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1. Resumen

Actualmente, la infertilidad es un problema global en el que la poblacion recurre
a las técnicas de reproduccion asistida con el fin de conseguir un embarazo, sin embargo,
el porcentaje de éxito no es muy elevado. Una de las razones es que, a la hora de
seleccionar los embriones, se eligen en base a caracteristicas morfoldgicas, las cuales no
se correlacionan siempre con su estado fisioldgico. Por este motivo, se esta tratando de
identificar biomarcadores que permitan conocer el estado fisioldgico en el que se
encuentra el embrion. En los Gltimos afios, se ha visto el importante papel regulador que
tienen los microARN en las células, participando en proliferacion y diferenciacion
celular, respuestas inmunoldgicas, etc., lo cual podria convertirlos en buenos
biomarcadores. Para ello, se aislaron las distintas vesiculas extracelulares y el miARN
libre del medio de cultivo en el que se desarrollan los embriones hasta el estado de
blastocito. Posteriormente, se determind el nivel de expresién de 3 miARNs (miR-6853p,
miR-6068 y miR-4516) mediante PCR a tiempo real. Una vez confirmada la expresion
de estos 3 miARN, se deberan realizar nuevas investigaciones en las que se trate de
relacionar cada miARN con el estado fisioldgico del embrién.
Palabras clave: miARN, fecundacion in vitro (FIV), desarrollo embrionario.

2. Abstract

Currently, infertility is a global problem in which the population resorts to assisted
reproductive techniques in order to achieve pregnancy. However, the success rate with
these techniques is not very high, as the embryos selected for implantation are based on
morphological characteristics that do not always correspond to their physiological state.
For this reason, it would be interesting to find biomarkers that allow us to know its
physiological state. In recent years, we have seen the important regulatory role that
microRNASs have in cells, participating in cell proliferation and differentiation, immune
responses, etc., which could make them good biomarkers. For this purpose, the different
extracellular vesicles and free miRNA were isolated from the culture media in which the
embryos develop up to the blastocyst stage. Subsequently, the expression level of 3
MiRNASs (miR-6853p, miR-6068 and miR-4516) was determined by real-time PCR. Once
the expression of these 3 miRNAS has been confirmed, further research should be carried
out to relate each miRNA to the physiological state of the embryo.

Keywords: miRNA, in vitro fertilization (IVF), embryonic development.



3. Introduccién
3.1 Micro ARN

Hasta hace poco mas de una década, se pensaba que la Unica funcion del ARN era
actuar como intermediario entre el ADN y la traduccion de las proteinas. De esta manera,
solo un 2% del ARN se consideraba util, mientras que el 98% restante era considerado
productos transcripcionales “basura”. En el afo 1993 se descubrio, en el nematodo
Caenorhabditis elegans, un ARN corto producido por la lin-4-gen que, en vez de
traducirse en una proteina, permanecia como ARN y se encargaba de reprimir
postranscripcionalmente al ARNm lin-14. Aunque inicialmente se pensO que estas
pequefias moléculas de ARN eran exclusivas de los nematodos, empezaron a encontrarse
en diversos filos animales, dandoles el nombre de microARN (Bhaskaran & Mohan,
2014; Gebert & MacRae, 2019; Saw et al., 2021). Estos micro ARN (miARN), son un
tipo de ARN enddgeno, monocatenario y no codificante, con una longitud entre 18-22
nucleotidos que juegan un papel fundamental en la regulacion a nivel postranscripcional,
degradando el ARN mensajero (ARNm) o inhibiendo su traduccién (Bavelloni et al.,

2017; Saw et al., 2021).

3.1.1 Sintesis y procesamiento

Inicialmente, es la ARN polimerasa Il (Fig. 1) la encargada de sintetizar los
transcritos primarios de microARN (pri-miARN). Se trata de secuencias de varias
kilobases de longitud con una estructura diferencial respecto al resto de ARN, la cual
consiste en una horquilla y 3 vueltas en espiral flanqueadas por regiones monocatenarias
protegidas por una caperuza en el 5" y una cola poliadenilada en el 3" (Bhaskaran &

Mohan, 2014; Gebert & MacRae, 2019).

Cada pri-miARN puede dar lugar a un solo miARN maduro o a un grupo de ellos
muy relacionados, los cuales se caracterizan por compartir la region semilla, pero diferir
en el resto de la cadena, lo que implica que actuaran sobre un conjunto de objetivos que
se superponen en gran medida. En cuanto a la region semilla, es aquella secuencia de 2-
8 nucledtidos del miARN comenzando desde el extremo 5° cuya funcién principal reside
en el reconocimiento de los ARNmM (Gebert & MacRae, 2019; Riegger & GroRhans,

2012).
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Figura 1. Esquema de la sintesis y procesamiento de los miARN. En el nlcleo, la ARN pol Il sintetiza
un pri-miARN que es procesado por el complejo Drosha/DGCR8 en un pre-miARN que sale del
nucleo asociado a la exportina 5. Una vez en el citoplasma se une a la ARNasa Ill Dicer junto con
sus cofactores TRBP que daran lugar al duplex maduro de miARN. A continuacidn, interaccionara
con el complejo RISC, el cual seleccionara la hebra guia y degradara la pasajero para que la guie al
ARNm diana. Finalmente, la regién semilla de la hebra guia se asociara al ARNm provocando la
inhibicién de su traduccion, ya sea liberando los factores de iniciacion de la traduccion o reclutando

a GW182 para llevar a cabo la degradacion de la cadena (Ruegger & GroRhans, 2012).

La estructura del pri-miARN le permite al transcrito primario ser reconocido por
un complejo microprocesador, el cual esta conformado por la ARNasa I11, conocida como
Drosha, y la DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS), tal como se puede
apreciar en la Fig. 1 (Gulyaeva & Kushlinskiy, 2016). EI complejo corta los pri-miARN
generando precursores de micro ARN (pre-miARN) de unos 60-70 nucleotidos, haciendo
un corte cerca de la base del tallo y liberando el precursor de bucle de tallo (Riegger &
GroRhans, 2012). Posteriormente, interacciona con la Exportina 5 (XPO5) y Ran GTPase
para salir del nacleo al citoplasma (Gulyaeva & Kushlinskiy, 2016). En un estudio, se
silencid la expresion de la XPO5 en una linea celular humana, lo cual produjo una

reduccién en la exportacion de miARN pero no la eliming, lo que podria significar que



hay otra via para su transporte del interior del nucleo al citoplasma (Gebert & MacRae,

2019).

Finalmente, en el citoplasma el pre-miARN es reconocido por la ARNasa IllI,
Ilamada Dicer, con sus cofactores TRBP (TAR RNA-binding protein 2) (Riegger &
GroRhans, 2012), los cuales realizan cortes de tamafios especificos para dar lugar a diplex
maduros de 18-23 nucledtidos con un extremo 3" del que sobresalen 2 nucle6tidos
(Bhaskaran & Mohan, 2014; Gebert & MacRae, 2019).

El diplex es liberado y se une al complejo de multiprotéico RISC (RNA-inducing
silencing comlpex), que contiene, entre otras, a la Argonauta 2 (AGO) (Bhaskaran &
Mohan, 2014). Las AGO constituyen una gran familia de proteinas, que usan pequefas
moléculas de acidos nucleicos monocatenarios para actuar sobre secuencias
complementarias de ARN o ADN (Gebert & MacRae, 2019). Las hebras seran separadas
de manera que una de ellas, la llamada hebra pasajero, se liberara y degradara, mientras
que la otra, la hebra guia, se mantiene dentro del complejo RISC. Esta seleccién se lleva
a cabo por la “regla de la asimetria de la termodinédmica”, la cual defiende que la hebra
cuyo extremo 5 tenga el par de bases menos estable sera la hebra guia. Esta dirigira al
complejo miIARN-RISC al ARNm que presente una secuencia de bases similar en la

region semilla, el cual seré silenciado (Riiegger & GroBhans, 2012).

3.1.2 Reconocimiento miRISC-ARNmM

Los miARN se unen fundamentalmente a las regiones 3"UTR de los ARNm (Fig.
1), dénde se suelen encontrar secuencias altamente complementarias a la semilla. Los
sitios candnicos més fuertes de union son aquellos que al complementar con el miARN
tienen una adenina opuesta al primer nucledtido del miARN (se conoce como t1A),
seguidos de los nucleédtidos del 2-8 que conformaran la region semilla. EI t1A no es
reconocido por la hebra guia del miARN, sino por un bolsillo de unién de la argonauta
(Gebert & MacRae, 2019). Ademas, la primera mitad de la region 3" del miARN puede
actuar como region complementaria, en especial los nucleétidos 13-16, participando en
el reconocimiento de objetivos y dirigiendo a miembros de la familia miARN que tienen

la misma semilla a distintos sitios objetivos (Gebert & MacRae, 2019).

Los estudios estructurales sugieren que el reconocimiento de la diana se realiza
en 2 pasos. En primer lugar, los nucledtidos del 2 al 6 de la semilla estan preorganizados
en una conformacién helicoidal apilada, con los nucleétidos del 2 al 4 expuestos al



solvente, logrando una unién rapida y metaestable pero débil, de manera que podria
romperse en cualquier momento, a no ser que los nucledtidos restantes, es decir, el 7'y 8,
sean complementarios a los de la hebra guia, lo cual formaria una unién mas longeva. En
el caso de no ser complementarios los 2 Gltimos nucleétidos, AGO se desconectara del
sitio y difundira lateralmente por el ARNm o se disociaréa de él.

Las uniones no siempre se producen con la region semilla, hay ocasiones que se
Ilevan a cabo en otras partes de los ARN dando lugar a las uniones no candnicas. En un
estudio reciente en el que se usaron microarrays a gran escala en células Hela, se
encontraron algunas uniones no candnicas, en las cuales, no se consiguié detectar

represion, por lo que no se conoce su funcién biologica.

3.1.3 Mecanismo de accion

El proceso de inhibicién de la traduccién del ARNm comienza con la unién del
complejo miIARN-RISC a la region 3’"UTR del ARNm (Gebert & MacRae, 2019), aunque
se ha informado de interacciones con regiones codificantes 0 5 UTR (Kaczmarek et al.,

2020).

El miARN es capaz de regular la expresion génica gracias a la inhibicion de la
traduccion del ARNm en el paso de iniciacién (Fig. 1), posiblemente debido a la
liberacion de los factores de iniciacion de células eucariotas elF4A-1 y elF4A-II
(mecanismo aun desconocido), y a la degradacion del ARNm al interaccionar con las
proteinas de la familia glicina-triptofano (GW182).

La AGO reclutara a GW182, que interactuara con la proteina de union a
poliadenilato (PABPC) en el extremo 3" del ARNm, lo que a su vez atraeréd al complejo
de desadenilacion de poli (A) y al complejo de proteinas represoras de catabolitos de
carbono (CCR4). La desadenilacion promueve la decapitacion del ARNm por parte de la
subunidad 1y 2 (DCP1-DCP2) del complejo decapador de ARNm, dejando asi al ARNm
indefenso ante XRN1, una exoribonucleasa, la cual es capaz de degradar rapidamente la
cadena en sentido 5°-3" (Gebert & MacRae, 2019; Saliminejad et al., 2019).

Cada ARNm puede presentar diversos puntos de union a distintos miARN (Fig.
2), al igual que un solo miIARN puede actuar sobre varios ARNm, formando redes
complejas de interacciones. De esta manera, es posible que un ARNm sufra tanto una
inhibicion de la traduccion como una degradacion mediada por GW182 (Gebert &

MacRae, 2019).
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Figura 2. Esquema de las distintas interacciones ARNm-miARN. Un solo ARNm puede estar
regulado por varios miARN o uno solo, ademas la cercania de los puntos de unidn entre los distintos
miARN mejorara la cooperatividad entre ellos. Por otro lado, los miARN también son capaces de
unirse a distintos ARNm, por lo que uno solo puede participar en la regulacién de varios genes

(Gebert & MacRae, 2019).

3.1.4 Degradacion

En general, los miARN son moléculas relativamente mas estables que otros ARN
ya que, al inhibir a la ARN polimerasa Il o sus enzimas de procesamiento, su vida media
en lineas celulares y 6rganos como higado o corazén es de horas o incluso dias. No
obstante, cada miARN juega un papel fundamental en momentos especificos del

desarrollo, por lo que es necesario un metabolismo activo.

La degradacion de los mIiARN viene dada fundamentalmente por
exoribonucleasas, las cuales los degradan a partir de cualquiera de sus dos extremos
terminales, 5~ 0 3". Su estabilidad podria estar regulada por la adicion de residuos de
adenosina o uracilo en el extremo 3", por ejemplo, en células del higado la presencia de

una unica adenosina logra proteger el miARN frente a la degradacion (Krol et al., 2010).

3.1.5 Funcion

Los miARN han supuesto una revolucion en la comprension de la regulacion
postraduccional de la expresion génica en plantas y animales. En mamiferos, se estima
que cerca del 50% del control de la actividad de los genes codificadores de proteinas se
Ileva a cabo por estas moléculas (Krol et al., 2010). El control suele ser especifico para
determinados 6rganos o células y altamente dependiente del estado metabdlico y estrés

que este sufriendo el organismo (Correia de Sousa et al., 2019).



Presenta un papel fundamental en el desarrollo, diferenciacion celular e
infecciones viricas (Krol et al., 2010). La alteracion en la expresion de miARN es causa
de desarrollo de diversas enfermedades tales como cancer, problemas cardiovasculares,
diabetes, etc..., de manera que se podrian aprovechar como biomarcadores para la
deteccion de dichas enfermedades. Por ejemplo, un aumento significativo de la expresién
y maduracion de miARN-21 en la fibrosis de los miocitos, suele desembocar en una
hipertrofia cardiaca, o la desregulacion de los miARN reguladores de los oncogenes o
genes supresores de tumores termina con el desarrollo de cancer (Saliminejad etal.,

2019).

3.1.6 Regulacion del miARN

La regulacién del miARN es un proceso complejo ya que no solo existen
mecanismos de regulacion de su sintesis, también es posible regular su actividad y
biodisponibilidad. Para ello, existe la metilacion de los promotores del miARN, la
seleccion asimétrica de las cadenas de miARN, interacciones con proteinas de union
(RBP) u otros ARN codificantes 0 no codificantes. Ademas, hay un mecanismo de
regulacion llamado “edicion de ARN”, el cual consiste en el cambio de ciertos
nucleotidos del miARN en distintos estadios de la maduracién que seran criticos para su
funcionalidad. El proceso involucra enzimas de la familia adenosina/citosina desaminasa,
las cuales se encargan del cambio de nucledtidos individuales en los pri-miARN
(convierten las adeninas en inosinas y las citosinas en uracilos) influyendo es su

estabilidad, maduracion y actividad al alterar su especificidad al ARNm diana.

3.1.7 Papel de los miARN en la comunicacion célula-célula
Recientemente se ha sugerido que los miARN secretados al medio podrian
contribuir a la comunicacion entre células, ya sea entre células adyacentes o entre células

que se encuentren alejadas entre si (Fig. 3).

La comunicacion entre células que se encuentren en contacto se realiza gracias a
las uniones Gap. Se trata de canales intercelulares en la membrana plasmaética que
establecen una comunicacion directa entre células adyacentes, permitiendo asi una
transferencia pasiva de moléculas de pequefio tamafio. Usando un sistema de cocultivo se
demostrd que el duplex de miARN maduro era capaz de pasar de una célula a otra
mediante estas uniones y actuar sobre los ARNm de las células vecinas (Saliminejad et al.,

2019).



La comunicacion paracrina, o de larga distancia, requiere el uso del sistema
sanguineo y puede darse tanto con el miARN unido unicamente a AGO, como
empaquetado en exosomas, microvesiculas, cuerpos apoptéticos, lipoproteinas o
ribonucleoproteinas, siendo los exosomas los mas comunes (Saliminejad et al., 2019; J.
Zhang et al., 2015). La capacidad para transferir el miARN a una célula diana es limitada
debido a que, una vez en el medio, las vesiculas extracelulares encontraran su diana de
manera aleatoria. Asimismo, la baja concentracion de exosomas en el medio,
especialmente exosomas que contengan miARN, sugieren que la comunicacion entre
células distantes sera poco eficiente, de manera que los efectos fisioldgicos de los miARN

se observaran principalmente en células receptoras cercanas (Saliminejad et al., 2019).
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Figura 3. Esquema de las distintas vias de transporte del miARN. Los miARNs son capaces de actuar
en células adyacentes, mediante transporte pasivo a través de uniones gap, o en células alejadas,
viajando por el medio extracelular o el sistema circulatorio en exosomas, microvesiculas o cuerpos

apoptdticos (Saliminejad et al., 2019).



El transporte mediado por exosomas depende en gran medida del estado
fisioldgico en el que se encuentre el organismo. Ciertos miARN no requieren transporte
o lo realizan a niveles muy bajos si el individuo se encuentra sano, pero en el caso de que
se esté llevando a cabo algun proceso celular o se desarrolle alguna patologia como puede
ser el cancer, los niveles a los que se encuentran aumentan, mostrando asi el papel
fundamental del transporte de miARN para la regulacidon. Ademas, se han encontrado dos
funciones a los exosomas que contienen miARN, la primera de ellas consiste en actuar
como regulador en la expresion génica de los genes diana, mientras que la segunda, la
cual se descubrid posteriormente, consiste en actuar como ligandos y activar células

inmunoldgicas (J. Zhang et al., 2015).

3.2 Modelo de estudio
3.2.1 Fecundacién y desarrollo embrionario

La fecundacion consiste en la fusion de los gametos masculinos y femeninos para
originar un cigoto. Seguido del proceso de segmentacion, en el que se llevan a cabo una
serie de divisiones celulares asincronicas del cigoto recién formado, dando lugar a dos
células de distinto tamafio denominadas blastomeros (Fig. 4). Los blastdmeros
continuaran dividiéndose, pero sin presentar crecimiento celular, resultando en células
cada vez mas pequefias. Ademas, a medida que se van dividiendo las células, se va
desarrollando una membrana externa de glicoproteinas que recubre al embrién

denominada zona pellcida (Rossant & Tam, 2022).

El embrion viaja hacia la cavidad uterina a través de las Trompas de Falopio. Los
cilios y contracciones de la pared muscular de las tubas uterinas facilitan el
desplazamiento del embridn. A estas alturas, los blastomeros son indiferenciados y
totipotentes, es decir, cada uno tiene la capacidad de dar lugar a un individuo entero.

Los blastomeros poseeran su totipotencialidad hasta la formacién de la morula,
que vendra dada por la division de la octava célula e iniciacién del proceso de
compactacion. En él, comenzaran a aparecer diferencias morfoldgicas entre las células
internas y las externas, dando lugar a 2 poblaciones de células distintas (Khan &
Ackerman, 2023). En el interior se encontraran las células que compondran la masa
celular interna (ICM), que se dividira en dos capas, el epiblasto (Epi) y el endodermo
primitivo (PE). Las células del Epi daran lugar al feto mientras que el PE desarrollara el

endodermo extraembrionario (EXEn) que formara el saco vitelino. En el exterior las



células formaran el trofoblasto, que se diferenciara en células citotrofoblasticas vellosas
(VCT), un sincitio multinucleado (Syn) y células trofoblasticas extravellosas (Li &

Winuthayanon, 2017; Niakan et al., 2012; Rossant & Tam, 2022).

Inner cell mass
Moruls (16 cells) Blastocyst (70-100 cells)

W Cccurs In uterine twve Il Occurs In uterus

Figura 4. Desarrollo embrionario temprano. Tras la fecundacidn, el cigoto comienza a dividirse
formando nuevas células, pero sin aumentar de tamafio. Al llegar a las 16 células, se forma la
morula y comienza el proceso de compactacion, en el que las células pierden su totipotencialidad
al aparecer diferencias morfoldgicas entre las células del exterior, que constituiran el trofoblasto,
y las del interior que daran lugar a la masa celular interna. Ademads, se formara una cavidad rellena

de liquido conocida como blastocele (Hardarson et al., 2012).

Una vez la mérula llegue al Utero, normalmente 4 dias después del proceso de
fecundacion, las glandulas endometriales comienzan a secretar un liquido que entra en el
interior de la moérula. El liquido va formando poco a poco una cavidad central en un
proceso conocido como cavitacion. En este punto, la mérula pasa a llamarse blastocito,
cuyas células son pluripotentes y que estard constituido por el embrioblasto, el cual
formara al embrion, y el trofoblasto, que dara lugar a la placenta (Li & Winuthayanon,
2017).

3.3 Reproduccion asistida

La infertilidad es un problema global que afecta a alrededor de 48 millones de
personas, que se ven obligadas a recurrir a Técnicas de reproduccién asistida para
conseguir un embarazo. No obstante, el porcentaje de éxito en esta técnica no es muy

elevado. Hay distintos factores que perjudican al proceso como la baja respuesta ovarica
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a la estimulacién, baja calidad de los gametos y embrion o la detencién del desarrollo

embrionario temprano (Solovova & Chernykh, 2022).

En las técnicas de reproduccidn asistida se usa gonadotropina corionica humana
para inducir la estimulacién ovarica y lograr que se maduren el mayor nimero posible de
ovocitos. Los embriones obtenidos se mantendran en cultivo hasta el momento de su
implantacion, en estado de blastocisto. La determinacion del embrion de mejor calidad
para ser implantado es un paso clave para el éxito de estas técnicas. Actualmente, la
seleccion del embrion de mejor calidad se realiza mediante observacion de sus
caracteristicas morfologicas. Sin embargo, un buen aspecto morfolégico no siempre es
indicativo de un correcto estado fisiologico. Dado el papel regulador y como moléculas
de sefalizacion que tienen los miARNS, el estudio de la expresion de los mismos nos
podria permitir desarrollar un método de seleccion mas fiable (Eskew & Jungheim, 2017;

Hardarson et al., 2012).
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4. Objetivos

Debido, entre otros factores, al aumento en la edad reproductiva de las mujeres,
cada vez es mas comun que se tenga que recurrir a técnicas de reproduccion asistida para
obtener un embarazo. La seleccion del embrion con mejor calidad para ser implantado
permitiria incrementar las tasas de éxito de estas técnicas. Actualmente, la calidad del
embrion se determina, principalmente, en base a sus caracteristicas morfoldgicas, sin
embargo, dado el papel regulador de los miARN, se cree que podrian actuar como
importantes biomarcadores para determinar la calidad de los embriones y de esta manera

mejorar la reproduccién asistida (Hanevik & Hessen, 2022; Solovova & Chernykh, 2022).

Por este motivo, el objetivo de este trabajo es analizar la expresion de miARNS,
previamente relacionados con la calidad embrionaria, en el medio de cultivo empleado

para el crecimiento de embriones en técnicas de reproduccidn asistida.
Ademas, se llevaran a cabo los siguientes objetivos especificos:

- Cuantificacion por fluorometria de la cantidad de miARNS presentes en el medio
de cultivo empleado para desarrollar los embriones hasta estadio de blastocisto.

- Determinacion, por PCR a tiempo real, del nivel de expresion de 3 miARNS
posibles marcadores de calidad embrionaria: miR-6805-3p, miR-6068 y miR-
4516.
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5. Material y métodos
5.1 Obtencion de medios de cultivo

El medio empleado para el cultivo de embriones fue proporcionado por el Centro
de Asistencia a la Reproduccién Humana de Canarias. Acorde a sus protocolos, tras la
fecundacion los embriones fueron mantenidos en medio Continuous Single Culture-NX
Complete (CSCM-NXC, Fujifilm IrvineScientific). Tras alcanzar el estado de blastocisto,
los embriones fueron retirados para su transferencia o congelacién, momento en el cuél
nos proporcionaron el medio en el que se habian mantenido. Los medios fueron

transportados en nitrogeno liquido y almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

5.2 Extraccion de ARN

La extraccion del miARN se realizé con el Plasma/Serum RNA Purification Kits,
(Norgen Biotek Korp). Este kit es capaz de purificar tanto el ARN circulante como el que
se encuentra en exosomas. Ademas, a diferencia de la mayoria de los kits de purificacion
de ARN libre que suelen requerir un volumen de muestra de 2mL, permite la purificacion
a partir de volumenes de 50 pL, lo que se adapta a nuestras necesidades ya que contamos
con un volumen inicial de alrededor de 75uL. Destacar que se puede utilizar con ARN de
todos los tamafios, de manera que sera Util para aislar nuestros microARN.

Para llevar a cabo la extraccion del miARN se sigui6 el protocolo del fabricante,
incluyendo dos de los pasos opcionales. El primero de ellos consistio en anadir -
mercaptoetanol durante la lisis, ya que contribuye a aislar el ARN, y en el segundo se
incubd con la DNasa para degradar el ADN que pudiera estar presente en la muestra. Este
Kit nos permitio obtener una muestra de miARN libre de ADN gendmico, sales,
metabolitos y otros componentes celulares, ofreciendo un volumen final de 20

microlitros.

Con el fin de poder comparar los resultados obtenidos, debemos de normalizar los
datos. Para ello, utilizaremos un controlador interno, también conocido como
housekeeping. Normalmente, son genes que se expresan de forma constitutiva y, por
tanto, podemos usar como referencia para hacer una PCR- semicuantitativa. En los
miARN no existen genes de referencia y, por eso, afiadimos 2 uL del transcrito de Spike
del microRNA (cel-miR-39) Spike-In Kit, (Norgen Biotek Korp) al comienzo del

protocolo de extraccion tras haber afiadido el Buffer de lisis A junto al B-mercaptoetanol.
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5.3 Cuantificacion de miARN

Para conocer si los embriones secretaban al medio de cultivo miARN, se utilizd
el Qubit microRNA Assay Kits, (Thermo Fisher Scientific), que permite cuantificar los
miARN mediante fluorometria.

La cuantificacion se llevo a cabo siguiendo el protocolo del fabricante. Para ello
se realizd una curva de calibrado que nos permitiria posteriormente calcular la
concentracion de miARN presente. El ensayo se hizo en el Qubit 4 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific), aparato en el que se introdujeron las muestras en tubos de 200 pL, que
contenian 180 L de solucion de trabajo y 20 pL de muestra. El fluorimetro Qubit detecta
la fluorescencia que emiten los fluorocromos fluorescentes al unirse de forma especifica
a sus dianas, en este caso miARN.

La cuantificacion de miARNSs se hizo a partir de los medios de cultivo obtenidos
tras el desarrollo del embridn hasta estadio de blastocisto. En el primero de ellos, el medio
3185, se realizd el protocolo de extraccion de miARN antes de la cuantificacion (Muestra
A), mientras que el medio 3083 se dividio a la mitad, a una de ellas se le llevd a cabo
igualmente la extraccién (muestra B), pero la segunda se cuantificé directamente (muestra
C).

5.4 Sintesis del ADNc

Para la sintesis del ADNc se emple6 el microScript microRNA cDNA Synthesis
Kit, (Norgen Biotek Korp), para el cual se siguio el protocolo del fabricante. Una de las
ventajas de este Kit, es que le afiade una cola poli A a los miARN antes de la reaccién de
sintesis con el fin de aumentar su longitud, logrando que sean de mayor tamafio que los
cebadores. Posteriormente, se usa un primer que reconoce el afiadido para la sintesis. De
esta manera, en la posterior amplificacion por PCR, se usara un primer universal, contra
la zona afiadida comun, y un primer especifico de cada miARNSs.

5.5 PCR a tiempo real semicuantitativa

La cuantificacion de miARNSs presentes en las muestras se llevo a cabo mediante
PCR a tiempo real semicuantitativa (QRT-PCR). Para ello, se utiliza una molécula
fluorescente cuya intensidad se correlaciona con la cantidad de ADNc. La molécula
empleada fue SYBR Green I, la cual se caracteriza por aumentar su fluorescencia
aproximadamente 100 veces al asociarse al ADN de doble cadena. A mayor fluorescencia
que detecte el termociclador, mayor sera la cantidad de ADN bicatenario presente en el
pocillo (Benes & Castoldi, 2010).
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Se emplearon primers especificos (Tabla 1) para cada uno de los miARN
analizados (miR-6805-39, miR-6068 y miR-4516) y para el de referencia (Spike in (cel-
miR-39)), ademas de un primer reverse universal, capaz de unirse a la cola poli A que se
afiadié durante la sintesis. Cada muestra fue analiza por duplicado, afiadiendo ademas un
blanco para el control de cada amplificacién. Cada pocillo tenia un volumen final de 10
uL, el cual debia contener SsoFast EvaGreen Supermix (5 ml, 2x real-time PCR mix,
contains dNTPs, Sso7d fusion polymerase, MgCl2, EvaGreen dye, stabilizers, for 500 x
20 pl reactions)(BI1O-RAD), los primers pertinentes para cada gen (0,25 uM) y el molde
de ADNCc, a excepcion de los blancos que no hubo molde.

MiRNA Primer %GC Tm (°C)
miR-6805-3p TTGCTCTGCTCCCCCGCC 72.2 69,4
miR-6068 TTGTGGCTGAGTGTCACGC 61,9 66,7
miR-4516 GCAGGGAGGGCAGGGCAG 77,8 68,9

Tabla 1. Primers utilizados para la amplificacién por qRT-PCR de los miARNs estudiados.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo CFX96 (BIO-RAD) segun el
protocolo de amplificacion incluy6d una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 30
segundos, seguida de 45 ciclos de PCR a 95°C durante 5 segundos y 60°C otros 5
segundos. Con el fin de detectar si hubo contaminacion en la muestra se observaron las
curvas de Melting, las cuales presentaron un solo pico, mostrandonos asi la ausencia de
amplificaciones de otros productos. Su deteccion se llevo a cabo pasando de los 65°C
hasta 95°C con un aumento de temperatura de 0,5°C cada 5 segundos con una lectura de
la placa cada 5 segundos.

5.6 Determinacion de la expresion relativa

La normalizacion de los datos se realizd en base a los ciclos de threshold (Ct). Se
trata del numero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescente emitida represente un
aumento estadisticamente significativo respecto al nivel basal. Los datos de expresion se
normalizaron segdn la formula 2(Ct housekeeping - Ct gen de estudio) E| resyltado tuvo un
valor muy bajo, por lo que se multiplico por 10.000 para que sea mas sencillo el posterior
manejo de los datos (Rice et al., 2015; Serrano-Cumplido et al., 2021).

5.7 Anélisis estadistico
Para el analisis de los datos se utilizo el programa de analisis estadistico SPSS, el
cual nos permiti6 calcular pardmetros como la media, desviacion estandar, etc... ademas

de la elaboracion de histogramas.
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6. Resultados

Con el fin de determinar la presencia de miARNs en el medio empleado para el
cultivo de embriones humanos en técnicas de reproduccion asistida, se llevé a cabo la
cuantificacion total por fluorometria y la determinacion de los miARNSs especificos miR-
6805-3p, miR-6068 y miR-4516 por gRT-PCR.

6.1 Cuantificacion por fluorometria de miARNS

Para determinar la presencia de miARN en el medio de cultivo se realiz6 una
cuantificacion por fluorometria con el Qubit 4 Fluorometer de Thermo Fisher Scientific.
Se llevaron a cabo tres lecturas, la primera a la muestra C, seguida de la muestra B y

finalizando con la muestra A.

La muestra C tiene una concentracion de 1,40 ng/pL. como se puede observar en la Tabla

2, mientras que en las muestras Ay B no se logré detectar miARN.

Muestras Concentracion de ARN
Medio 3083 (C) 1,40 ng/uL
Extraccion 3083 (B) No detectado
Extraccion 3185 (A) No detectado

Tabla 2. Cuantificacion de miARN en medios de cultivo mediante el Qubit 4 Fluorometer.
6.2 Determinacion de la expresion de miARNSs por qRT-PCR

Se tratd de determinar la expresion de 3 miARNS que se cree que pueden tener un papel

regulador importante en la calidad del embrion mediante qRT-PCR.

Como podemos apreciar en la Tabla 3, miR-6805-3p tiene una media de expresién
de 6,2699 con una desviacion estandar de 9,2005; la media del miR-6068 es de 8,926 y
su desviacion de 5,8477 y el miR-4516 tiene una media de 0,598 y un 1,5849 de

desviacion estandar.

En general, se detectaron cantidades bajas de los miARN analizados en todos
medios. Como podemos apreciar en las Fig. 5y 6, las expresiones de miR-6805-3p y
miARNG6068 se encuentran en el intervalo 1-5, con alguna excepcion, ya que en la Fig. 5
se observa como la expresion de miR-6805-3p fue mas alta en algunas muestras, llegando
a los intervalos 5-10 y 25-30, mientras que en la Fig. 6 se reparten de una manera mas

homogénea, ubicandose un caso en cada uno de los intervalos siguientes, el 5-10, 10-15
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y 15-20. Por otro lado, en la Fig. 7 podemos observar que la expresion de miR-4515 en

los distintos medios de cultivo analizados es méas baja que la encontrada para los otros

miARNS, localizandose todos los casos dentro del intervalo de expresion 1-5.

mMiRNA N Media Desviacion
miR-6805-3p 6,2699 9,2005
miR-6068 11 3,926 5,8477
miR-4516 9 0,598 1,5849

Tabla 3. Expresion relativa de los miARNs analizados. En la tabla se indican el nimero de muestras

analizadas para cada miARN especifico, asi como la media de expresidon de los mismos, como

expresion relativa al controlador interno spike-in x 10%, y la desviacién estandar.
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Figura 5. Histograma de la distribucién de la expresion de miR-6805-3p. En el eje X se ubican los
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intervalos en los que se agruparon los niveles de expresion del miR-6805-3p detectados, los cuales

forman grupos de 5 desde 0 hasta 30. Por otro lado, en el eje Y encontramos la cantidad de medios

cuya expresion del miARN se encontraba en cada intervalo. Ademds, en la parte superior derecha

hay un pequefio recuadro que nos indica la media, desviacion estandar y nimero de muestras.
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Figura 6. Histograma de la distribucién de la expresiéon de miR-6068. En el eje X se ubican intervalos

en los que se agruparon los niveles de expresidn del miR-6068 detectados, los cuales forman
grupos de 5 desde 0 hasta 20. Por otro lado, en el eje Y encontramos la cantidad de medios cuya
expresion del miARN en cuestion se encontraba en cada intervalo. Ademas, en la parte superior
derecha hay un pequefo recuadro que nos indica la media, desviacién estdndar y niumero de

muestras.
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Figura 7. Histograma de la distribucién de la expresiéon de miR-4516. En el eje X se ubican intervalos
en los que se agruparon los niveles de expresién del miR-4516 detectados, los cuales forman
grupos de 1 desde 0 hasta 5. Por otro lado, en el eje Y encontramos la cantidad de medios cuya
expresiéon del miARN en cuestidn se encontraba en cada intervalo. Ademas, en la parte superior
derecha hay un pequeio recuadro que nos indica la media, desviacidén estandar y nimero de

muestras.
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7. Discusion

7.1 Cuantificacion total de miARNSs en medio de cultivo

Para cuantificar la cantidad de miARN presentes en los medios de cultivo
analizados se empled el Qubit 4 Fluorometer, técnica que nos permite realizar una
cuantificacion sencilla y répida del miARN (Callaway et al., 2014). Se trata de una
técnica bastante exacta ya que, segun varios estudios, hay una fuerte correlacion entre los

resultados obtenidos mediante fluorometria y la RT-PCR (Polatoglou et al., 2022).

La primera lectura se llevo a cabo con la muestra C, la cual dio un resultado de
1,40 ng/uL, indicando la presencia de miARN en el medio de cultivo de embriones previo
a la extraccion de miARN. Sin embargo, en las lecturas de las muestras B y C en las que
si se llevd a cabo, no se logré detectar la presencia de miARN, lo que implica que durante
el proceso de extraccion hay una gran parte del miARN que se pierde. No obstante, es
importante llevarlo a cabo ya que nos permite eliminar contaminantes que pudieran estar
presentes como restos de ADN o RNasas, ademas de liberar los miARN que se encuentren

en vesiculas, los cuales no podrian ser usados para la sintesis de ADNCc sin la extraccion.

Para solventar este problema, en futuros estudios se podrian realizar técnicas para
reducir el limite de cuantificacion del Qubit como se indica en (Li et al., 2015), donde

logran disminuir el limite de cuantificacion de 25 pg/uL.
7.2 Nivel de expresion de miARNS

Tal como se observa en los resultados, podemos detectar expresion de los 3
miARNS en los medios de embriones, aunque existen diferencias tanto en la cantidad
como en el patrén de expresion entre cada miRNA. Esto puede ser un reflejo de un posible

papel fisiolégico diferente de cada uno en el desarrollo embrionario.

La comunicacion del embrién con el entorno o con si mismo es fundamental para
su correcto desarrollo. Se ha demostrado que, durante el proceso reproductivo, hay
secrecion de exosomas en una gran diversidad de células reproductivas como células
endometriales, foliculares, de las trompas de Falopio y del embrién (Esfandyari et al.,
2021). Tal es su importancia, que se ha reportado que numerosos mecanismos patoldgicos
reproductivos estan relacionados con los exosomas y su contenido. En concreto, nos
interesa el contenido de miARN que pueden actuar en vias de sefializacion relacionadas

con las divisiones, la implantacion y el desarrollo embrionario temprano al dirigirse a
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genes involucrados en estos procesos. Los exosomas son secretados independientemente
del estado fisioldgico de las células, por lo tanto, los miARNS que se detecten podrian

informarnos sobre el estado del embrién (Esfandyari et al., 2021).

Algunos estudios muestran los efectos de los miARN en ciertas patologias
relacionadas con la reproduccion. Por ejemplo, en el sindrome de ovario poliquistico, el
cual se caracteriza por la disfuncion ovulatoria e hiperandrogenismo, se ha encontrado
que en humanos hay un mayor nivel de expresion de miARN tales como miR-25-3p, miR-
143-3p 0 miR-193-3p y un nivel de expresién mas bajo en miR-10a-5p 0 miR-23b-3p,
los cuales estan relacionados con diferentes vias de metabolismo (Hu et al., 2020). En la
preeclampsia, una anomalia del embarazo asociada con la mortalidad materna y fetal, en
la que después de la semana 20 de embarazo comienza una hipoxia placentaria, sucede
algo similar. EI nmero de exosomas producidos y liberados a lo largo del embarazo es
mayor en embarazos con complicaciones en comparacion a embarazos normales
(Salomon & Rice, 2017). Otro estudio encontr6 diferencias entre la expresién de miARN
en los exosomas aislados de mujeres con preeclampsia y mujeres sanas, disminuyendo la
expresion en ciertos miARNs como miR-23a-3p. miR-125b-2-3-p 0 miR-144-3p y
aumentando en otros como miR-17-5p, miR-26a-5p 0 miR-30c-5p (Truong et al., 2017).

Mediante la base de datos miRDB (https://mirdb.org) hemos podido predecir
ciertas dianas que podrian tener los miARN del estudio mediante herramientas
bioinforméticas. Se seleccionaron las dianas que pudieran afectar al desarrollo
embrionario al estar involucradas en su sefializacidn, proliferacion, migracion o

desarrollo.
7.2.1 miR-6805-3p

Se trata de un miARN de 18 nucleotidos de longitud. Aunque no se le han logrado
atribuir funciones especificas hasta el momento, se estudia su papel como biomarcador
en base a su expresion. Estudiando miARNSs que cambien su expresion en pacientes con
cancer de pulmon, se observé una regulacion positiva de miR-6805-3p (Nie et al., 2020).
También se ha observado un aumento en su expresion relacionada con la artritis

reumatoide (Xu et al., 2019).

Una de las posibles dianas para el miR-6805-3p es NLRP5 (NLR Family Pyrin
Domain Containing 5), gen de efecto materno cuya expresion se da principalmente en el

ovocito. Se comienzan a detectar sus transcritos de ARNm desde el estado de 2-4 células
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y sus proteinas estan presentes hasta el estado de blastocisto, de manera que posiblemente
juegue un papel importante en la embriogénesis temprana. Las mutaciones en NLRP 5
suelen provocar una detencion embrionaria temprana debido a anomalias en la
maduracion del ovocito (Huang et al. 2022; Peng et al., 2015). Dado que el miR-6805-
3p tiene como uno de sus posibles objetivos este gen, es posible que el MIARN altere la

expresion de NLRP5 vy, por lo tanto, afecte al desarrollo del ovocito.

Otro de las dianas de este miARN podria ser MAPK1 (Mitogen-activated protein
kinase 1). Se trata de una familia de kinasas involucradas en una amplia variedad de
procesos celulares como la proliferacion, diferenciacion, regulacion de la transcripcion y
desarrollo. Se ha visto que la expresion de MAPK1 estd positivamente regulada en el
embrion, lo que sugiere que podria actuar en la regulacién del ciclo celular (Cajas et al.,
2020). La supresion de Mapk1 provoca letalidad embrionaria temprana debido a fallos en
la formacion de trofoblastos, diferenciacion mesodérmica y desarrollo placentario
(Upadhya et al., 2013).

Finalmente, una diana importante que podria tener miR-6805-3p del estudio es
MECP2 (methyl CpG binding protein 2). Se trata de una proteina que participa en el
desarrollo embrionario, concretamente se le relaciona con un desarrollo normal de la
placenta. Esta proteina es capaz de asociarse con histonas desacetilasas e histonas
metiltransferasas, regulando de esta manera la metilacion y desacetilaciones, actuando asi
como represor de ciertos genes diana al silenciar su transcripcion (Jia et al., 2017). Se ha
visto que, si se silencia el cromosoma X paterno en tejidos extraembrionarios, los
portadores de los alelos mutantes se encontraran en desventaja frente a los del alelo
salvaje, ya que en ellos se observaron defectos en la placenta (Itoh et al., 2012). Por lo
tanto, una mala regulacion del gen podria desencadenar en un aborto espontaneo (Jia

etal., 2017).

La correcta expresion de este miARN podria llegar a ser importante para que el
embrion pueda desarrollarse con normalidad debido a su posible papel en la regulacién
de NLRP5, MAPK1 y MECP2. Una regulacion errénea de cualquiera de estas tres
proteinas suele concluir en abortos espontaneos al no permitir que una correcta

proliferacion y diferenciacion de las células del propio embrién o de su entorno.
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7.2.2 miR-6068

El miR-6068 es un miARN de 19 nucleotidos de longitud. Actualmente, se
desconocen sus principales funciones reguladoras en el organismo, sin embargo, existen
estudios sobre su expresion ante ciertas patologias con el fin de poder usarlos como
biomarcadores. Al estudiar los cambios de expresion de miARN presentes en los
exosomas en pacientes con diabetes tipo 1l (T2D), nefropatia diabética tipo 11 (DN) y
controles sanos, se observd que el miR-6068 de los exosomas se encontraba
significativamente mas alto en pacientes con DN, mientras que en T2D no se encontraron

diferencias significativas respecto al control (Deli¢ et al., 2016).

Al investigar los cambios de expresion de miR-6068 entre pacientes con cancer
de préstata (PCa) y voluntarios sanos, se observo que la expresion del miARN era
diferente entre ambos grupos, detectdndose que habia més vesiculas con este miARN en

el grupo PCa en comparacion los voluntarios (Ali et al., 2021).

Al miR-6068 se le predicen otra serie de dianas que podrian tener un papel
importante en el desarrollo embrionario. En primer lugar, SOX 8 (SRY-box transcription
factor 8). En pollos, se detect6 expresion de esta proteina en diversidad de tejidos durante
la embriogénesis como en las células de la cresta neural, neuronas entéricas del intestino,
concretamente en el duodeno, ciertas regiones del pancreas en desarrollo y ciertos puntos

de los nervios de la médula espinal (Bell et al., 2000).

En segundo lugar, el miR-6068 podria actuar sobre KLF 7 (Kruppel-like factor
7), una proteina que pertenece a una familia de factores de transcripcion que regulan
diversos procesos celulares durante el desarrollo embrionario y el organismo adulto.
Concretamente, KLF 7 actia como un regulador de la neurogénesis y del ciclo celular,
expresandose principalmente en el sistema nervioso durante el desarrollo embrionario. Se
ha visto que su silenciamiento es perjudicial para la diferenciacién neuronal y
cardiomiocitica de las células madre embrionarias (ESC), de manera que se sugiere que

estd implicado en procesos de autorrenovacion de ESC (Caiazzo et al., 2010).

Por ultimo, HOXC 10 (homeobox C10), familia de factores de transcripcion
altamente conservados que juegan un papel importante en la diferenciacion celular y

desarrollo embrionario (X. Zhang et al., 2018).

Como hemos visto, algunas de sus posibles dianas, SOX 8, KLF 7 y HOXC 10,

participan en procesos claves para el desarrollo embrionario tales como la diferenciacion
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celular o la autorrenovacion de ESC, lo que implica que una mala regulacion podria

impedir un correcto desarrollo embrionario.
7.2.3 miR-4516

La secuencia madura de miR-4516 esta constituida por 18 nucleétidos. Se ha visto
que presenta una regulacién negativa sobre la region 3’'UTR de HLA-G (Human
Leukocyte Antigen G) (Almeida et al., 2022). El HLA-G se empieza a expresar en la etapa
temprana del embarazo y se ha demostrado que inhibe a los linfocitos T citotdxicos y
Natural Killer durante la reaccion primaria alogénica, protegiendo al blastocisto de sufrir
una lisis. Se ha visto que en patrones de expresion en los que el HLA-G se encontraba
disminuido, era frecuente que ocurriera un aborto espontaneo, por otro lado, a niveles de
expresion normales, el embarazo no presentaba complicaciones (Almeida et al., 2022;
Alfonso, 2009).

Se encontraron algunas proteinas diana que podrian ser reguladas por este
miARN. Una de ellas podria ser el SPATA 33 (Spermatogenesis Associated Protein 33),
la cual esta relacionada con la localizacion de calcineurina en las mitocondrias de los

espermatozoides, regulando asi su motilidad en ratones (Miyata et al., 2021).

Otra de sus dianas seria MECP2, que como ya hemos visto, actla como represor
de genes al asociarse con histonas desacetilasas e histonas metiltransferasas para regular

la metilacion y desacetilacion.

Por Gltimo, una tercera diana podria ser ING 4 (Inhibitor of growth family member
4), también conocido como un supresor de tumores, que es regulado a la baja o eliminado
en muchos tipos de cancer. Se encarga de alterar la estructura de la cromatina al actuar
como lector epigenético de las marcas de histonas de trimetilacion H3K4 y al regular la
transcripcion de genes a través de la direccién de complejos proteicos de histona
acetiltransferasa (HAT) e histona desacetilasa (HDAC). ING 4 se encarga de diversos
procesos relacionados con el cancer tales como la proliferacion, apoptosis, migracion o

autofagia (Shatnawi et al., 2021).

En el caso de miR-4516, solo se encontrd una proteina que participara en el
desarrollo embrionario y que presentase un alto score con el miARN en cuestion, sin
embargo, si que se encontraron dos que podrian llegar a influir en él. Por un lado, tenemos
la SPATA 33 se expresa en el espermatozoide, participando en su movilidad y por tanto

permitiendo su desplazamiento hasta el dvulo, permitiendo asi que se lleve a cabo la
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fecundacion. Por otro lado, tenemos ING 4, que principalmente se ha relacionado con
tumores, sin embargo, al participar en la regulacion de proliferacion, apoptosis y

migracion celular, es posible que pudiera llegar a influir en el desarrollo embrionario.

7.2.4 Consideraciones finales

En general, ninguno de los 3 miARN presentan una expresion muy alta. En miR-
4516 se observan los niveles de expresién mas bajos, donde de los 9 medios en los que
se encontrd este miARN, 8 de ellos tienen una expresion inferior a 1, superandolo tan
solo 1 de los medios que se queda en los 4,82 (Fig. 7). Los otros 2, miR-6805-3p y miR-
6068, suelen encontrarse entre el intervalo 0-5 (Fig. 5 y 6). Sin embargo, hay ciertos
medios en los que la expresion supera ese intervalo, mostrando niveles mucho mas altos
de expresion. No obstante, no podemos sacar conclusiones sobre la correlacion de la
expresion de estos miARNSs con la calidad embrionaria, ya que, por protocolo en el
procedimiento clinico, en cada medio de cultivo se encontraban hasta 8 embriones de
distintas calidades, por lo que no podemos atribuir las expresiones detectadas a una mayor
o menor calidad de los mismos. Sin embargo, la diferencia significativa de expresion
observada en alguno de los medios analizados para cada miRNA (Fig. 5, 6 y 7) podria
indicar la presencia de algin embrién con un desarrollo no éptimo que incremente
significativamente la expresion de ese miRNA en el medio de cultivo. Comprobar este
hecho requerira realizar en el futuro nuevas investigaciones en las que se pueda analizar
el medio de cultivo con embriones aislados y asi poder relacionar los miARN detectados

con la calidad de un embrién en concreto.
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. Conclusiones

Se detecta y cuantifica la presencia de miARNSs en medio de cultivo de embriones
humanos utilizados en técnicas de reproduccion asistida.

Se observa que el procedimiento de purificacion de miARNSs del medio de cultivo
implica una pérdida en la cantidad de miRNA recuperado, aunque no se ha podido
determinar la eficiencia del mismo.

Mediante qRT-PCR hemos podido obtener una cuantificacion relativa de miR-
6805-3p, miR-6068 y miR-4516 tras el proceso de purificacion a partir de los

medios de cultivo de embriones.

Se observan diferencias en el nivel de expresion tanto entre los tres miARNs

analizados como para cada uno de ellos entre los distintos medios ensayados.

Pensamos que puede constituir un método valido para la cuantificacion de
miARNs en medio de cultivo y que podria permitir la identificacion de
marcadores miRNA de calidad embrionaria para embriones cultivados de forma

individual.

. Conclusions

miRNAs are detected and cuantificated in the culture media of human embryos
used in assisted reproduction techniques

It is observed that miRNAs purification from culture media involves a loss in the
amount of miRNA recovered, although the efficiency of the procedure could not
be determined.

We were able to get a relative quantification of miR-6805-3p, miR-6068 and miR-
4516 by gRT-PCR after the purification process from embryo culture media.

We observed differences in the level of expression, among the three miRNAs
analyzed and for each of them among the different media tested.

We believe that it may constitute a valid method for the quantification of miRNAs
in culture media and could allow the identification of miRNA markers of

embryonic quality for individually cultured embryos.
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