les diferéncies en les abundancies relatives responen a les diferents

metodologies emprades per comparar les lectures amb la base de dades de
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M Firmicutes 75,3 73,35 72,37 81,13 81,10 7427 70,72 8042 80,98

Figura 18. Abundancia relativa dels filums identificats en la mock community per les
estrategies d’analisi amb machine learning i metagenomica de les dades generades per
la plataforma de seqiienciacié Illumina. La primera columna correspon als percentatges
esperats en la mock community segons la seva composicio bacteriana. Es mostren quatre
répliques per a cada estratégia d’analisi, seqiienciades per parelles en dos moments diferents.
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Figura 19. Abundancia relativa de les families (A) i géneres (B) bacterians identificats en
la mock community per les estratégies d’analisi amb machine learning i metagenomica
de les dades generades per la plataforma de seqiienciacio Illumina. La primera columna
correspon als percentatges esperats en la mock community segons la seva composicié bacteriana.
Es mostren quatre répliques per a cada estratégia d’analisi, seqlienciades per parelles en dos

moments diferents.
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referéncia i cap d’elles ha destacat de manera general. No obstant, I'estratégia
metagenomica és la que millor identifica el génere Lactobacillus, el qual s’ha
descrit amb freqiiéncia en el semen en estudis anteriors (Weng et al., 2014;
Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018; Monteiro et al., 2018; Baud et al.,
2019; Yang et al., 2020), mentre que les diferéncies en la resta de geéneres no
és elevada. Per aquest motiu, s’ha escollit aquesta estratégia per a la
classificacié taxondmica de les mostres seminals, amb I'avantatge addicional

de que és 'alternativa amb un processament més rapid.

Respecte a 'estratégia de reconstruccié del gen 16S complet a partir dels
reads curts, cap dels tres programes informatics ha permes reconstruir de
manera satisfactoria els contigs. Per a la seqiienciacié dels amplicons amb
MiSeq d'Tllumina es va utilitzar un cartutx de de 300 cicles, el qual permet
generar lectures d’aproximadament 150 pb. Aixi, s’arriba a cobrir fins a 300
pb amb la unié dels reads forward i reverse paired-end. No obstant, existeix
un rang de longituds de lectura per sobre i per sota de 150 pb, de manera que
algunes parelles de reads no presenten solapament entre elles o el
solapament no és suficient com per a unir-se amb garanties de qualitat.
Aquest fet podria explicar la dificultat en la reconstrucci6 del gen complet a
partir d’aquestes lectures, ja que s’originen molts gaps (espais buits) que
dificulten la identificacid dels fragments i no permeten la reconstruccioé per

solapament.

4.3.2. Objectiu 3.2: Estrategies d’analisi de les dades de la plataforma

ONT

La posada a punt de I'analisi de les dades de la plataforma ONT es va dur a

terme amb la seqiienciacid de dues repliques de la mateixa mock community.

Les quatre estratégies d’analisi de les dades de la plataforma ONT posen de
manifest la importancia d'un bon tractament de les dades. Les dues

alternatives d’analisi metagendomica que hem emprat en aquest estudi a
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través de la plataforma EPI2ME (WIMP i 16S) han identificat correctament
els filums corresponents a la mock community amb resultats bastant similars.
Les abundancies relatives calculades son superiors a les esperades en el cas
dels Firmicutes (amb unes mitjanes de 86% i 92,9%) i significativament
inferiors en el cas de Proteobacteria (amb 10,4% i 6,8%). L’assignacio, en
aquest cas, és de menys qualitat que la realitzada per a la plataforma Illumina,

la qual s’ajusta més als resultats esperats.

Per una altra banda, malgrat les estrategies amb machine learning (Q20ONT)
i la de consens de taxonomia basat en alineament directe (MetONTIIME)
aconsegueixen identificar els filums Firmicutes i Proteobacteria, les
proporcions obtingudes son molt inferiors a les teoriques de la mock
community (Figura 20). Aixo es degut al nombre de lectures no classificades,
que en els dos casos supera el 60% de les lectures totals. El motiu de la baixa
assignacio pot provenir de la metodologia emprada per a agrupar els reads
en OTUs, pas necessari en els protocols de processament de 'entorn QIIME2.
En aquest cas, la taxa d’errors de la plataforma ONT juntament amb la
llargada de les lectures faria que les seqiiéncies consens dels OTUs
acumulessin molts errors que dificultarien la posterior classificacié
taxonomica. En el cas del MetONTIIME, aquest clustering es realitza de novo
amb un percentatge d’identitat del 100% per evitar aquestes seqiiéncies
consens dels OTUs i aparellar directament els reads amb la base de dades,
pero aquest pas intermedi acaba donant resultats similars als observats per

al pipeline Q2ONT.

Si observem els grups taxonomics inferiors, totes les estratégies d’analisi
aconsegueixen identificar les families i géneres que composen la mock
community pero les abundancies relatives continuen sense coincidir amb les
teoriques esperades. El geénere Lactobacillus queda infrarepresentat en tots
els casos per sota del 7% d’abundancia relativa, mentre Bacillus es veu
sobrerepresentat amb valors per sobre de 30% (Figura 21B). A grans trets, les

estratégies metagenomiques aconsegueixen una bona classificacid
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d’Staphylococcus amb unes mitjanes de 12,93% en el cas ’EPI2ME-WIMP i
de 18,12% en EPI2ME-16S; i Enterococcus amb 6,6% i 8,75% respectivament.

D’igual manera que s’ha detallat amb les dades d’Illumina, en les dades de
ONT tampoc s’ha pogut identificar correctament l'abundancia de les
Enterobacteria, que queden amb percentatges per sota del 2%. Trobem el

mateix amb les Pseudomones en el cas de la plataforma ONT.

Aixi, la principal diferéncia entre les dues alternatives metagenomiques és
que EPI2ME-16S assoleix una millor identificacio dels géneres Lactobacillus
i Listeria. De fet, una prova chi-quadrat per comprovar l'ajust de cada
estratégia amb les abundancies esperades revela una millor classificacio en el
cas de EPI2ME-16S amb un estadistic de 97,44, mentre EPI2ME-WIMP
presenta un 107,10. Les estratégies basades en 'entorn QIIME2 segueixen el
mateix perfil observat en els filums i la suma de quadrats queda molt més

elevada (137,89 per a 20NT i 131,38 per a MetONTIIME).
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Figura 20. Abundancia relativa dels filums identificats en la mock community per les
estrategies d’analisi de les dades generades per la plataforma de seqiienciaciéo ONT. La
primera columna correspon als percentatges esperats en la mock community segons la seva
composici6 bacteriana. Es mostren dos répliques per a cada estratégia d’analisi.
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Figura 21. Abundancia relativa de les families (A) i géneres (B) bacterians identificats
en la mock community per les estratégies d’analisi de les dades generades per la
plataforma de seqiienciacié ONT. La primera columna correspon als percentatges esperats
en la mock community segons la seva composicié bacteriana. Es mostren dues répliques per a
cada estratégia d’analisi.
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Aquests resultats demostren que, tot i presentar una classificacié menys
ajustada a la de la plataforma I[llumina, tots els bacteris presents a la mock
community han estat ben identificats per la plataforma ONT, pero que
aquesta presenta problemes per identificar correctament les seves
abundancies relatives. L’estratégia que millor s’ajusta a els resultats desitjats
és 'analisi metagenomica amb el software EPI2ME-16S i, per aquest motiu,
s’ha escollit com métode d’analisi per a les mostres seminals, sempre tenint
en compte les peculiaritats en I'assignacio de les abundancies relatives. Igual
que per a la plataforma d'Tllumina, la familia Enterobacteria tampoc s’ha
identificat correctament. Aixo refor¢a la hipotesi de que la metodologia
d’extraccio i amplificaci6 del gen representa una limitacié per a la

identificacio d’aquest taxd.
4.4. Objectiu 4: Caracteritzacié bacteriana del semen

La composicié bacteriana del liquid seminal s’ha valorat emprant les dues
plataformes de seqiienciacié i l'analisi informatic més adient segons les
conclusions extretes a la seccié anterior. El numero de reads obtinguts a

partir de la seqiienciacié i amb qualitat suficient per a ser alineats es mostren
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Figura 22. Distribucio del nimero de lectures obtingudes amb bona qualitat per cada
plataforma de seqiienciacid. Corresponen al total de reads utilitzats per a 'alineament contra
la base de dades de referéncia, després del procés de filtrat de qualitat.
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a la figura 22. Els resultats mostren que el nimero de lectures en els controls
negatius (només seqiienciats per Illumina) és significativament inferior que
en les mostres seminals, el que suggereix que la probabilitat de contaminacié
bacteriana externa que alteri els resultats és molt baixa. Tot i aix0, es mostren

a la figura 23 els bacteris identificats en cada control negatiu.

Problemes en l'eficiéncia de seqiienciaciéo d’'una flow cell de la plataforma
ONT no van permetre la valoracié dels resultats de quatre mostres de
pacients infeértils i quatre mostres de donants amb fertilitat provada. Aixi, els
resultats de la plataforma ONT compten amb 38 pacients infertils i 10

donants control.

A nivell de filum, la microbiota seminal de les mostres en estudi es composa
principalment de quatre grups taxonomics: Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria i Bacteroidetes (ordenats per abundancia relativa general).
Tots quatre filums representen més del 90% dels bacteris identificats tant

per la plataforma Illumina com per ONT, on el més abundant en tots dos
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Figura 23. Families bacterianes identificades en els controls negatius realitzats al llarg
del procediment de seqiienciacid. Es mostren set controls aleatoris de I'aire de la sala de
recollida de les mostres en ordre cronologic, tres controls de I'aire de I'interior de la cabina
d’extraccio d’ADN, dos controls del kit d’extraccié d’ADN i 3 controls del kit d’amplificacié
per PCR.

143



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

100

Firmicutes

Proteobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Altres

ID 18021
ID 18020
ID 18019
ID 18018
ID 18017
ID 18016
ID 18015
ID 18014
ID 18013
ID 18012
ID 18011
ID 18010
ID 18009
ID 18008
ID 18007
ID 18006
ID 18005
ID 18004
ID 18003
ID 18002
ID 18001
ID 17022
ID 17021
ID 17020
ID 17019
ID 17018
ID 17017
ID 17016
ID 17015
ID 17014
ID 17013
ID 17012
ID 17010
ID 17009
ID 17008
ID 17007
ID 17006
ID 17005
ID 17004
ID 17003
ID 17002
ID 17001
CON 14
CON 13
CON 12
CON11
CON 10
CON 09
CON 08
CON 07
CON 06
CON 05
CON 04
CON 03
CON 02
CONO1

B

Proteobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes

Firmicutes
Altres

100 ID 18021
ID 18020
ID 18018
ID 18017
ID 18016
0 ID 18015
ID 18014
ID 18013
ID 18012
ID 18010
ID 18009
ID 18007
ID 18006
ID 18005
ID 18004
ID 18003
ID 18002
ID 18001
ID 17022
ID 17021
ID 17020
ID 17019
ID 17018
ID 17017
ID 17016
ID 17015
ID 17014
ID 17013
ID 17012
ID 17010
ID 17009
ID 17008
ID 17007
ID 17006
ID 17005
ID 17004
ID 17002
ID 17001
CON 10
CON 09
CON 08
CON 07
CON 06
CON 05
CON 04
CON 03
CON 02
CON 01

Figura 24. Mapa de calor de les abundancies
relatives dels filums bacterians identificats en
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infertils (ID) i individus control (CON) analitzades
per la plataforma Illumina (A) i Oxford Nanopore
Technologies (B).

144



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

casos és el filum Firmicutes que representa aproximadament el 60% del total
(Figura 24). Firmicutes és un grup de bacteris generalment grampositius amb
grans parets cel-lulars i formes de bacil i coc. Les Proteobacteries son el filum
més extens i divers, caracteritzat per presentar unicament bacteris
gramnegatius amb parets cel-lulars formades per lipopolisacarids. El filum
Actinobacteria esta integrat per bacteris grampositius predominantment
aerobis amb forma de bacil o filamentosos. Finalment, Bacteroidetes conté
bacils gramnegatius no esporulats amb formes diverses (Madigan et al.,

2015).

Aquesta composicio a nivell de filum i 'abundancia dels mateixos sembla
estar en consonancia amb estudis anteriors (Mandar et al., 2017; Chen et al.,
2018; Monteiro et al., 2018; Baud et al., 2019; Yang et al., 2020; Lundy et al.,
2021).

4.4.1. Geéneres i families bacterianes identificades per lllumina

De forma general, els géneres bacterians més abundants en les mostres
seminals analitzades per la plataforma Illumina s6n Finegoldia, Peptoniphilus
i Anaerococcus, tots tres de la familia Peptoniphilaceae, seguits dels geéneres
Campylobacter, Streptococcus, Staphylococcus, Moraxella, Prevotella,
Ezakiella, Corynebacterium i Lactobacillus (Figura 26A). Aquests 11 géneres
suposen el 75,24% de tots els reads classificats, amb una abundancia global

minima d’un 3%.

Paral-lelament, les 10 families bacterianes més abundants corresponen a les
families a les quals pertanyen els géneres anteriors (Figura 29), amb la
excepcio de Peptostreptococcaceae i Veillonellaceae. Aquestes dues families
inclouen molts géneres bacterians presents en quantitats menors a les dels
geéneres especificats en el paragraf anterior (Figura 25A). Aquestes 10
families més abundants suposen el 77,58% dels reads classificats a totes les

mostres seminals, totes amb una abundancia relativa global per sobre del 3%.
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Figura 25. Mapa de calor de les abundancies
relatives de les families bacterianes
identificades a les mostres seminals. Es mostren
les dades d’individus infértils (ID) i individus control
(CON) analitzades per la plataforma Illumina (A) i
Oxford Nanopore Technologies (B).
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Nanopore Technologies (B).
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Figura 26. Mapa de calor de les abundancies
relatives del géneres bacterians identificats a
les mostres seminals. Es mostren les dades
d’individus infértils (ID) i individus control (CON)
analitzades per la plataforma Illumina (A) i Oxford
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4.4.2. Generes i families bacterianes identificades per ONT

En conjunt, els generes bacterians més abundants identificats per la
plataforma ONT en les mostres seminals son Peptoniphilus, Finegoldia,
Lactobacillus, Campylobacter, Prevotella, ~Anaerococcus, Ezakiella,
Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Ralstonia i Dialister, en ordre
descendent d’abundancia (Figura 26B). Tots 12 géneres agrupen el 75,64%

de tots els reads classificats, amb una abundancia global minima d’un 2%.

Les families bacterianes identificades com a més abundants també
coincideixen amb els géneres descrits, perd addicionalment s’inclou la
familia Enterobacteriaceae (Figura 25B). El 77,09% dels reads han estat
classificats en aquestes 10 families, cadascuna amb una abundancia relativa

global per sobre del 2%.

. o 7

4.4.3. Visio global de la composicié microbiana seminal

Els resultats de la composicio ONT

bacteriana de les mostres seminals

extrets de les dues plataformes de
seqlienciacio presenten forga
similituds. L’analisi d’Illumina ha

arribat a identificar un total de 966

generes bacterians diferents, mentre NHlumina

ONT ha estat capag¢ d’identificar-ne Figura 27. Géneres bacterians identificats

en cada plataforma de seqiienciacio.
Totes dues plataformes presenten 638
géneres en comu.

1621, dels quals 638 sén comuns en

ambdues plataformes (Figura 27).

Tot i aixi, els géneres amb més baixa freqliencia poden ser artefactes de
seqiienciacio o de classificacio. Només 168 geéneres en el cas d’lllumina
(17,39% respecte dels 966 totals) i 124 en el cas de ONT (7,65% respecte
dels 1621 totals) contenen com a minim el 0,01% dels reads totals, dels quals

63 geéneres sén comuns. Per tant, ONT té una taxa més elevada de reads
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probablement classificats erroniament. En tots dos casos, més del 75% de les
lectures classificades corresponen als 11-12 géneres més abundants que,

gairebé en la seva totalitat, coincideixen en els dos métodes utilitzats.

Dins d’aquest 75%, els géneres comuns en ambdues plataformes son
Finegoldia, Peptoniphilus, Anaerococcus, Campylobacter, Streptococcus,
Staphylococcus, Prevotella, Ezakiella i Lactobacillus. Tots ells son géneres que
inclouen bacteris que habiten en condicions de nivells molt baixos d’oxigen,
ja siguin anaerobics estrictes (la familia Peptoniphilaceae i el geénere
Ezakiella), microaerofils (Campylobacter) o anaerobics facultatius. Son
habituals de membranes epitelials i mucoses, pel que freqlientment es poden
trobar a la pell o als tractes gastrointestinal i genitourinari. La majoria son
grampositius tret dels géneres Campylobacter i Prevotella i alguns s’han

descrit com a patdgens oportunistes.

Les abundancies relatives d’alguns dels géneres més freqiients divergeixen
segons la plataforma d’analisi. Per exemple, Moraxella i Corynebacterium,
malgrat identificar-se en les dues plataformes d’analisi, només es troben
entre els 11 géneres més representats en la plataforma Illumina. Per contra,
Bacillus, Ralstonia i Dialister, els quals formen part dels 12 géneres més
abundants segons la plataforma ONT, es detecten de manera menys freqiient
en la plataforma Illumina. Es interessant observar que la familia a la que
pertany Dialister, Veillonellaceae (Figura 29), si que és una de les families
més abundants identificades per Illumina, el que podria ser un reflex de

petits errors de classificacio en I'analisi d’'Illumina en aquest grup taxonomic.

Tot i aixo, les abundancies relatives de cada geénere descrit presenten
similituds entre Illumina i ONT, tal i com es pot observar a la figura 28. Tal
com han trobat altres autors, aquestes abundancies presenten una gran
variabilitat interindividual, fet que s’evidencia en la preséncia d’unes barres
d’error llargues i molts valors extrems (Hou et al., 2013; Mandar et al., 2017;

Baud et al,, 2019; Lundy et al., 2021).
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Respecte a la contaminacié bacteriana, el fet que en I'analisi dels controls
negatius s’hagi obtingut un nombre molt baix de lectures indica que la
probabilitat de contaminacié de les mostres és baixa (Figura 22). Si ens fixem
en la composicié bacteriana d’aquests controls (Figura 23) es pot extreure
que a la sala de recollida de la mostra hi ha preséncia de Peptoniphilaceae,
Moraxellaceae, Campylobacteraceae i Mycoplasmataceae; i a la cabina
d’extraccio hi ha Peptoniphilaceae i Moraxellaceae. D’aquests, I'inic bacteri
descrit a la bibliografia com a un contaminant habitual en medis de cultiu és
Mycoplasmataceae (Uphoff i Drexler, 2014), el qual no es troba en una
proporcié important en les mostres seminals. Respecte al “kitoma”, el kit
d’extracci6 sembla presentar unicament Peptoniphilaceae, la familia més
abundant identificada a les mostres seminals, mentre el kit de PCR presenta

Staphylococcaceae, Peptoniphilaceae i Actinomycetaceae.
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Figura 28. Distribucio de les abundancies relatives dels géneres més abundants presents
ales mostres seminals. En groc es representen els resultats de la plataforma Illumina i en verd
els de la plataforma ONT. *Lactobacillus en ONT presenta dos valors per sobre de 70% que no
es mostren a la grafica.
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Els resultats que s’han obtingut en aquest experiment sén també consistents
amb la bibliografia. Els tres géneres més abundants a les nostres dades
(Finegoldia, Peptoniphilus i Anaerococcus) també s’han descrit com a molt
rellevants en diversos estudis previs sobre microbiota seminal (Hou et al.,
2013; Weng et al., 2014; Mandar et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Baud et
al., 2019) tot i que en cap d’ells representaven els géneres més abundants.
De fet, Lactobacillus és el génere que s’ha identificat més freqiientment com
a predominant (Hou et al.,, 2013; Weng et al., 2014; Mandar et al., 2017;
Chen et al., 2018; Baud et al., 2019; Amato et al., 2020; Yang et al., 2020). En
el nostre cas, Lactobacillus representa un percentatge més baix d’abundancia
relativa, fet també observat per Monteiro i Lundy (Monteiro et al., 2018;
Lundy et al., 2021); amb excepcié d’alguns pocs individus que presenten

percentatges molt elevats d’aquest génere (Figures 26 i 28).

Dins la classe Bacilli també s’han destacat Streptococcus i Staphylococcus
com a geéneres recurrents en el plasma seminal (Hou et al., 2013; Weng et al.,
2014; Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018; Monteiro et al., 2018; Baud et
al., 2019), contrariament al geénere Bacillus identificat per ONT en les nostres
mostres i que només ha estat descrit com a rellevant per Chen (Chen et al.,
2018). Dialister i la seva familia Veillonellaceae, també s’han descrit
freqlientment, perd amb abundancies més contingudes com en el nostre cas
(Hou et al., 2013; Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018; Baud et al., 2019;
Yang et al, 2020; Lundy et al, 2021). Finalment, I'ultim Firmicutes
identificat a les nostres dades, Ezakiella, no ha estat mai detectat en mostres
seminals. Les diferencies observades en tots aquests treballs podrien atribuir-
se a diferents factors, desconeguts a dia d’avui, perd que podrien tenir relacio
amb variables com la metodologia emprada, la regi6 geografica de les
mostres recollides i les seves condicions ambientals, l'activitat sexual dels

individus estudiats o, inclus, I'estil de vida i la dieta.

Els Proteobacteria més rellevants en el nostre analisi han estat Campylobacter,

Moraxella i Ralstonia. D’aquests, Campylobacter és el que s’ha descrit amb
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més freqiiéncia (Weng et al., 2014; Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018;
Baud et al., 2019). Ralstonia també s’ha arribat a aillar, perd només I'estudi
de Hou i col-laboradors en destaca la seva abundancia (Hou et al., 2013).

Moraxella només s’ha destacat en grups amb elevada viscositat (Monteiro et

al.,, 2018).

Els nostres resultats mostren que el génere més representatiu del filum
Actinobacteria és Corynebacterium. Aixo coincideix amb les observacions
publicades per altres autors (Hou et al., 2013; Weng et al., 2014; Mdndar et
al., 2017; Chen et al., 2018; Monteiro et al., 2018; Baud et al., 2019; Amato
et al., 2020; Lundy et al., 2021). El génere Prevotella, principal membre del
filum Bacteroidetes, és un dels bacteris més recurrents en la bibliografia,
associat amb freqiiéncia a mala qualitat seminal (Hou et al., 2013; Weng et
al., 2014; Mandar et al., 2017; Chen et al., 2018; Baud et al., 2019; Amato et
al., 2020; Yang et al., 2020; Lundy et al., 2021).

Alguns dels bacteris identificats en aquest experiment pertanyen també a la
microbiota genital femenina. El grup taxonomic predominant al tracte
vaginal és Lactobacillus, tot i que també s’hi ha trobat Prevotella, Dialister,
Peptoniphilus, Anaerococcus, Ezakiella i Finegoldia. (Ravel et al., 2011; Gajer
et al., 2012; Human Microbiome Project Consortium, 2012b; Mandar et al.,
2015; Diop et al., 2017; Koedooder et al., 2019). Al cérvix hi ha preséncia de
Lactobacillus, Staphylococcus i Streptococcus (Koedooder et al, 2019).
Aquestes coincidéncies podrien ser evidéncies d’'una possible relacié entre
les microbiotes masculina i femenina i fan interessant estudiar les possibles
interaccions entre les dues poblacions bacterianes d’una parella sexualment

activa.
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4.5. Objectiu 5: Estudi de relacié entre la microbiota seminal i la

infertilitat

La relacid entre la microbiota seminal i la infertilitat masculina s’ha valorat a
diferents nivells a través de les abundancies relatives de cada grup bacteria.
En primer lloc s’han estudiat les diferéncies d’abundancies entre els grups
clinics presents a 'estudi per, a continuacio, fer un estudi de correlacié amb

els parametres seminals i espermatics.

Ates que els resultats de 'objectiu 3 de la plataforma Illumina han estat molt
més precisos que els de ONT en quant a les abundancies relatives bacterianes
i que es van descartar vuit mostres de la plataforma ONT per problemes
d’eficiéncia, es van realitzar els estudis de relacio amb la fertilitat utilitzant
les dades extretes per Illumina per tal d’evitar biaix i disposar de tota la

informacio possible.
4.5.1. Microbiota seminal, edat i habits de consum

L’edat pot ser un factor important que influeix en la microbiota i, per aquest
motiu, s’ha realitzat un estudi de correlacié per conéixer quins grups
bacterians hi poden estar influenciats. Un test de correlacié d’Spearman
mostra que les families Thermoanaerobacteraceae i Tissierellaceae i els
géneres Gardnerella i Tepidanaerobacter presenten una correlacio positiva
amb l'edat. Paral-lelament, els géneres Veillonella i Brevundimonas presenten
una correlacié negativa. Els grups clinics d’aquest estudi presenten unes
edats de 36,67 [30-48] per al grup dels individus fertils, 29,00 [25-40] per al
grup dels individus de poblacio general i 39,62 [26 - 48] per al grup d’infértils.
Aixi, tot i que els rangs son bastant semblants en els tres casos, el grup de
poblacio general presenta una edat mitjana significativament més baixa que
la resta, pel que els bacteris descrits a dalt podrien presentar abundancies

relatives esbiaixades.
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Respecte al consum d’estupefaents, els individus fumadors presenten
diferéncies en dos géneres de la familia Veillonellaceae (Veillonella i
Megasphaera) i en el geénere Filifactor. De tota la mostra poblacional
seleccionada, només 7 individus son fumadors. També s’'observen diferéncies
entre els individus que prenen poc o molt alcohol per al geéneres
Brevundimonas, Flavobacterium i Sphingomonas, els quals no estan
directament relacionats amb begudes. La distribuci6é de consum de begudes

alcoholiques en la mostra seleccionada és homogeénia en tots els grups.

El consum de cafeina sembla ser el factor amb més repercussio sobre la
abundancia relativa de la microbiota. Entre els grups d’individus que
consumeixen un café o beguda amb cafeina al dia i els que en consumeixen
més d’'un al dia es troben diferéncies en el filum Bacteroidetes, les families
Prevotellaceae, ~Mycoplasmataceae, Bacteroidaceae, Lachnospiraceae,
Erysipelotrichaceae, Hungateiclostridiaceae i els geéneres Finegoldia,
Prevotella, Ralstonia, Gardnerella, Bacteroides, Schaalia i Actinotignum. Un
estudi de correlacio entre la quantitat de cafeina diaria en mg i les
abundancies relatives mostra relacions positives amb Prevotella,
Gardenerella, Deinococcus i Aerococcus, i relacions negatives amb Finegoldia,
Cutibacterium, Paracoccus i Kocuria. Estudis recents han descrit com la
cafeina modula la composicié de la microbiota intestinal (Nishitsuji et al.,
2018; Gonzélez et al., 2020) perod encara no es coneixen els mecanismes pels
quals aixo succeeix. Algunes hipotesis apunten a I'efecte de la cafeina sobre
la secrecid de citocines que regulen la inflamaci6 (Vitaglione et al., 2010)
pero també podrien estar-hi implicats altres components del café com els
fenols, els quals afavoririen determinats bacteris amb capacitat de
metabolitzar-los (Aura, 2008). Alguns fenols, a més, han estat relacionats
tant positiva com negativament amb l'estrés oxidatiu i la fragmentacio
d’ADN (Allai et al., 2016; Kiwitt-Cardenas et al., 2021; Simas et al., 2021). En
tot cas, la distribucié de consum de cafeina en la mostra poblacional

seleccionada és homogenia en tots els grups.

155



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

4.5.2. Microbiota seminal i grups clinics

Les mostres seminals recollides en aquest estudi han estat classificades,
segons el fenotip dels individus, en tres grups: controls amb fertilitat provada
(fertils), donants de poblacié general amb fertilitat no provada (general) i
pacients infertils idiopatics (infértils). Les diferéncies entre grups han estat

valorades amb una prova U de Mann Whitney.

Taula 15. Abundancies relatives medianes dels grups bacterians significativament
diferents entre els grups d’individus fértils i de poblacié general. Les abundancies relatives
es mostren en percentatges.

Fertils General
Filums
Proteobacteria 25,69 9,33
Deinococcus-Thermus 0,001 0,006
Families
Moraxellaceae** 10,12 0,03
Rhodobacteraceae 0,41 0,00
Paenibacillaceae** 0,01 0,05
Enterococcaceae 0,01 0,02
Deinococcaceae 0,000 0,004
Géneres
Moraxella** 9,95 0,00
Sphingomonas 0,09 0,00
Megasphaera 0,002 0,060
Paenibacillus** 0,01 0,04
Enterococcus 0,01 0,02
Propionimicrobium 0,003 0,012
Deinococcus 0,000 0,004

**p-valor < 0,01

156



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

El grup de fertils i el grup gener al  Taula 16. Abundancies relatives medianes dels
. grups bacterians significativament diferents
presenten diferéncies entre ells a  entre els grups d’individus fertils i infeértils. Les

. . abundancies relatives es mostren en percentatges.
tots els nivells taxonomics. A

nivell de filum, els individus Fertils Infértils

fertils presenten uns nivells  families

significativament més alts de Moraxellaceae 1012 037
Proteobacteria i significativament Bacillaceae 0,07 0,19
més baixos de Deinococcus- o

Paenibacillaceae 0,01 0,04
Thermus (Taula 15). No obstant,

Enterococcaceae 0,00 0,01
Deinococcus-Thermus presenta

. Deinococcaceae 0,000 0,001
abundancies per sota de 0,05%
\ Géneres

en aquests grups. Els géneres amb
un p-valor per sota de 0,01 sén Moraxella 9,952 0,003
Moraxella i Paenibacillus, també Cutibacterium** 0,14 0,21
molt significatius a nivell de Rhodopseudomonas 0,000 0,001
familia. D’aquests, Moraxella és el **p-valor < 0,01

que presenta unes diferéncies més notories, observant-se en un 9,95% de
mediana en els individus fertils i estant practicament absent en el grup

general.

Entre els grups de fertils i infertils, diverses families bacterianes presenten
diferéncies d’abundancia (Taula 16). Entre elles, hi trobem també
Moraxellaceae i Paenibacillaceae. Pero les diferéncies estadisticament més
significatives les trobem amb el génere Cutibacterium, amb més preséncia en
individus infertils, al igual que Rhodopseudomonas. També s’observen

diferéncies en el génere Moraxella.

El grup general i el grup d’infeértils presenten diferéncies menys significatives
que les trobades en les comparacions anteriors. Només les families
Propionibacteriaceae i Rhodobacteraceae, i els géneres Moraxella,

Paenibacillus i Deinococcus, presenten diferéncies (Taula 17).
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Taula 17. Abundancies relatives medianes dels
grups bacterians significativament diferents entre
els grups d’individus general i infertils. Les
abundancies relatives es mostren en percentatges.

General Infertils

Families
Propionibacteriaceae 0,14 0,73
Rhodobacteraceae 0,00 0,01
Géneres
Paenibacillus 0,04 0,03
Deinococcus 0,004 0,001
Moraxella 0,000 0,003

Taula 18. Abundancies relatives medianes dels
grups bacterians significativament diferents entre
els grups d’individus control i infertils. Les
abundancies relatives es mostren en percentatges. El
grup control inclou els grups de donants fertils i de
poblacio general, tal i com es descriu al contingut.

Control Infertils

Families
Propionibacteriaceae** 0,18 0,73
Géneres
Cutibacterium 0,01 0,21
Oligotropha 0,002 0,078

Rhodopseudomonas** 0,000 0,001

**p-valor < 0,01

Finalment, si s‘agrupen els
individus dels grups fertils i
general en un dunic grup
(control) i es contraposa amb
el grup d'infertils, es troben
diferencies molt significatives
en les abundancies de la
familia Propionibacteriaceae,
en especial en el seu génere
Cutibacterium. També hi ha
una diferéncia molt
significativa en el génere
Rhodopseudomonas,  només
present en alguns individus
infertils, i menys notoria en el

genere Oligotropha (Taula 18).

Sintetitzant, els resultats de les
comparatives realitzades ens
permeten concloure que, en
individus de fertilitat provada,
el génere Moraxella és troba en
altes proporcions, mentre que
shi troben reduides les
abundancies de les families

Bacillaceae i Paenibacillaceae.

Alguns dels pacients infertils idiopatics presenten també el génere Moraxella

en proporcions importants, pero la signatura microbiana caracteristica en

aquest grup és la presencia significativa de la familia Propionibacteriaceae

(principalment  Cutibacterium) i els

Rhodopseudomonas (Taula 18).
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4.5.3. Microbiota seminal i seminograma

Els parametres de qualitat seminal que s’han valorat en aquest estudi
mitjancant seminograma son el volum, el pH i la viscositat seminals i la
concentracio (i numero total), la motilitat (total i progressiva) i la morfologia
espermatiques. S’ha estudiat la correlacio entre aquestes variables i les
abundancies relatives de tots els grups bacterians amb una preséncia major

a 0,05% en almenys algun individu (Taula 19).

El volum seminal correlaciona positivament amb els géneres bacterians
Ralstonia, Bacillus i Steroidobacter, de manera que a més volum més
abundants sdn aquests bacteris. Per contra, el génere Janibacter presenta una

correlacio negativa i és més present en mostres amb volums baixos.

El pH seminal presenta una correlacié molt significativa amb la familia
Neisseriaceae, que també s’observa en el génere Neisseria. En aquest cas, a
major abundancia d’aquest génere, més elevat és el pH. Aquest génere
presenta un metabolisme on, a pH 7.2-8.0, el cicle de I'acid tricarboxilic no
és actiu i utilitza vies metaboliques alternatives (via d’Entner-Doudoroffi via
de les pentoses fosfat), el que produeix una acumulacié d’acetat en el medi i
un conseqient increment del pH (Morse i Hebeler, 1978). La familia
Leptotrichiaceae també correlaciona positivament amb el pH seminal,
quelcom contradictori amb la seva activitat metabolica eminentment
fermentativa amb productes acids com el lactic, acétic, formic o succinic

(Eisenberg et al., 2018).

S’han observat correlacions negatives amb la viscositat seminal a nivell de
familia i genere. La correlaci6 més significativa s’ha detectat amb
Comamonadaceae, una familia de bacteris gramnegatius generalment motils
flagel-lats (Willems i Gillis, 2015), que podrien veure’s afavorits per medis
més liquids on poder moure’s amb més llibertat. Altres families com
Pasteurellaceae i Promicromonosporaceae (concretament el seu génere

Xylanimonas) també s’observen en major abundancia relativa en medis

159



Microbiota seminal i Integritat de I’ADN espermatic

menys viscosos. Per una altra banda, dos géneres presenten també una
correlacio molt significativa: Ralstonia i Megasphaera, membres d’unes de les
families més abundants al semen, Burkholderiaceae i Veillonellaceae
respectivament. Algunes espécies de Ralstonia presenten motilitat flagel-lar
i d’altres produeixen hidrogenases (Yabuuchi et al., 2015). Diversos estudis
demostren com diversos tipus d’hidrolases poden reduir la viscositat seminal,
via activitat enzimatica, tant en models animals com en huma (Bravo et al.,
2000; Kershaw-Young et al., 2013; Ansari et al., 2018; Nosi et al., 2019).
Sobre Megasphaera, se sap que no presenta activitat hidrolitica quan s’ha
aillat en gelatines i llet, pero en canvi secreta alguns acids com l'acid acétic,
propionic, butiric o valeric, que resulten del seu metabolisme (Marchandin
et al., 2015). Aquests acids podrien actuar sobre el liquid seminal degradant
alguns dels seus components fibrosos, resultant en una menor viscositat de
I'ejaculat. Hi ha altres géneres que també correlacionen negativament amb
la viscositat, perd no d'una manera tant significativa. Entre ells, destaquen
Finegoldia, Schaalia i Aerococcus, dels quals també s’ha descrit que poden

secretar acids com a producte metabolic (Collins i Falsen, 2015; Ezaki, 2015).

Els resultats obtinguts mostren que el nombre total de gametes d’'una mostra
no correlaciona amb cap grup taxonomic bacteria. En canvi, s’han trobat
correlacions negatives entre la concentracié espermatica, les families
Paenibacillaceae  (concretament amb el geénere Paenibacillus) i
Lachnospiraceae i amb el geénere Ralstonia. Aquest tltim també presenta una
correlacio positiva amb el volum seminal. Aixi, a major volum seminal, més

abundancia de Ralstonia i menor concentracio espermatica.

La motilitat espermatica es pot valorar en general o segons la seva qualitat,
motiu pel qual s’han utilitzat tant la motilitat total com la progressiva per
valorar associacions amb la microbiota. En el nostre estudi, la motilitat total
ha correlacionat positivament i de manera molt significativa amb el génere
Filifactor. Els bacteris que hi pertanyen secreten productes metabolics com

'acetat i el butirat, els quals formen part de sistemes i compostos que poden
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Taula 19. Correlacions entre els parametres del seminograma i els grups bacterians

Parametre Estadistic
Motilitat total Families
Bifidobacteriaceae 0,293*
Sphingomonadaceae -0,291*
Géneres
Filifactor 0,369**
Motilitat progressiva Families
Propionibacteriaceae 0,290%*
Caulobacteraceae 0,331*
Bifidobacteriaceae 0,362%*
Géneres
Peptoniphilus -0,306*
Gardnerella 0,289*
Flavobacterium 0,292%*
Morfologia Families
Moraxellaceae 0,351*
Oxalobacteraceae 0,374*
Bifidobacteraceae -0,326*
Deinococcaceae -0,384**
Erwiniaceae -0,360%*
Géneres
Moraxella 0,357%*
Massilia 0,337*
Gardnerella -0,417%**
Deinococcus -0,384**
Gemella -0,325%*

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01
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Parametre Estadistic
Volum Géneres
Ralstonia 0,307*
Bacillus 0,284*
Steroidobacter 0,272*
Janibacter -0,266*
pH seminal Families
Neisseriaceae 0,345**
Leptotrichiaceae 0,291*
Géneres
Neisseria 0,332*
Viscositat seminal Families
Comamonadaceae -0,386**
Pasteurellaceae -0,309*
Promicromonosporaceae -0,325%*
Géneres
Finegoldia -0,268*
Ralstonia -0,346**
Schaalia -0,289*
Aerococcus -0,290%*
Xylanimonas -0,325%*
Megasphaera -0,356**
Concentracid espermatica Families
Paenibacillaceae -0,336*
Lachnospiraceae -0,341*
Géneres
Paenibacillus -0,328*
Ralstonia -0,322*
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modular la capacitacié i I'activitat dels espermatozoides (Alhaj et al., 2018;
Kurata et al., 2019; Mizera et al., 2019). A nivell de familia, s’ha trobat que
els Bifidobacteriaceae correlacionen positivament amb la motilitat total i,
especialment, amb la motilitat progressiva. Aquest fet ja s’havia documentat
previament en estudis que analitzaven I'efecte sobre la qualitat seminal de
determinats probiotics antioxidants, entre els quals s’incloia Bifidobacteria
(Valcarce et al., 2017, 2019). Aquests bacteris amb propietats antioxidants
podrien mitigar la produccié de ROS mitocondrial espermatica, tot i que es
desconeix el mecanisme molecular involucrat, requerint estudis especifics
sobre aquesta qiiestid. No obstant, la bibliografia analitzada també presenta
resultats contradictoris entre diferents grups de recerca sobre la relacio
d’altres generes de la familia Bifidobacteriaceae, com Gardnerella, amb la
motilitat (Weng et al,, 2014; Lundy et al, 2020). En la nostra analisis,

Gardnerella correlaciona positivament amb la motilitat progressiva.

Fora dels Bifidobacteriaceae, la familia dels Propionibacteriaceae i la dels
Caulobacteraceae, juntament amb el génere Flavobacterium, també
correlacionen de manera positiva amb la motilitat progressiva. En el cas de
Propionibacteriaceae, alguns estudis han associat la seva preséncia a una
bona qualitat seminal (Weng et al., 2014; Yang et al., 2020). Paral-lelament,
s’observa una correlacié negativa de la motilitat total amb la familia
Sphingomonadaceae i de la motilitat progressiva amb el génere Peptoniphilus,

un dels més abundants en les mostres seminals segons aquest estudi.

Finalment, la morfologia espermatica ha correlacionat amb alguns grups
bacterians, destacant una correlacié negativa molt significativa amb la
familia Deinococcaceae (especialment el génere Deinococcus) i el génere
Gardnerella. També hi ha bacteris que correlacionen positivament com els
generes Moraxella i Massilia, també observable a nivell de familia. Es fa dificil
explicar el significat biologic d’aquesta correlacio, pel que serien necessaris
estudis addicionals que esclareixin el paper de la microbiota sobre la

morfologia espermatica.
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4.5.4. Microbiota seminal i integritat de ’ADN espermatic

La integritat de 'ADN s’ha valorat segons tres factors: I'estrés oxidatiu,
mesurant el potencial oxidant-reductor a través de l'aparell MiOXSYS
(sORP); I'estat de compactaci6 de la cromatina, amb el test de cromomicina
A3 (CMA3); i la fragmentacié de 'ADN espermatic, avaluat amb els assaigs
TUNEL i Comet. Sha estudiat la correlacié entre aquestes variables i les
abundancies relatives de tots els grups bacterians amb una preséncia major

a 0,05% en almenys algun individu (Taula 20).

Taula 20. Correlacions entre els parametres d’integritat de ’ADN i els grups bacterians

Parametre Estadistic
sORP Families
Paenibacillaceae 0,323*
Géneres
Brevundimonas -0,280*
Paenibacillus 0,321*
Megasphaera 0,297*
Rhodopseudomonas 0,310*
Oligotropha 0,279*
CMA3 Families
Sphingomonadaceae 0,301*
Paenibacillaceae -0,390**
Géneres
Ralstonia -0,326*
Bacillus -0,284%*
Schaalia 0,353**
Paenibacillus -0,358**
Sphingomonas 0,281*

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01
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Parametre Estadistic
TUNEL Families
Caulobacteraceae -0,376**
Géneres
Brevundimonas -0,365**
Oligotropha -0,270*
Comet alcali Families
Moraxellaceae -0,288*
Lactobacillaceae -0,285*
Thermoanaerobacteraceae 0,294*
Géneres
Moraxella -0,343**
Lactobacillus -0,280%*
Cutibacterium -0,298*
Murdochiella 0,282*
Acinetobacter -0,266*
Brevundimonas -0,292*
Flavobacterium -0,317*
Sphingomonas -0,296*
Tepidanaerobacter 0,272*
Comet alcali (OTM) Families
Rhodobacteraceae -0,317%*
Géneres
Moraxella -0,319%*
Flavobacterium -0,307%*
Sphingomonas -0,312*
Enterococcus 0,279*

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01
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Parametre Estadistic
Comet neutre Families
Paenibacillaceae ,290*
Enterococcaceae ,304*
Géneres
Mobiluncus ,289%*
Gemella ,308*
Brevundimonas ,274%*
Paenibacillus ,264*
Enterococcus ,288*
Comet neutre (OTM) Families
Burkholderiaceae 0,378**
Comamonadaceae 0,264*
Géneres
Ralstonia 0,282*
Cupriavidus 0,378**

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01

Els resultats indiquen que I'estrés oxidatiu mesurat en SORP correlaciona de
forma positiva amb dos geéneres de la familia Bradyrhizobiaceae, Oligotropha
i Rhodopseudomonas, i amb el génere Megasphaera de la familia
Veillonellaceae. Aquests grups bacterians desenvolupen una activitat oxidasa
a través, per exemple, d’enzims com 'acyl-CoA deshidrogenasa que podrien
provocar l'alliberament de ROS al medj, fet que es traduiria en un increment
de l'estrés oxidatiu. (DuPlessis et al, 1998; Imhoff, 2015; Meyer, 2015;
Muiioz et al., 2015). No obstant, un altre familia que també presenta una
correlacié positiva, els Paenibacillaceae, i el seu génere Paenibacillus,
presenten una activitat catalasa moderada, contradictoria amb l'increment

de 'estres oxidatiu (Priest, 2015; Dixit et al., 2018). La catalasa és un conegut
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enzim antioxidant present en el plasma seminal que elimina el peroxid
d’hidrogen del medi, reduint aixi I'estrés oxidatiu (Zini et al., 1993, 2000).
D’altra banda, el génere Brevundimonas correlaciona de manera inversa amb
I'sORP. Es possible, per tant, que aquest génere tingui efectes beneficiosos
per a la salut seminal. De fet, aquest geénere també es caracteritza per
presentar activitat catalasa pero, sobretot, per alliberar carotenoides a
I'ambient (Vancanneyt et al.,, 2015). Els carotenoides sén molécules amb
propietat antioxidant reconeguda (Liu et al., 2020). Si s'amplia l'estudi
realitzant una comparativa entre grups, prenent el valor de sORP de 1,34
mV/10%spermatozoides/ml com a punt de tall per diferenciar els individus
amb estres oxidatiu alterat (Agarwal et al., 2019a), I'analisi de les dades
mostra com els generes Aerococcus i Megasphaera es troben incrementats de
forma molt significativa (test U de Mann-Whitney amb p-valor < 0,01) en
individus amb sORP alterat, mentre que la preséncia de Brevundimonas és

significativament major en el grup amb sORP normal.

L’estat de compactacio de la cromatina espermatica presenta una correlacio
negativa molt significativa amb la familia Paenibacillaceae, concretament
amb el seu génere Paenibacillus. També s’observa amb Bacillus i Ralstonia.
Aquests tres géneres es troben en menor preséncia en aquells pacients en que
el percentatge de cel-lules positives en CMA3 ha superat el valor de tall del
35,5% i, per tant, presentaven compactacié anomala (Ribas-Maynou et al.,
2020). D’altra banda, I'estat de la cromatina presenta una correlacié positiva
amb Sphingomonadaceae i el seu génere Sphingomonas, pero de forma

especialment significativa amb el génere Schaalia (un Actinomycetaceae).

Respecte a la fragmentacio de '’ADN espermatic de cadena simple, i d’acord
amb els resultats observats per I'estrés oxidatiu, els resultats obtinguts per
I'assaig TUNEL correlacionen negativament amb la familia Caulobacteraceae
i el seu génere Brevundimonas. Oligotropha, en canvi, presenta correlacio
negativa amb TUNEL pero positiva amb el sORP. En comparar dos grups

d’individus, un amb baix i I'altre amb alt nivell de fragmentacié (=22,08%
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d’espermatozoides amb fragmentacié (Javed et al., 2019)), s'observa com
altres bacteris com Prevotella, Corynebacterium, Anaerococcus, Gemella i
Paenibacillus també es troben relacionats de manera inversa amb els

resultats de TUNEL.

Per la seva banda, els resultats obtinguts en I'analisi del Comet alcali mostren
un major nombre de géneres que correlacionen negativament amb la
preséncia de trencaments de cadena simple: Moraxella (i la seva familia),
Lactobacillus (i la seva familia), Cutibacterium, Acinetobacter,
Brevundimonas, Flavobacterium, Sphingomonas i Enterococcus. També
s'observa una  correlaci, en aquest cas  positiva, amb
Thermoanaerobacteriaceae, Murdochiella i Tepidanaerobacter. En comparar
dos grups d’individus, un amb baix i I'altre amb alt nivell de fragmentacié
(>45% d’espermatozoides amb fragmentacioé (Casanovas et al., 2019)), la
presencia de Moraxella i Sphingomonas mostra diferéncies significatives, de
manera que en individus amb fragmentacié elevada, aquests dos géneres es

troben infrarepresentats.

Finalment, la fragmentacié de 'ADN espermatic de cadena doble mesurada
amb l'assaig Comet neutre presenta correlacions positives molt significatives
amb la familia Burkholderiaceae (i els seus géneres Ralstonia i Cupriavidus) i
més debils amb Paenibacillaceae (i el génere Paenibacillus), Enterococcaceae
(i el génere Enterococcus), Mobiluncus, Brevundimonas i Gemella. Aquest
ultim génere també es detecta de manera diferencial entre els grups de baixa
i alta fragmentacio, determinats a partir d'un punt de tall de 48%

d’espermatozoides afectats (Casanovas et al., 2019).
4.5.5. Implicacié dels bacteris en la infertilitat masculina

El conjunt dels nostres resultats mostren que la microbiota seminal presenta
una composicié molt diversa, amb multitud de grups taxonomics diferents.

Un estudi pioner de la relacié d’aquests bacteris amb els parametres seminals
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associats a infertilitat masculina ens ha permeés detectar alguns grups

bacterians amb potencial per produir un efecte sobre la fertilitat masculina.

El filum bacteria més nombrés al liquid seminal és Firmicutes. Algunes de les
seves families més representatives son bones candidates a presentar un rol
en el manteniment o l'afectacié de la capacitat fertil del pacient. Dins la
familia més abundant a les mostres seminals estudiades, Peptoniphilaceae, el
génere Peptoniphilus podria tenir un efecte negatiu sobre la motilitat
espermatica progressiva. La viscositat seminal també sembla presentar una
relacié amb el genere Finegoldia, no obstant, totes les correlacions trobades
amb altres families i geéneres bacterians (Comamonadaceae, Megasphaera,
Ralstonia, Schaalia, entre d’altres) han resultat de caracter negatiu, pel que
possiblement, un medi més liquid afavoriria un millor creixement en aquests
bacteris. Un medi liquid facilitaria la motilitat de les especies mobils,
afavorint 'obtencié de nutrients i permetent aixi la seva proliferacio. A més,
alguns d’aquests géneres podrien actuar directament sobre la viscositat del
medi a través de la produccié d’acids o enzims hidrolases, que actuarien
sobre el proteinoma del liquid seminal afavorint la seva liqiiefaccio

(Kershaw-Young et al., 2013; da Fonseca Junior et al., 2020; Rateb, 2021).

De tots els bacteris que conformen el filum Firmicutes, els que presenten una
major probabilitat de tenir una relacioé directa amb la fertilitat serien el grup
dels Bacilli. Les families Bacillaceae i Paenibacillaceae o alguns dels seus
géneres apareixen amb freqiiéncia com a factors de mala qualitat espermatica,
amb correlacions negatives amb la morfologia, la concentracid, la
fragmentacié d’ADN de doble cadena i I'estres oxidatiu. Un cas particular és
el geénere Lactobacillus. La bibliografia mostra resultats contradictoris
respecte el paper d’aquest génere en la qualitat seminal. Alguns autors han
descrit una disminucid de Lactobacillus en homes infertils amb problemes
de motilitat espermatica o hiperviscositat seminal viscositat (Weng et al.,
2014; Mandar et al., 2017; Monteiro et al., 2018; Baud et al., 2019). Per contra,

altres autors troben un increment daquest génere en pacients

169



Microbiota seminal i Integritat de ’ADN espermatic

astenozoospeérmics i azoospérmics (Hou et al., 2013; Chen et al., 2018; Yang
et al., 2020). En el present estudi, s’ha observat que mostres amb una elevada
abundancia relativa d’aquests bacteris presentaven una reduccié de la
fragmentacié d’ADN espermatic de cadena simple. Una possible explicacié
d’aquest efecte protector de Lactobacillus seria la produccio de SCFA
caracteristica d’aquests bacteris. Aquests SCFA podrien presentar un efecte
antioxidant, a través de la prevencié de la peroxidacié lipidica de la
membrana espermatica (Barbonetti et al., 2011; Markowiak-Kope¢ i Slizewska,
2020), fenomen que provoca porus a la membrana cel-lular, debilitant-la i
fent-la més permeable a molécules com les ROS, afavorint la seva arribada al
nucli i el dany a ’ADN. L’efecte final dels SCFA seria una reduccié de I'estrés

oxidatiu sobre el material genétic de I'espermatozoide.

Entre els Firmicutes que semblen tenir un efecte negatiu sobre la integritat
de 'ADN espermatic hi trobem Megasphaera. Aquest génere de la familia
Veillonellaceae, es troba incrementat en mostres amb elevat estrés oxidatiu i,
en general, en individus infertils. La seva produccié d’acyl-CoA
deshidrogenases (DuPlessis et al.,, 1998) podria incrementar els nivells de
ROS en el plasma seminal i augmentar el risc de dany a TADN espermatic.
Finalment, s’observa la preséncia incrementada d’Enterococcus en mostres
amb un grau elevat de fragmentacié d’ADN de cadena simple i doble. Aquests
resultats concorden amb els publicats per altres grups d’investigacio en casos
de bacteriospérmia o assaigs in vitro (Zeyad et al., 2018; Duracka et al., 2019;

Lietal, 2019).

Malgrat els Firmicutes sén la familia més abundant, el filum Proteobacteria
sembla ser el que presenta més relaci6 amb els parametres seminals i
espermatics, amb un efecte majoritariament beneficids. El genere Moraxella
i la seva familia, amb gran presencia a les mostres estudiades, s’ha trobat en
elevada proporci6é principalment en mostres de pacients amb fertilitat
provada. Aquestes proporcions elevades, a més, s’han observat en aquelles

mostres que presentaven nivells baixos de fragmentacié d’ADN de cadena
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simple i millor morfologia espermatica. Aquest grup bacteria és comu en la
microbiota de mucoses, especialment en tracte respiratori i auditiu i només
unes poques espécies son patogéniques. De fet, diferents autors han destacat
que colonies estables de Moraxella es troben associades a bona salut tant a
les vies respiratories com al tracte intestinal i que és la seva desregulacié la
que produeix efectes patogénics (Clemente et al., 2012; Biesbroek et al.,

2014; Bosch et al., 2017; van den Munckhof et al., 2020).

La familia Burkholdiaceae, principalment representada per Ralstonia, es
relaciona, segons les nostres dades, amb una bona morfologia espermatica i
una bona compactacié de 'ADN, suggerint una efecte beneficiés. Tal com
s’ha comentat anteriorment, malgrat Ralstonia també es troba
correlacionada negativament amb la concentracié espermatica, es
correlaciona de manera positiva amb el volum. Concentracié i volum sén
parametres inversament relacionats, doncs a major volum menor pot ser la
concentracio cel-lular. No obstant, tant la familia Burkholdiaceae com la
Comamonadaceae, genéticament emparentades entre si, es troben
incrementades en pacients amb alt grau de fragmentacié d’ADN de doble
cadena. Yang i collaboradors, en analitzar el microbioma de pacients
astenozoospermics, identificaren una preséncia abundant de Ralstonia (Yang
et al., 2020), suggerint una relacié perjudicial entre aquest génere i la
motilitat espermatica. La falta de consens en aquests dos estudis fa necessari
incrementar la recerca enfocada en 'efecte d’aquest génere bacteria sobre els

parametres seminals.

Un altre Proteobacteria amb resultats potencialment beneficiosos és
Brevundimonas, un genere que s’ha observat amb més abundancia en
individus amb baix estrés oxidatiu, alta motilitat espermatica progressiva i
nivells baixos de fragmentaci6 d’ADN espermatic de cadena simple. Tots
aquests parametres estan intrinsecament relacionats entre ells i suggereixen
I'existéncia d’'un mecanisme causa-efecte (Taha et al., 2012; Peluso et al.,

2013; Ribas-Maynou i Benet, 2019). Com s’ha comentat previament,
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l'activitat catalasa i la produccid de carotenoides per part de Brevundimonas
podria contribuir a la reduccid de I'estrés oxidatiu seminal (Vancanneyt et al.,
2015; Liu et al.,, 2020), reduint aixi el dany que aquest provoca sobre la
membrana cel-lular per peroxidacié lipidica. Si aquesta peroxidaci6 succeis,
es produiria dany extensiu sobre '’ADN i la fragilitat de la membrana podria
afectar a la motilitat espermatica (Ribas-Maynou i Benet, 2019). Aquesta
podria ser una explicacié al fet que s’hagi observat una forta relacié negativa
entre la motilitat progressiva i el dany genétic oxidatiu (fragmentacio de
cadena simple) (Aitken i De Iuliis, 2010; Belloc et al., 2014; Evgeni et al.,
2015). Un resultat similar el trobem en Flavobacterium, inic génere
bacteria del filum Bacteroidetes que, segons els nostres analisis, presenta una
relacié potencial amb la fertilitat. Aquests bacteris es troben amb més
abundancia en individus amb nivells baixos de fragmentacié d’ADN de
cadena simple i una alta motilitat espermatica progressiva; i s’ha vist que
freqientment presenten activitat catalasa i produccié de carotenoides

(Bernardet i Bowman, 2015), igual que Brevundimonas.

Es important també assenyalar les aparents contradiccions que hem pogut
observar, respecte l'efecte de determinats grups bacterians Proteobacteria,
sobre marcadors de la fertilitat. La familia Sphingomonadaceae, per exemple,
presenta correlacié negativa amb els nivells de fragmentaci6 d’ADN
espermatic de cadena simple pero negativa amb la motilitat espermatica i el
grau de compactacié de la cromatina. La familia Bradyrhizobiaceae, per la
seva banda, es troba incrementat en pacients infertils amb estrés oxidatiu
perd correlacionat negativament amb els nivells de fragmentaci6 d’ADN
valorats per TUNEL. Tot aix0 ens indica la necessitat de continuar estudiant
el microbioma seminal, incrementant el nimero d’estudis i el niumero de
mostres analitzades per tal de conéixer millor el possible impacte que

podrien tenir aquestes dues families sobre la fertilitat masculina.

Finalment, dins el filum Actinobacteria destaca la relacié de Gardnerella i la

seva familia Bifidobacteriaceae amb una millor motilitat espermatica, tant
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total com progressiva, ja observada préviament per Weng i col-laboradors
(Weng et al., 2014). El seu efecte com a probiotic antioxidant pot ser el
responsable de la seva relacié amb la motilitat, com ja s’ha comentat amb
anterioritat. Pel que fa a Propionibacteriaceae, tot i trobar-se incrementat en
pacients infertils, també s’ha observat una relaci6 amb la motilitat
espermatica i baixos nivells de fragmentacié6 d’ADN de cadena simple. Per
contra, la familia Actinomycetaceae sembla incrementada en pacients amb
mala compactacio de la cromatina espermatica i alts nivells de fragmentacio
d’ADN de doble cadena. De fet, s’ha demostrat que els Actinomycetaceae son
productors d’isoprenoides (Kawasaki et al., 2003), i hi ha evidéncies de
I'efecte d’aquests isoprenoides sobre la integritat de 'ADN en cel-lules
tumorals (Mo i Elson, 1999). Sembla que, en concentracions adequades,
aquestes substancies ocasionen fragmentacio a ’ADN, induint apoptosi en el
model cel-lular emprat per aquests autors. Es possible, doncs, que la relacié
d’aquest grup bacteria amb la preséncia de fragmentaciéo d’ADN de cadena
doble pugui ser mediada pels isoprenoides que produeixen. Es necessiten

més estudis per acabar de determinar aquesta possibilitat.

Cal tenir molt en compte que, actualment, les limitacions metodologiques
afecten a la precisi6 dels estudis de la microbiota. La metodologia de
seqlienciacio, el fragment diana a estudiar, les diferents estrategies d’analisi
i altres variables fan que els resultats puguin variar entre grups d’investigacio.
De fet, prova d’aixo son les diferéncies observades entre els diferents estudis
realitzats sobre la microbiota seminal en quant a determinacié d’espécies
presents i efectes d’aquestes sobre parametres seminals. Per tot aixo, es fa
necessari plantejar estudis multiplataforma que permetin augmentar el
nombre mostral, de manera que es pugui obtenir informaci6 contrastada i

rellevant sobre el paper de la microbiota.

De moment, pero, els nostres resultats i els d’altres grups d’investigacid
aporten evidéncies sobre el paper de la microbiota seminal en la fertilitat

masculina. Tot i tenir una baixa biomassa, alguns d’aquests bacteris mostren
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una relacié consistent amb la seva activitat metabolica o enzimatica, a més
de correlacionar simultaniament amb diversos parametres que ja es troben
interrelacionats, com l'estreés oxidatiu, la fragmentaciéo d’ADN i la motilitat
espermatica. Els mecanismes a través dels quals interaccionen amb aquests
parametres seminals i espermatics sén encara desconeguts en la majoria dels
casos. Caldran estudis futurs dirigits a determinar l'efecte real de cadascun
dels bacteris identificats i les possibles aplicacions cliniques, tant
diagnostiques com de tractaments basats en probiotics, que puguin millorar

la qualitat seminal i les expectatives d’embaras.
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5. CONCLUSIONS
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BLOC 1: ESTUDI DE PARAMETRES SEMINALS | ESPERMATICS

L’analisi del potencial oxidant-reductor MiOXSYS ha detectat una
afectacio del pH en la reproductibilitat, suggerint un efecte d’aquest

parametre sobre les lectures del dispositiu.

S’ha trobat una relacio negativa entre els valors de potencial oxidant-
reductor seminal i 'estat de compactacié de la cromatina espermatica,

aixi com amb la qualitat seminal.

El coneixement combinat de la fragmentacié d’ADN espermatic, I'estat
de compactacid de la cromatina i el potencial oxidant-reductor aporten
informacio clinica rellevant per a la manipulacié de mostres seminals en

processos de reproduccié assistida.

BLOC 2: MICROBIOTA SEMINAL | RELACIO AMB LA FERTILITAT

4.

L’analisi de la microbiota seminal a partir de I'amplificacié del gen
ribosomal 16S complet és una metodologia que permet classificar amb
precisio els generes i families bacterianes més abundants del plasma
seminal, i fins i tot identificar géneres no descrits anteriorment amb

I'amplificacio de regions especifiques del gen.

L’analisi metagenomica emprant el software Dragen Metagenomics ha
resultat I'estratégia més adequada per a I'analisi bioinformatica de les
dades extretes del seqiienciador MiSeq d’lllumina per a fragments

aleatoris del gen 16S complet.

L’analisi metagenomica emprant el software EPI2ME 16S Workflow ha
resultat I'estratégia més adequada per a I'analisi bioinformatica de les
dades extretes del seqiienciador MinlON d’Oxford Nanopore

Technologies per a fragments aleatoris del gen 16S complet.
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11.

12.
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La plataforma Illumina identifica I'abundancia relativa del bacteris
presents a la mock community amb més precisio i inclou menys errors

de classificacio que la plataforma Oxford Nanopore Technologies.

Tal i com s’ha descrit en altres poblacions, la microbiota seminal trobada
en aquest estudi es composa principalment de bacteris que pertanyen a

quatre filums: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria i Bacteroidetes.

En poblacié mediterrania, els géneres bacterians més abundants al
semen son Finegoldia, Peptoniphilus, Anaerococcus, Lactobacillus,
Campylobacter, Streptococcus, Staphilococcus, Moraxella, Prevotella,

Ezakiella, Corynebacterium, Bacillus, Ralstonia i Dialister.

Moraxella, Brevundimonas, Flavobacterium, Ralstonia, Neisseria,
Cutibacterium, Lactobacillus i Filifactor sdn géneres associats a una bona

qualitat seminal i espermatica.

Bacillus, Paenibacillus, Enterococcus, Megasphaera i Schaalia sén

generes associats a una qualitat seminal i espermatica alterada.

El filum Proteobacteria és el que s’associa més freqiilentment amb una

millor preservacié de la integritat de TADN espermatic.

Géneres com Brevundimonas o Flavobacterium, gracies a la seva activitat
catalasa i produccio de carotenoides, poden aportar efectes antioxidants
que millorin I'estrés oxidatiu, la fragmentacié de 'ADN espermatic i la

motilitat espermatica.
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Consentiment de participacié en estudi sobre microbiota seminal
Breu descripcio del projecte:

Amb aquest estudi es vol coneixer la flora bacteriana present en el
semen huma i la seva relacio amb la fertilitat masculina. Inicialment es
comprovaran quines espécies de bacteris hi ha al liquid seminal de
manera normal i fisiologica i es compararan amb els bacteris de pacients
amb problemes de fertilitat per tractar de descobrir si algun bacteri esta
implicat en aquests problemes reproductius. Seguidament s’estudiara
que fan aquests bacteris per a provocar aquests problemes de fertilitat
amb la intencié de discutir possibles solucions i/o tractaments.

La participacio en aquest estudi implicara estar d’acord amb els segiients
punts:

e La mostra seminal recollida NO es fara servir per a una altra
activitat que no sigui la recerca cientifica. Mai sera utilitzada amb
fins reproductius.

e Lainformacio personal facilitada sera tnicament utilitzada amb
fins estadistics per a la recerca cientifica. No es fara servir per a
altres activitats i mai seran compartides amb tercers segons la
llei organica 3/2018 LOPD.

e (Caldra seguir les instruccions facilitades pel personal del centre.

e Els resultats de la recerca seran publicats de manera oberta en
revistes cientifiques internacionals i mai es revelara informacio
personal dels individus participants.

e Els resultats personals de qualitat seminal seran comunicats de
manera privada a través del e-mail personal facilitat al final de la
recerca.

e La participacid en l'estudi es totalment voluntaria. En qualsevol
moment es pot renunciar i es pot demanar la modificacié o
eliminacio de les dades personals facilitades.

JO s entenc tota la informacié facilitada
en aquest document i dono el meu consentiment a participar
voluntariament en aquest estudi cientific.

Signatura del participant
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Departament de Biologia Cel-lular, Fisiologia i Immunologia

Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica

Historia clinica del donant

1. DADES D'IDENTIFICACIO

Nom i cognoms Edat 1D

Municipi de naixement Municipi/s de residéncia en els dltims 10 anys

Correu electrénic de contacte Abstinéncia sexual | Data de recollida de la mostra
_ dies / /

Tens fills? Any de naixement de I'Gltim fill/a

2. ESTIL DE VIDA ACTUAL

Habhits de consum

- Tabac: O No fumador O Fumador
- Alcohol:
o Cervesaovi O No consum O Ocasionalment [0 Habitualment
o Licors O No consum O Ocasionalment [ Habitualment
o Altres: O No consum O Ocasionalment [ Habitualment
- Cafeina: Oo O1 O2 O3 O=3 cafésaldia
- Teina: oo O1 O2 O3 O=3 tesaldia
- Altres Xantines (xocolata, refresc de cola, guarana, mate, etc.). al dia
- Drogues: 0 No consum O Sic

Segueix alguna dieta alimentaria especial? Quina?

Expasicions ambientals

- Exposicio a radiacions ionitzants:

- Exposicié a quimics nocius:

sera utilitza

nals seran util

La informacid recollida en a

anbnima, i no sera cedida a te
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UunB

Universital Autbnoma

Departament de Biologia Cel-lular, Fisiologia i Immunologia
Unitat de Biologia Cel-lular i Genética Médica

3. ESTAT DE SALUT

Malalties prévies o croniques

O Infeccio seminal [ Criptorquidia O Orguitis O Varicocele

O Malaltia genética:

O Malaltia de transmissio sexual:

O Sindrome (malaltia sistemica):

O Altres:

Tractaments actuals (Uilfims 2 mesos)
O Antibidtics O Immunosupressors O Corticoides sistémics

O Quimioterapia [J Altres:

La informacid recollida en aguest gliestionari nomeés sera utilitzada amb fins de recerca cientifica, publicada sempre de manera
anonima, i no serd cedida a tercers. Les dades personals seran utilitzades amb finalitats comunicatives amb el donant de la mostra.
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Abstract: Seminal oxidative stress (OS) is one of the most promising factors to describe the causes
of idiopathic male infertility. Redox balance is essential in several biological processes related
to fertility, so alterations such as high reactive oxygen species (ROS) levels or low antioxidant
agent levels can compromise it. MiOXSYS has been developed to evaluate the seminal static
oxidation-reduction potential (sSORP) and it has been proposed as an effective diagnostic biomarker.
However, its relationship with parameters like sperm DNA fragmentation (SDF), chromatin
compaction status or seminal pH requires further analysis, making it the object of this study.
Semen and sORP analysis were performed for all samples. A terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling assay (TUNEL) and Comet assay were used to assess SDF and chromomycin
a3 (CMA3) test to assess sperm chromatin compaction. Regarding sSORP measures, it was found that
alkaline pH has an effect on sample reproducibility. To our knowledge, this unexpected effect has not
been previously described. A statistical analysis showed that sSORP correlated negatively with CMA3
positive cells and sperm motility, but not with SDF. As redox dysregulation, which occurs mainly at
the testicular and epididymal level, causes chromatin compaction problems and leaves DNA exposed
to damage, an excess of ROS could be counterbalanced further by a seminal supply of antioxidant
molecules, explaining the negative correlation with CMA3 positive cells but no correlation with SDE.
Our results show that the study of idiopathic infertility would benefit from a combined approach
comprising OS analysis, SDF and chromatin compaction analysis.

Keywords: sperm; oxidative stress; oxidation-reduction potential; sperm DNA fragmentation; DNA
damage; comet assay; DNA compaction; chromomycin A3; pH; male infertility

1. Introduction

Male infertility is a multifactorial disorder that is present in approximately half of the population of
infertile couples [1-4]. Several authors have pointed out that a standard semen analysis, including sperm
motility, concentration, morphology and physiological semen parameters, has limited diagnostic
value [5-7]. Indeed, about 15% of infertile men present normozoospermia and idiopathic causes,
and so require an in-depth study to find a more accurate diagnosis [2,8]. Together, these facts highlight

Biology 2020, 9, 262; doi:10.3390/biology9090262 www.mdpi.com/journal/biology
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the need to improve male infertility diagnoses by adding relevant biomarkers, which will bring to
light new biological mechanisms that allow a better understanding of infertility etiology.

A correct redox balance is essential for activating processes such as sperm capacitation,
sperm hyperactivation, acrosomal reaction or oocyte fusion [9-13]. Over recent decades, a number of
studies have shown that redox deregulation, either by an increase in reactive oxygen species (ROS) or
a decrease in antioxidant activity, results in alterations in sperm motility, lipid peroxidation or sperm
DNA fragmentation (SDF) [13-16]. Additionally, several works have described that infertile men
have higher concentrations of ROS and lower levels of antioxidants [17-20]. Oxidative stress (OS)
assessments are usually based on ROS level measurements in seminal plasma, but antioxidant levels,
which can offset or exacerbate this cellular stress, are not usually calculated. A new methodology
based on an electrochemical analysis of the oxidation-reduction potential (ORP), the MiOXSYS system,
has recently been developed [21]. This system analyzes the seminal redox balance and has been
proposed as an effective tool for the diagnosis of male infertility [22]. However, it is described that
devices’ measurements may be affected by seminal viscosity [23,24], but it is unknown whether it may
be affected by other characteristics of seminal plasma.

Sperm DNA fragmentation (SDF) has also been established in recent decades as a biomarker
for male infertility diagnoses. Different studies have shown that SDF values are inversely related
to sperm motility and other reproductive health indicators, such as fertilization rates, implantation
rates, or recurrent miscarriages [25-31], especially for in vitro fertilization. Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) and Comet assays display a very accurate sensitivity
and specificity for predicting fertility rates [32,33]. The TUNEL assay is based on the detection of
fluorescent labeling of the 3’ free ends resulting from DNA breaks. The Comet assay is based on the
release of nuclear protamines from the sperm chromatin and subsequent single-cell electrophoresis that
allows the migration of DNA fragments to the positive pole, generating a comet-like tail. Additionally,
the Comet assay is the only method that allows the quantitative measurement of DNA damage
individually for each cell and the only one that detects the incidence of single-strand and double-strand
breaks separately, depending on alkaline or neutral pH conditions, respectively [29]. Previous studies
have demonstrated a direct correlation between seminal ROS and single-strand SDF [10,33,34].

Sperm chromatin condensation is also a parameter that has been effective in explaining male
infertility. Several studies show that deficiencies in protamination have been associated with
sperm head morphological defects, SDF, chromosome reorganization and varicocele patients [35-39].
The relationship between chromatin condensation, oxidative stress and DNA damage has been
extensively studied [35,40,41]. As a result, comprehensive models like the double-step hypothesis
suggested by Aitken and de Iuliis have been proposed, stating that defects in chromatin remodeling
can leave exposed areas that can subsequently be damaged by oxygen radicals, thus increasing the
total amount of sperm DNA fragmentation [42].

The aim of the present study is to evaluate the relevance of ORP in idiopathic male infertility. To do
so, the relationship between ORP and sperm DNA integrity biomarkers, such as DNA damage and
chromatin condensation, has been analyzed. Additionally, the possible influence of seminal parameters,
such as pH, on static oxidation-reduction potential (SORP) measurement has been evaluated.

2. Materials and Methods

2.1. Sample Collection

Seminal samples were obtained from male idiopathic patients from Instituto de Fertilidad of
Palma de Mallorca, in collaboration with Genosalut and Universitat Autonoma de Barcelona. A total
of 42 samples were collected, with 2-5 days of sexual abstinence. Samples were frozen immediately
after liquefaction and transported to the Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), where they were
stored in liquid nitrogen at —196 °C until its analysis. Prior to cryopreservation, a basic semen analysis
(sperm concentration, motility, morphology and pH) was performed with the Sperm Class Analyzer
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(SCA, Microptic, Barcelona, Spain), Sperm Blue (Microptic) and pH-indicator strips, according to
the 2010 WHO guidelines [43]. Seminal viscosity was measured using 20 micron Leja chambers as
previously suggested Rijnders [44], showing the results in centipoise (cps). All donors signed their
informed consent and the study was approved by the Ethics Committee of Corporacié Sanitaria Parc
Tauli (Ref.: 2014676).

2.2, Measurement of Oxidation Reduction Potential

The ORP was measured using the MiOXSYS system (Aytu BioScience, Englewood, CO, USA).
As instructed in the manufacturer’s protocol, 30 uL of each sample were placed in the sensor [21,23].
Samples were analyzed twice consecutively in the same conditions. The electronic device reads
the electron flux voltage from seminal redox reactions with a galvanostatic-based sensor and the
displayed result is the static ORP (sORP) in millivolts (mV). The average of the two values obtained was
subsequently normalized by the sperm concentration (nsORP-C) (mV/10° sperm/mL), seminal viscosity
(nsORP-V) (mV/cps) and pH (nsORP-P) (mV/U pH). The cut-off value was set at 1.34 mV/10° sperm/mL
to discern between good quality seminal samples (<1.34 mV/10® sperm/mL) from altered seminal
samples (>1.34 mV/10° sperm/mL), as has been established before [45]. Five samples were excluded
after the device failed to measure their sORP, due to their high viscosity.

2.3. Sperm DNA Fragmentation Analysis

All samples were evaluated using TUNEL and Comet assays. An In Situ Cell Death Detection
Kit (Ref. 11684795910, Roche Diagnostic GmbH, Penzberg, Germany) was used for the TUNEL assay
as previously described [46]. The semen samples were washed three times in phosphate buffered
saline solution (PBS) before adjusting the sperm concentration to 5 x 10° cells/mL. Resuspended
sperm samples were divided into three 200 pL tubes, fixed with 4% paraformaldehyde for 1 h at
room temperature and then washed in PBS supplemented with 1% bovine serum albumin (BSA;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The sperm cells were permeabilized using 0.1% Triton X-100 in
0.1% sodium citrate for 2 min in ice and then washed in PBS supplemented with 1% BSA. The positive
control was incubated with 100 IU DNAse I (Roche Diagnostic GmbH) for 10 min at 37 °C while the
test sample and the negative control were kept on ice. The three pellets were incubated in 45 pL of
labelling solution plus 5 uL of terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzyme (Roche Diagnostic
GmbH) for 1 h at 37 °C in the dark. The negative control was incubated without TdT enzyme. Finally,
samples were washed twice using 1% BSA in PBS. The results were analyzed by flow cytometry with a
resuspension of pellet in 1 mL of PBS. Green fluorescence (TUNEL-positive cells) was measured using
530 nm + 30 nm band-pass filter for a total of 10,000 events at 200-300 cells/s on a flow cytometer
(FACSCalibur; Becton Dickinson, NJ, USA). Data were processed by CELLQUEST analysis software
(Becton Dickinson).

The Comet assay was performed in both alkaline and neutral conditions, according to the
methodology previously described by our research group [47]. Samples were washed and adjusted to
10 x 10° sperm/mL. The sperm solution was mixed with low-melting-point agarose, fixed on a slide
and stored at 4 °C to jellify. After sperm nucleus decondensation by two consecutive lysis solutions,
a denaturing treatment in NaOH solution and electrophoresis at 20 V (1 V/Cm) for 4 min in 0.03 M
NaOH buffer was performed for the alkaline Comet slide, and electrophoresis for 12.5 min in TBE
buffer and a washing in 0.9% NaCl solution was performed for the neutral Comet slide. Then, the slides
were washed in a neutralization solution at neutral pH, dehydrated and dried before stain with
DAPI SlowFade Gold anti-fade (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to classify 400 sperm as fragmented
or non-fragmented. The samples were analyzed at CIMAB Barcelona Male Infertility Centre and
evaluated by a single researcher under a fluorescence microscope to reduce intra-observer variability.
The DNA damage results are given as a percentage of sperm with SDF for each sample (based in the
criteria reported before [29]); also as Olive tail moment (OTM) values, obtained with Komet 7 analysis
software (Andor, Oxford, UK), thus giving an idea of the DNA damage intensity.
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2.4. Sperm Chromatin Condensation Analysis

A sperm chromatin condensation was performed using Chromomycin A3 (CMA3, Sigma-Aldrich)
test. CMA3 is a yellow fluorescence molecule that competes with protamines, labelling chromatin
with protamine deficiency. The semen samples were washed twice in PBS, permeabilized with 0.5%
Triton X-100, and resuspended up to a sperm concentration of 107 cells/mL. A cellular extension was
performed on a slide and air-dried. The staining solution was prepared with 47.5 uL Mcllvaine buffer
solution (18 mL citric acid 0.1 M and 41 mL Nap,HPO4 0.2 M) freshly mixed with MgCl, at 10 mM,
plus 10 pL of CMA3 (5 mg/mL). The slide was then incubated with 50 uL of staining solution, covered
with a coverslip, at room temperature for 20 min in the dark. Then, the coverslip was gently removed
and sperm cells were counterstained with DAPI SlowFade Gold antifade (Invitrogen). A total of
400 cells were analyzed under an epifluorescence microscope and evaluated as positive (CMA3 +) or
negative (CMAS3 -) to obtain the percentage of chromomycin positive cells (Figure 1).

Figure 1. Sperm cells slide stained with Chromomycin A3 and counterstained with DAPI SlowFade
Gold antifade. Cells with chromatin condensation deficiency are showed in yellow and normal cells
in blue.

3. Results

3.1. MiOXSYS Measurements Variability

When performing two consecutive measures and studying their behavior, similar ranges and a
very strong correlation was observed between them. However, an analysis for paired samples revealed
significant differences between both measures (Table 1). The statistical analysis of SORP differences
and seminal parameters did not show any statistically significant correlations, but it was observed that
samples with a larger difference between the two measures also showed a pH value > 8 (Figure 2).
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Table 1. Descriptive statistics of first measure (static oxidation-reduction potential 1; sSORP 1) and
second measure (SORP 2) displayed by the MiOXSYS system and relationship study between them.

Measures Mean + Standard Deviation 95% Confidence Interval
sORP1 (n = 37) 57.01 +27.32 47.90-66.12
sORP2 (n = 32) * 55.71 + 25.84 46.39-65.02
Statistical test Statistical value p-value
Pearson correlation -~
(sORP1 vs sORP2) r=0.853 <00t
Paired samples T-student _
(sORP1 vs SORP2) £=2306 0028

* Five samples only presented one measurement because the second one was displayed as too low to give a numerical
value by the device.
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Figure 2. Distribution of differences between sORP1 and sORP2 (absolute values) in idiopathic patients
regarding seminal pH values of each sample.

3.2. ORPE, DNA Damage and DNA Condensation Relationships

All semen samples were evaluated and the values for the following parameters were recorded:
ORP, SDF (TUNEL and Comet assays), chromatin condensation deficiencies, seminal viscosity, seminal
pH, sperm concentration, total and progressive motility, normal morphology and seminal volume
(Table 2). According to manufacturer instructions, values displayed by the MiOXSYS system need to
be normalized by the sperm concentration (nsORP-C) and is sensitive to seminal viscosity. Our results
show that the system could also be affected by seminal pH, as seen in the previous section. Thus,
to reduce the possible impact of these parameters, two more variables have been generated: sORP
normalized by viscosity (nsORP-V) and sORP normalized by pH (nsORP-P) (Table 2).
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Table 2. Distribution of semen parameters in the studied patients.

Semen Parameters Mean =+ Std. Deviation 95% Confidence Interval
nsORP-C (mV/10° sperm/mL) 3.02 +9.50 —-0.35-6.39
nsORP-V (mV/cps) 9.84 +6.33 7.66-12.02
nsORP-P (mV/U pH) 7.05 + 3.52 5.86-8.24
TUNEL (%) 42.23 +14.98 37.37-47.09
Alkaline comet (%) 34.33 + 15.07 29.64-39.03
OTM alkaline comet 0.82 +£0.23 0.75-0.90
Neutral comet (%) 66.17 + 15.63 61.3-71.04
OTM neutral comet 0.62 +£0.16 0.57-0.68
CMA3 (%) 38.06 + 16.51 32.78-43.34
Viscosity (cps) 9.13 + 13.34 4.80-13.45
pH 8.13 +0.39 8.01-8.26
Sperm concentration (10° sperm/mL.) 68.14 + 57.49 48.97-87.30
Total motility (%) 58.85 + 16.50 53.35-64.35
Progressive motility (%) 46.69 + 19.03 40.35-53.04
Normal morphology (%) 1136 £ 12.74 6.42-16.30
Seminal volume (mL) 3.00 = 1.46 2.53-3.46

nsORP-C: ORP normalized by sperm concentration; nsORP-V: ORP normalized by seminal viscosity; nsORP-P:
ORP normalized by pH; CMA3: Chromomycin A3 test; OTM: Olive tail moment.

A comparison of seminal parameters and the three ORP variables are shown in Table 3. Interestingly,
all three ORP variables showed a negative correlation to percentage of CMA3 positive cells and to
seminal viscosity. nsSORP-C and nsORP-P were positively correlated with seminal volume. nsORP-V
and nsORP-P displayed a negative correlation with total and progressive motility. nsORP-V was
negatively correlated with pH. Finally, no correlation was found between the SDF, sperm morphology
and concentration.

Table 3. sORP correlation analysis with semen and sperm parameters with Pearson’s (r) and Spearman’s
(p) correlation test as it matches. Confirmation with an inverse curvilinear estimation (r2) in the
required case.

Semen Parameters nsORP-C nsORP-V nsORP-P

TUNEL (%) p=0.160 p=0.173 p=0213

Alkaline comet (%) p=0.125 r = —0.005 r=0.061

OTM alkaline comet p=-0.039 r =—-0.252 r=0.125
Neutral comet (%) p=-0.249 r=0.036 r = —0.054
OTM neutral comet p=0.129 p =0.338 p =-0.028
CMAS3 (%) p=-039%* p =-0.545** p=-0.337*
Viscosity (cps) rg;(-)[)]gg% — p=-0416*

pH p=-0.002 p=-0347"% —

Sperm concentration (10° sperm/mL) — p =0.089 p =0.081
Total motility (%) p=-0.198 r=-0477* r=-0.355*
Progressive motility (%) p=0.125 r=—0.485** r=-0.445%*

Normal morphology (%) p=-0.138 p =-0.005 p=0.163
Seminal volume (mL) p =0.452 ** r = -0.058 r=0.342*%

* p-value < 0.05; ** p-value < 0.01.

The single-strand SDF values assessed by the alkaline Comet assay exhibited a strong negative
correlation with total and progressive motility, both for the SDF cell count and software analysis
(OTM alkaline) (Table 4). Sperm morphology and concentration seem to follow a trend line, but it was
shown to be not significant. The SDF cell count analyzed by TUNEL and alkaline Comet assays were
positive correlated with the CMA3 positive cell count (Table 4), except for five patients with low CMA3
positive cells and high single-strand SDF assessed by the alkaline Comet assay. Double-strand SDF
assessed by the neutral Comet assay did not correlate with any of the analyzed parameters. The CMA3
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positive cell parameter was positively correlated with seminal pH and negatively correlated with
progressive motility and seminal volume (Table 4).

Table 4. Sperm DNA fragmentation (SDF) and chromomycin a3 (CMA3) correlation analysis with
semen and sperm parameters with Pearson’s and Spearman’s correlation test as it matches.

Alkaline OTM Neutral OTM
Semen Parameters TUNEL Comet Alkaline Comet Neutral CMA3
CMA3 (%) 0.338 * 0.346 * —0.043 —-0.043 —0.230 —
Viscosity (cps) -0.125 0.321* 0.390 * —-0.083 —0.463 ** 0.202
pH 0.166 —-0.165 —0.229 0.004 —0.018 0.395 **

Sperm concentration

(106 sperm/mL) —-0.048 -0.214 —-0.106 0.210 -0.197 0.242
Total motility (%) —-0.037 -0.363 * -0.372* 0.022 -0.016 —-0.024
Progressive motility (%) -0.384 % —0.417 ** -0.349 % —-0.059 -0.175 -0.391 *
Normal morphology (%) 0.010 0.080 0.215 -0.161 —-0.228 0.099
Seminal volume (mL) —-0.006 —-0.147 0.108 -0.300 -0.230 —-0.363*

OTM: Olive tail moment; CMA3: Cromomycin A3 test. * p-value < 0.05; ** p-value < 0.01.

4. Discussion

Oxidative stress has been pinpointed by several authors as one of the biological processes related
to fertility failure [11,13,14,16]. In order to understand the mechanisms by which an individual becomes
infertile, it is important to define the relationship among the different infertility biomarkers. Since the
oxidative status of a semen sample depends both on ROS and antioxidants, seminal oxidative state
assessments must take into account the levels of both agents present in the seminal plasma. In this
sense, the ORP values measured by the MiOXSYS system have been proposed as a good biomarker to
assess this redox balance [15,48]. Still, the relationship of this system with other seminal parameters is
not yet well defined. The aim of this study is to stablish whether a relationship exist between the ORP
values and sperm DNA fragmentation and chromatin compaction, and to assess the possible effect of
parameters on MiOXSYS system measurements.

4.1. MiOXSYS Measurements Variability

Several authors have indicated the influence of seminal viscosity over the MiOXSYS reading
outcome as its main disadvantage [23,24]. However, according to the device’s developers, stable,
reproducible and reliable results are regularly achieved for each individual, both on fresh and
cryopreserved samples [21,49,50]. Despite the good reproducibility described, our results suggest that,
beside viscosity, other seminal parameters might be influencing the reading outcome.

After performing two consecutive measurements, results showed that even though there was a
correlation between the two measurements, a significant variation was found between them (Table 1).
In order to find the cause of this variability, differences between the two sORPs per sample were
compared with all the assessed seminal parameters. As shown in Figure 2, the higher the seminal
pH, the greater the number of samples with discernible differences between the two MiOXSYS
measurements. Interestingly, nsORP-C did not correlate with pH, possibly meaning that sperm count
has an important influence on results and that an ejaculate dilution could affect the redox state of the
diluted sample.

The MiOXSYS system is an electrochemical method that evaluates the flow of electrons through
a galvanostatic sensor. Therefore, it is possible that changes in the number of protons present
in the seminal plasma affect the reading outcome. In general, any aqueous solution increases its
electrical conductivity the more ions it contains [51-53]. Thus, low or high pH values increase
electrical conductivity with respect to a neutral pH, possibly altering a sample’s electrical potential
measurements. Here we show that the SORP measurement’s reproducibility is affected in samples
with alkaline pH values > 8. Starting at pH 8, differences of more than 10 mV between the two sample
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measurements can be found, reaching up to 44 mV in one case (Figure 2). Further research increasing
the number of measurements and samples analyzed should be performed in order to determine the
extent of seminal pH influence on the MiOXSYS system reproducibility and the need to include pH
value in the normalization algorithm in addition to sperm concentration and viscosity.

4.2. Sperm Parameters Relationship

Seminal quality appears to be actively affected by oxidative stress. It apparently plays a central role
in the activation or regulation of several mechanisms involved in fertility [13-16]. Correlations between
sORP and semen parameters included in the diagnostic guidelines issued by the WHO in 2010 [43] have
already been described. Thus, it has been described that sORP presents a negative correlation with
motility, morphology, concentration and volume [45,54,55], meaning that when seminal plasma ORP
increases, semen quality decreases. When compared to motility, the three different normalized ORP
measures of our study showed correlation coefficients similar to those observed by other authors [45,55].
However, nsORP-C correlations did not achieve statistical significance, probably due to the limited
sample size. We did observe a significant positive correlation of nsORP-C and nsORP-P with the
seminal volume, a relationship that is explained below. No correlation was found with morphology or
sperm concentration (Table 3).

On the other hand, our results show a negative correlation between ORPs and viscosity and also
between nsORP-V and pH (Table 3), reinforcing the results described in the previous section regarding
measures’ variabilities.

Interestingly, the highest correlation was found when analyzing the relationship between sORP
values and the percentage of CMA3 positive cells (Table 4). According to our results, the DNA
condensation degree of sperm chromatin is negatively correlated with all three sORP variables, so that
the higher the oxidative stress, the fewer cells with altered chromatin compaction. This apparently
contradictory result could be explained by the fact that alterations in histone-protamine exchange
occur during spermiogenesis in testis. According to the double-step hypothesis proposed by Aitken
and De Iuliis [42,56], a defect in DNA condensation would be the first step that would facilitate greater
access to ROS, leading to extensive DNA damage. For this reason, a positive correlation is found
between the number of sperm with single-strand DNA fragmentation (Alkaline Comet and TUNEL
assays) and with compaction alterations assessed by CMA3 (Table 4), in accordance with the previous
studies of our group [36] and other authors [38,39]. Then, in epididymis, ROS levels would be balanced
by providing antioxidants to generate a suitable conservation medium for sperm. Any alteration in
this antioxidant contribution would maintain high levels of ROS all the way through vas deferens,
generating even more DNA damage. Finally, to counterbalance this oxidative environment, a lot of
seminal liquid would be added to dilute the ROS presence along with large amounts of antioxidants,
resulting in a low ORP and high seminal volume. In individuals with basal or slightly raised levels of
testicular ROS and without alterations in the histone-protamine exchange, fewer antioxidants would
be supplied in the seminal fluid, resulting in a comparatively higher ORP than in the previous case.

The results for DNA integrity suggest no direct correlation between seminal oxidation-reduction
potential and fragmentation of sperm DNA, as assessed by either TUNEL or Comet assays (Table 4).
Previous studies have shown a direct relationship between ROS levels and single-strand SDF [10,33,34].
The lack of a similar relationship between sORP and SDF suggests that, similarly to what has
been commented on the previous paragraph, the incorporation of antioxidants in seminal plasma
compensates for testicular ROS levels. High levels of ROS can be offset by high levels of antioxidants
that prevent SDF generation, and conversely, basal ROS levels along with a decrease in seminal
antioxidants could lead to increased SDF [17-20]. The SDF generated by ROS occurs mainly in the
epididymis and vas deferens but not in the ejaculation stage [57-59]. SDF can also be produced by
intracellular ROS [60]. Further, there are seemingly contradictory results where some authors observed
a positive correlation using a sperm chromatin dispersion test [61-63] but another did not find it using
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a sperm chromatin structure assay [34]. The disparity of techniques used can become biased when
comparing results.

Even so, TUNEL and Comet alkaline assays negatively correlate with sperm motility and, in the
case of computational analysis of alkaline comet assay, with morphology (Table 4), an association with
seminal quality which has been previously described [25-28,30,33].

According to previous analysis of our group [36], post-ejaculation SDF dynamics is highly variable
in both control and infertile patients. Regardless of baseline levels, the generation of new SDF in
ejaculate is very different in all studied groups [64,65]. This dynamic could be explained by the
interindividual variability observed with sORP, with high sORP individuals generating new SDF
over prolonged seminal plasma exposure. In this sense, the analysis of the ORP may be useful in
programming the ejaculate management during an assisted reproduction process or research project,
such as a rapid isolation of the sperm cells from seminal plasma in high sORP samples to avoid an
increase in SDF.

5. Conclusions

The tendency observed between sORP1-sORP2 differences and the pH value suggests that,
together with seminal viscosity, pH might be affecting the reading outcome of the MiOXSYS system.
Further studies will be needed to establish the effect of the seminal pH on the system’s reliability.
A negative relationship has been found between the ORP values and the state of sperm chromatin
compaction, as well as with seminal quality, but not with SDF. These relationships have allowed us to
contribute new information that supports the model proposed by Aitken and De luliis on the origin of
DNA damage. Finally, our work shows that the combined knowledge of SDF, chromatin compaction
and sORP may have relevant clinical applications, particularly when choosing the most appropriate
strategy for handling seminal samples in assisted reproduction processes.
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