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ACE: Enzima convertidora de angio-
tensina.
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DGP: Diagnostico genético preim-
plantacional

DPPIV: Dipeptidil-peptidasa IV

DTT: DL-ditiotreitrol

EDTA: Acido etilen-diamino-tetra-acético
END: Endometriosis a nivel ovarico
EOP: Péptidos opioides enddgenos

ES: Error estandar

ESCA: Esterilidad sin causa aparente
FERT: Grupo Fértil

FIV: Fecundacion in vitro

FSH(r): Hormona estimulante del
foliculo (recombinante)

FT: Factor tubérico
G.C.: Grupo Control
G.I: Grupo Infértil

GnRH: Hormona hipotaldmica libera-
dora de gonadotropinas

GnSAF: Péptido inhibidor del pico de
gonadotropinas

hCG: Gonadotropina coriénica humana.

ICSI: Microinyeccion intracitoplasma-
tica de espermatozoides

LF: Liquido folicular

LH(r): Hormona luteinizante (recom-
binante)

LHRH: Hormona liberadora de hor-
mona luteinizante

LI: Inhibidor de la luteinizacion
NEP: Endopeptidasa neutra

OMI: Inhibidor de la maduracion del
ovocito

PEP: Prolil endopeptidasa
PGI: Piroglutamil-peptidasa I

PSA: Aminopeptidasa sensible a la
puromicina

RA: Renina angiotensina

RAS: Sistema renina angiotensina
SEF: Sociedad Espariola de Fertilidad
SOP: Sindrome de ovario poliguistico
TRA: Técnicas de reproduccion asistida
TRH: Hormona liberadora de tirotropina
UP: Unidades de actividad peptidésica

VG: Vesicula germinal
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1. SISTEMA REPRODUCTOR FEMENINO

1.1. Anatomia fisologica

El aparato genital femenino se encuentra constituido por una serie de estruc-
turas perfectamente interrelacionadas para facilitar la funcién reproductiva
(Figura 1.A).

Los genitales externos incluyen el clitoris, los labios mayores v los labios me-
nores v las glandulas secretoras accesorias. Entre el clitoris y la vagina, se abre
al exterior la uretra.

La vagina en humanos tiene una longitud aproximada de 10 cm, y su funcion
es actuar como receptaculo del pene durante la cépula. En el nacimiento esta
cerrada parcialmente mediante una membrana de tejido anular denominada
himen. El extremo de la vagina que conecta con el itero es el cérvix o cuello ute-
rino. El canal cervical estd tapizado por glandulas mucosas cuyas secreciones
constituyen una barrera entre la vagina y el utero.

El Gitero o matriz es un érgano muscular complejo en el que se implantan los
ovocitos fecundados para desarrollarse durante el embarazo. Estructuralmente
se puede dividir en fondo, cuerpo y canal cervical. Esta formado por tres capas:
una capsula externa de tejido conjuntivo cubierta de serosa, una capa delgada
de tejido muscular liso denominada miometrio y la capa mas interna, compues-
ta por epitelio y tejido conjuntivo, muy vascularizado y con gran cantidad de
glandulas llamada endometrio. El espesor v la naturaleza del endometrio va-
rian durante el ciclo menstrual. Las células de la capa epitelial proliferan vy se
desprenden alternativamente dando lugar al sangrado menstrual. El itero esta
suspendido mediante una serie de ligamentos y siguiendo el trayecto de éstos se
encuentran las venas, arterias, vasos linfaticos y nervios ovaricos.

Las trompas de Falopio o uterinas conectan el itero con los ovarios, dotadas de
gran movilidad, su principal funcién es el transporte de gametos y embriones.
Las trompas estan formadas por un segmento estrecho cercano a la pared del
utero, denominado istmo, otro segmento adyacente, de mayor diametro que el
primero, llamado ampolla y las fimbrias, proyecciones digitiformes del extremo
de la trompa que se mantienen cerca del ovario mediante tejido conjuntivo. Las
fimbrias aseguran que el 6¢vulo liberado por el ovario se introduzca en la trompa
en lugar de flotar hacia la cavidad abdominal.
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Los ovarios o gonadas femeninas son dos formaciones ovoideas, del tamano
de una almendra, situadas a cada lado de la pelvis, inmediatamente por debajo
de las trompas (Figura 1.B). Si realizaramos un cértex observariamos una regiéon
central denominada médula, donde se encuentran las terminaciones nerviosas
v los vasos sanguineos vy linfaticos, y una regién periférica llamada estroma
que es donde se alojan los foliculos ovaricos. Estas génadas son las encargadas
de producir estrégeno y progesterona, hormonas que tienen a su cargo el desa-
rrollo de las caracteristicas sexuales secundarias y la regulacion del embarazo.
Asimismo, los ovarios se encargan de producir y conservar los ovocitos (Silver-
thorn y Johnson, 2008; Moore et al., 2011).

Istmo

Endometrio Trompa de Falopio

Ampolla

Ovario

Foliculos Ligamento 6varico

Utero
Cuello

\or

Figura 1. Anatomia del aparato reproductor femenino. (A) Estructura macroscdpica, en ella se observan
sus diferentes partes: vagina, utero, trompas de Falopio y ovarios. (B) Ovario, gobnada en la que se forman y
desarrollan los foliculos (adaptado de Silverthorn y Johnson, 2008).

Tunica albuginea Meédula

1.2. Gametogénesis femenina

1.2.1. La oogénesis y sus fases

El término oogénesis u ovogénesis se refiere a toda la secuencia de fenome-
nos por los cuales las células germinativas primitivas denominadas oogonias se
transforman en oocitos maduros. Este proceso de maduracion, que se divide en
dos fases, tiene lugar en el ovario. La oogénesis se inicia antes del nacimiento
y termina una vez se alcanza la madurez sexual, durante la pubertad (Fig. 2).
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Fase Mitética

La division celular mitética la realizan las oogonias durante el periodo embrio-
nario, a partir de la quinta semana de gestacion. El inicio de la fase mitética no
es sincronico en todas las oogonias ya que depende del sector del ovario donde
estas se encuentren. Las divisiones persisten hasta el sexto mes de embarazo,
momento en el que los ovarios llegan a contener alrededor de 6 millones de
ovogonias (Speroff y Fritz, 2006). En humanos, las oogonias realizan al menos
seis divisiones mitdéticas antes de comenzar la fase meiética.

Fase Meiética

Aquellas oogonias que se diferencian y comienzan a realizar un ciclo meioti-
co son denominadas oocitos primarios (Guyton y Hall, 2011). Durante el perio-
do fetal, més concretamente hacia la onceava semana de gestacion, los oocitos
primarios comienzan de manera asincronica la primera division meioética. Sin
embargo, sobre la vigésima semana de gestacion se produce el denominado
primer bloqueo meiético, la profase I no finaliza y el oocito primario permane-
ce suspendido en la etapa de dictioteno, en un estadio especial, el de vesicula
germinal (VG) (Arteaga v Garcia, 2013).

En una recién nacida no existen oogonias, todos sus oocitos primarios se en-
cuentran blogueados en VG, estadio en el que permaneceran hasta que la mujer
llegue a una edad madura para la reproduccion. A partir de la adolescencia y
en cada ciclo reproductivo, unas cuantas vesiculas germinales comienzan el
proceso de crecimiento oocitario necesario para que el ovocito alcance la com-
petencia meidtica y pueda asi reanudar la meiosis I. Durante el crecimiento oo-
citario se observa un aumento del tamano del oocito primario debido a la activa
sintesis de macromoléculas que se lleva a cabo.

En condiciones fisiolégicas, una vez finalizado el crecimiento y alcanzada la
competencia meidtica, el aumento de la hormona luteinizante (LH) en sangre
hara que el oocito madure tanto a nivel citoplasmatico como nuclear.

Durante la maduracion citoplasmatica el ovocito sufre una serie de cambios
que lo preparan para la fecundaciéon. Se produce una activa sintesis de pro-
tefnas responsables de la descondensacion de la cabeza del espermatozoide, se
redistribuyen componentes del citoesqueleto y organulos tales como las mito-
condrias o los granulos corticales, los microvillis que recubren la membrana
plasmatica se hacen més largos y estructurados, etc. (Cherr et al. 1990; Picton et
al. 1998; Baruffi et al. 2004; Rodriguez y Farin 2004).

La maduracion nuclear supone para el oocito primario la reanudacion y fin de
la meiosis I, la citocinesis es completa y asimétrica, formandose lo que se deno-
mina el primer corpusculo polar. En este momento el ovocito pasa a denominar-
se oocito secundario el cual recibe casi la totalidad del citoplasma (Polanski et al.,
1998; Baruffi et al., 2004).
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Tras un pico de LH en sangre se produce la ovulacion, momento en el que el
nucleo del oocito secundario inicia la segunda divisién meidtica pero soélo pro-
gresa hasta metafase I, en la que se detiene, enfrentdndose a un nuevo paron
evolutivo, el llamado segundo bloqueo meiético. Si se produce la fecundacion, es
decir, si un espermatozoide penetra al oocito este concluye la segunda division
meidtica y de nuevo una célula, el oocito fecundado, conserva la mayor parte
del citoplasma. La otra célula, el segundo corpusculo polar, pequeno y afuncio-
nal, degenera pronto. En cuanto el segundo cuerpo polar es expulsado al espacio

perivitelino la maduracion del oocito se completa (Sadler, 2009).

Célula @ ) Mitosis
germinal
primordial l Migracion al ovario

Ovogonia ) Mitosis

(46 cromosomas) | Entrada en meiosis I Prenatal

Postnatal y postpubertad
FO_hClllO ) Ovoc1to primario (46 cromosomas)
primordial ulas granulosas

Fo'h’cul(‘) @\Zona pelucida

primario
Foliculo
Meiosis I secundario Vesicula germinal (VG)
Varias capas de células de la granulosa
Foliculo
de Graaf
Células de la teca
Liquido folicular en el antro
Células de la granulosa
Ovocito
Aumento de gonadotropinas que estimula el
reinicio de la meiosis y la ovulacion
Ovocito 000
secundario Roe
(23 cromosomas) ° Primer corpusculo polar
Meiosis II o0 Placa metafasica
) Zona pelucida

Figura 2. Maduracion ovocitaria y folicular en el ovario. Desde la etapa prenatal en la que se produce un
periodo de proliferacion celular mediante mitosis sucesivas, pasando por una larga etapa meiética postnatal
hasta obtener un ovocito haploide tras la ovulacién. La meiosis finalizard cuando se produzca la fecundacion

0°00 96y Células de la granulosa

l Fecundacion

Zigoto Primer y segundo corpusculo polar
(46 cromosomas) @Promﬁcleos femenino y masculino

del ovocito por el espermatozoide (adaptado de Moore, 2011).
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1.2.2. La foliculogénesis y sus fases

Tal y como se ha podido observar en la Figura 1, la maduracion de los ovocitos
ocurre dentro del cortex ovarico, en los foliculos, que constituyen la unidad
fundamental de desarrollo del ovario de los mamiferos.

La maduracién del foliculo es un proceso continuo, que termina con la ovula-
cion o con la degeneracion (atresia) del propio foliculo. Este proceso se caracte-
riza por el crecimiento del ovocito, la proliferacion de las células de la granulosa
vy de la teca, la formacién de la cavidad antral y, finalmente, por una diferen-
ciacion esteroidogénica. A continuacion se resumen las diferentes etapas del
desarrollo folicular (Fig. 2). Todas estas fases aparecen simultaneamente en los
ovarios durante la vida de la mujer.

Maduracién prenatal

La foliculogénesis comienza hacia la vigésima semana de gestacion, cuando
el oocito primario se encuentra bloqueado en estadio de dictioteno. La VG apa-
rece envuelta por una unica capa de células perivasculares mesenguimatosas,
en contacto estrecho con el ovocito, denominadas células de la granulosa, a
esta primera unidad folicular se le denomina foliculo primordial (Ammini et
al., 1994). Se cree que las células de la granulosa que rodean al oocito primario
secretan una sustancia que se llama inhibidor de la maduracién del oocito (OMI)
que conserva detenido el proceso meidtico del mismo (Channing et al., 1980;
Tsafriri et al., 1982; Tsafriri y Pomerantz, 1986; Rabinovici y Jaffe, 1990; Scott y
Hodgen, 1990).

En una nifa recién nacida todos sus oocitos primarios se encuentran deteni-
dos en estadio de VG formando foliculos primordiales. Todos aguellos que no
lleguen a dicha unidad folicular degeneraran.

Maduracion postnatal

Se desconoce la naturaleza del factor desencadenante que transforma a un
pequeno grupo de foliculos primordiales en foliculos primarios con crecimiento
activo (Moor et al,, 1990), de hecho, no parece que sea una unica via de senali-
zacion la responsable de este proceso (Bonilla-Musoles v Pellicer, 2008; Oktem
vy Urman, 2010). Durante el quinto y sexto mes de gestacién, algunos de esos
foliculos primordiales inician su maduracion, transformandose las células gra-
nulosas alargadas precursoras en una capa unica de células cuboidales madu-
ras. Estas células presentan una gran actividad mitética, y como consecuencia
el foliculo incrementara sus capas celulares granulosas formando un epitelio
estratificado y aumentando asi su tamano. Entre el ovocito y las células de la
granulosa circundantes, se originan espacios hacia donde se secretan mucopo-
lisacaridos que formaran la zona pelicida, cubierta extracelular glicoproteica
que rodea los ovocitos.
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La adquisicion de la zona pelucida es una caracteristica del foliculo primario.
La capa de células de la granulosa mas cercana a la zona peltcida se denomina
corona radiata. Estas células, emiten prolongaciones citoplasmaticas a través de
la zona pelucida, que mantienen estrecho contacto con la membrana del ovoci-
to, mediante uniones tipo gap, y hacen llegar al ovocito sustancias como el OMI
que mantiene el bloqueo de la primera meiosis en profase.

En la etapa de foliculo primario las células de la granulosa no ejercen efecto
inhibidor sobre el crecimiento del ovocito, aunque si sobre la meiosis (Thibault
et al., 1987). En los primeros dias del ciclo menstrual femenino, y gracias a la
accién que la hormona estimulante del foliculo (FSH) ejerce sobre las células
foliculares, alrededor de 20-25 foliculos primarios inician su desarrollo aumen-
tando el numero de capas de células de granulosa que los envuelven, pasandose
a denominar foliculos secundarios, en crecimiento o reclutados. La mayoria de
estos foliculos reclutados sobrevivird hasta el estadio de foliculo preantral, en el
que se aprecian unas cavidades llenas de liquido, denominadas cuerpos de Call
Exner, que serdn los precursores del liquido folicular (LF) (Bonilla-Musoles y Pe-
llicer, 2008). Las pequeiias cavidades se van acumulando y acaban por confluir,
formandose entonces el antro folicular que caracteriza al foliculo antral. En
este estadio resulta esencial la clara diferenciaciéon entre las dos capas de tejido
conjuntivo envolvente: la teca externa (fibrosa e inervada) y la teca interna (con
una gran cantidad de vasos sanguineos que servirdn de apoyo nutricional para
el desarrollo ovocitario y folicular).

De todos los foliculos antrales, uno empieza a despuntar, a ser un poco mas
grande, comienza entonces el fendmeno de dominancia que sera intraovarico y
endocrino. Mientras que por un lado el foliculo dominante secreta una sustan-
cia que impide el desarrollo del resto de foliculos, convirtiéndolos en foliculos
subordinados. Por otro lado, todos los foliculos fabrican estrégenos e inhibina,
hormonas que actuan sobre el sisterna hipotdlamo-hipofisario inhibiendo la
sintesis de FSH. El foliculo dominante sera el inico que soporte la disminucién
de FSH va que posee mas receptores para esta hormona gonadotropica que el
resto de foliculos (Moore y Persaud, 1999). Como consecuencia, los foliculos su-
bordinados acabaran convirtiéndose en atrésicos y degeneraran, mientras que
el foliculo dominante evolucionara alcanzando el maximo nivel de desarrollo,
el de foliculo pre-ovulatorio maduro o foliculo de Graaf (Fig. 3).

Al acercarse el momento de la ovulacién aparecerdn cambios importantes en
el interior del foliculo que afectaran fundamentalmente al cumulus ocophorus.
Bajo el influjo de la hormona LH, el citoplasma de estas células se hincha vy el
4cido hialuronico del cemento intercelular se despolimeriza. Este proceso con-
tinuard hasta que el évulo, rodeado de varias células de la granulosa, se libere
v nade libremente al interior del LF o solo se encuentre tenuemente unido a la
pared folicular (Russell y Robker, 2007; Oktem y Urman, 2010) (Fig. 4).
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Figura 3. Estructura del foliculo de Graaf. L.a membrana basal separa las células de la teca de las células foli-
culares. En el interior del foliculo se encuentran las células de la granulosa y el oocito, rodeado por las células
del cumulus oophorus y conectado al resto del foliculo mediante el apex. El antro forma una amplia cavidad
folicular donde se aloja el liquido folicular, fluido que sera objeto de estudio de la presente tesis doctoral (Spe-
roff y Fritz, 2006).

Senalar que el liquido folicular contiene hormonas sexuales, proteinas plas-
maticas, mucopolisacaridos, electrolitos y toda una serie de factores regulado-
res que interaccionaran controlando la maduraciéon del foliculo y por tanto del
propio ovocito (Cabello, 2013). Algunas de estas sustancias proceden de los va-
sos localizados por fuera de la lamina basal, otras son productos de secreciéon
de las propias células foliculares (especialmente de las células de la granulosa),
pero todas ellas tendran efecto tanto en el ovocito como en las células somaticas
circundantes. Resumiendo, el LF representa un complejo compartimento fun-
cional donde se integran distintas sefiales endocrinas, inmunologicas y mitogé-
nicas que hacen que cada foliculo ovarico sea unico. Las células foliculares pro-
ducen una gran variedad de sustancias y factores que pueden ser valorados en
el liquido antral, estableciendo distintos parametros de calidad folicular (Eppig,
2001; Gonzalez et al., 2011). Ademas, aunque la funcién ovarica estd controlada
principalmente por el eje hipotdlamo-hipofisario, no hay duda de que cada fo-
liculo presenta un microambiente especifico que determinard si dicho foliculo
entra en atresia o bien es ovulado, transformandose posteriormente en cuerpo
luteo (Angelucci et al., 2006; Harata et al., 2006; Schweigert et al., 2006).

Desde principios de los afios 70 y dentro del campo de la reproduccion asisti-
da, se estan llevando a cabo un gran numero de estudios en los que se pretende
establecer la relaciéon existente entre: composicion del LF - calidad folicular -
calidad ovocitaria - calidad embrionaria - resultados reproductivos (Shalgi et
al., 1973; Edwards, 1974; Lindner et al., 1988; Molina, 1990; Gonzales et al., 1992;
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Moschos et al., 2002: Smitz et al., 2007; Estes et al., 2009; Salerno et al., 2011). No
en vano, el trabajo de investigacion que hemos desarrollado trata de aportar
claridad a este punto. En concreto, estudia y analiza la actividad de las enzi-
mas encargadas de la degradacion de diversos péptidos bioactivos en el liquido
folicular humano. Mdas adelante, en el apartado correspondiente a peptidasas,
presentaremos sus caracteristicas asi como su posible papel reproductivo.

1.3. Ovulacion

Durante la vida reproductiva se producen oleadas de crecimiento de foliculos,
la gran mayoria de estos se detienen e involucionan en estadios precoces de la
maduracion. En cada ciclo menstrual solo uno de ellos, excepcionalmente dos
o mas, llegan a la fase de foliculo pre-ovulatorio maduro. La ovulacién ocurre
aproximadamente a la mitad del ciclo (14 dias en un ciclo “promedio” de 28 dias)
y por influencia de FSH y LH, concretamente, de 12 a 24 h tras el nivel circu-
lante maximo de LH en sangre (Balasch et al., 1995).

Cuando la hormona LH llega a las células foliculares se incrementa el meta-
bolismo de esteroides, como consecuencia, las células comienzan a sintetizar
diferentes tipos de enzimas proteoliticos (plasmina y colagenasa) que degradan
la matriz extracelular que une las células foliculares. Degradacién que tiene lu-
gar principalmente en el dpex. Cuando aumenta la LH, aumenta el AMP ciclico
(AMPc) en el foliculo, frenando el efecto del OMI y del inhibidor de la luteini-
zacion (LI), dos inhibidores presentes en el liquido folicular, que sirven para
prevenir la maduracién prematura del oocito y la luteinizacion (Fig. 4.A). Por
otrolado, la LH, FSH, progesterona y prostaglandinas estimulan la actividad de
enzimas proteoliticos que digieren el coldgeno de la pared folicular hasta cons-
tituir el estigma ovarico (punto de ruptura del foliculo) (Botella Llusia, 1995).
Las prostaglandinas, ademas, facilitan la contraccion de fibras musculares lisas,
detectadas en el ovario, contribuyendo a la expulsion del liquido folicular junto
con el complejo oocito-cumulo (COC) (Miyazaki et al., 1991) (Fig. 4.B).

La ovulacion es una solucion de continuidad, que se acompana de rotura de
tejido v vasos, v por tanto de hemorragia que se suele acumular en la oquedad
dejada por el ¢vulo. Inmediatamente después de la rotura folicular, la teca vy las
paredes se colapsan alrededor de la cavidad folicular, ahora repleta de sangre.
Las paredes foliculares se cargan de un pigmento amarillo y sufren una serie
de cambios por influencia de la LH; transformandose en una estructura glan-
dular denominada cuerpo amarillo o cuerpo luteo que principalmente secreta
progesterona, pero que también produce cierta cantidad de estrégeno. Estas
hormonas, en particular la progesterona, causan secrecion de glandulas endo-
metriales y suelen preparar el endometrio para la posible implantacion del blas-
tocisto (Moore y Persaud, 1999).
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Figura 4. Mecanismos que intervienen en la ovulacién. (A) Inhibicién de la ovulacién, mediada por OMI
y LI (B) Expulsién del complejo oocito-ctimulo (COC) del foliculo, gracias a la accién de prostaglandinas y
enzimas proteoliticos en respuesta al pico de LH (adaptado de Speroff y Fritz, 2006).

1.4. Atresia

Alolargo de la vida de una mujer existe una gran pérdida de ovulos. Durante
el periodo embrionario - fetal se detecta el maximo numero de oocitos, alcan-
zando los 10 millones pero sélo un 20% de estos llega a la etapa de dictioteno (en
estadio de V@), por lo que en la profase I es donde ocurre el mayor fenémeno
de atresia. En el momento del nacimiento, inicamente un 10% de las vesiculas
germinales habra sido capaz de alcanzar el nivel de desarrollo de foliculo pri-
mordial (Motta y Makabe, 1986).

Durante la infancia el proceso de pérdida continua, hay cohortes de oocitos
que comienzan el crecimiento y maduracion “antes de hora’, es decir, antes de
llegar a la pubertad, por lo que acabardn degenerando. Hacia la adolescencia
no quedan mas de 40 000 unidades, de ellas sdlo 400 se convierten en oocitos
secundarios vy se expulsan en la ovulacién (Scott v Hodgen, 1990). La sefaliza-
cion que dirige estos procesos debe estar finamente regulada, ya que una tasa
de muerte celular demasiado alta, seguida de atresia folicular podria tener con-
secuencias muy negativas en la fertilidad de la mujer (Krysko et al., 2008). Con
el paso del tiempo, el numero de foliculos primordiales se ird reduciendo hasta
que al llegar la menopausia, solo queden unos cientos (Richardson et al., 1987).

11
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2.ESTERILIDAD E INFERTILIDAD

2.1. Problemas de fertilidad

Definimos esterilidad como la incapacidad de una pareja para la concepciéon
natural en el plazo de un ano. Por otro lado, entendemos por infertilidad la in-
capacidad de conseguir un recién nacido vivo, siendo éste el caso de las parejas
que consiguen embarazo pero que posteriormente abortan. En paises desarro-
llados los problemas de esterilidad afectan aproximadamente a un 10-15% de
las parejas en edad reproductiva (Remohi et al., 2012). Estas cifras aumentan
ano tras ano, y se constata el hecho de que cada vez son mas las mujeres que
optan por retrasar la maternidad, incrementando la frecuencia de problemas
reproductivos (Minaretzis et al., 1998: Balasch, 2008; Bonilla-Musoles, 2010). En
Espafa aproximadamente un 27,1% de las causas de esterilidad son de origen
femenino, un 29,1% de procedencia masculina, un 25,2% de causa mixta, un
15,6% de origen desconocido, un 0,6% de parejas con enfermedades infecciosas
transmisibles y un 2,4% de mujeres sin pareja masculina (Registro_SEF, 2013).
Sin olvidarnos de que, en cierta medida, la prevalencia de cada porcentaje varia
con la edad.

Las causas de esterilidad femenina derivan de diferentes problemas:

* Anatomicos: Anomalias que afectan a genitales externos y/o internos.

e Hormonales: A nivel hipotdlamo-hipofisario u ovarico, afectando a la
secrecién de sus respectivas hormonas.

» Genéticos: Alteraciones cromosémicas o génicas.
e Inmunolégicos

« Psiquicos

o [diopaticos

» Otros: Obesidad y adelgazamiento extremo, alteraciones de la tiroides
v glandulas suprarrenales, enfermedades sistémicas graves, abuso de
drogas y ciertos medicamentos, etc.

Maés concretamente, en esta Memoria se han tenido en cuenta cuatro tipos de
infertilidades que seran detalladas a continuacion.
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2.1.1. Sindrome de ovario poliquistico (SOP)

El sindrome de ovarios poliquisticos es la endocrinopatia con mayor prevalen-
cia en mujeres jovenes, afecta al 4-8% de la poblacion femenina en edad fértil
y su patogenia es de origen multifactorial (Azziz et al., 2004; Castillon et al.,
2009; Fabregues y Manau, 2012). Lo padecen aquellas mujeres con foliculogé-
nesis alterada en las que el crecimiento de nuevos foliculos es estimulado con-
tinuamente, pero no hasta el punto en que se alcance la maduracion completa,
con lo que el desarrollo folicular se puede prolongar varios meses en forma de
‘quistes foliculares”. Aproximadamente, un 20% de las mujeres afectas de SOP
presentan problemas de fertilidad (Rodriguez-Galvez et al., 2007; Corbett y Mo-
rin-Papunen, 2013).

El estudio de este sindrome comenzo en 1932 cuando Stein y Leventhal pu-
blicaron la primera descripcion de este fendmeno complejo, caracterizado por
mujeres que presentaban amenorrea, hirsutismo, obesidad y apariencia poli-
quistica de ovarios. Posteriormente fueron variando las definiciones lo que en
ocasiones ha generado confusién. Segin el grupo de consenso ESHRE-ASRM',
para el diagnéstico del SOP se precisa el cumplimiento de dos de los tres crite-
rios siguientes: ovarios poliguisticos por ecografia, hiperandrogenismo clinico
y/o bioguimico y oligoovulacién o anovulacién (manifestadas por oligomeno-
rrea o amenorrea) (Fauser et al., 2004).

Los signos y sintomas de este sindrome estdn relacionados con una amplia
gama de alteraciones hormonales y metabdlicas como son el desequilibrio hor-
monal (consecuencia del exceso de la liberaciéon de LH), la resistencia a la insu-
lina, el hiperandrogenismo, la obesidad, el denominado Sindrome metabdlico o
enfermedades cardiovasculares (Legro et al., 1999; Meyer et al., 2005; Requena
et al.,, 2009; Fabregues y Manau, 2012; Fontes et al., 2012).

Son muchos los sistemas y moléculas ovaricos relacionados con la elevacion
de la LH en el SOP (angiotensina II, serotonina, neurotensina, somatostati-
na, dopamina, noradrenalina, factor liberador de corticotropina, melatonina,
oxitocina, sustancia P, factores de crecimiento y otros), pero la inhibina B, el
péptido inhibidor del pico de gonadotropinas (GnSAF) y la hormona antimii-
lleriana (AMH) han sido los més estudiados. Es més, en los ultimos anos algu-
nos estudios experimentales han sugerido que un ambiente hiperandrogénico
intrauterino podria ser la base sobre la que se desarrollarian muchos de los
signos y sintomas del sindrome en la vida adulta. La hipotesis se basa en el he-
cho de que la exposicion a un exceso de andrégenos produciria un fenémeno
epigenético que provocaria un exceso de proteinas de la familia del factor de
crecimiento transformante f y, entre ellas, destacaria la AMH que podria ser
responsable del exceso de foliculos primarios y preantrales pequenos (Hom-
burg, 2009). Algunos autores afirman que la obesidad no sélo es consecuencia

! ESHRE-ASRM: European Society of Human Reproduction and Embryology — American Society for Reproduc-
tive Medicine
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de la alteracién metabdlica del SOP, sino que colabora de forma importante
en su origen y mantenimiento (Garruti et al.,, 2009). Seguramente, la leptina
ha sido la adipocina mas estudiada y ha estado elevada en el SOP tanto por
una mayor produccion en el tejido graso como por una alteracién en algunas
enzimas de la granulosa relacionadas con su metabolismo (Azziz et al., 2011;
Fonteset al., 2012).

Varios autores han relacionado la hipersecrecion de LH del SOP con una baja
tasa de fecundacion asi como de gestacion evolutiva (Stanger v Yovich, 1985),
aungue actualmente existe una gran discrepancia con respecto a dichos hallaz-
gos (Hohmann et al., 2005).

2.1.2. Endometriosis

La endometriosis es una enfermedad que se caracteriza por la aparicion y cre-
cimiento de tejido endometrial en localizaciones ectopicas (fuera del utero), Se
cree que afecta al 5-10% de las mujeres en edad fértil y que la padecen entre el
25 v el 40% de las mujeres con problemas reproductivos (Cramer y Missmer,
2002; Sanchez et al., 2009: Harb et al., 2013).

Lo mas llamativo de esta patologia es la falta de correlacion entre la intensidad
de los sintomas v la gravedad de las lesiones. La clinica se caracteriza funda-
mentalmente por la presencia de dolor pélvico y/ o ovulatorio e infertilidad
(Sanchez et al., 2009: de Graaff et al., 2013).

Parece unanime la opinion sobre una disminucion de la reserva ovéarica en las
pacientes con endometriosis ya que el niumero de ovocitos recuperados, tras
un ciclo de reproduccion asistida, suele ser mas bajo cuando se compara con
otras afecciones (Minguez et al., 1997). La foliculogénesis se ve dificultada v la
obtencién de ovocitos con alteraciones supondria la generacién de embriones
con menor capacidad de implantacion. Existen grupos que han demostrado una
disminucioén de la tasa de implantacién v de embarazo en las pacientes con en-
dometriosis, debida a la calidad de los embriones transferidos. Pero los datos
publicados son contradictorios, puesto que hay trabajos que apuntan resultados
similares en cuanto a tasas de embarazo comparando endometriosis con con-
troles (factor masculino, factor tubarico o infertilidad de origen desconocido)
(Martinez-Salazar et al., 2007; Harb et al., 2013). Por otro lado, los endometrio-
mas por si solos no afectan a la receptividad endometrial; pacientes afectas de
endometriosis que reciben ovocitos donados presentan tasas de implantacion y
embarazo similares a las de receptoras sin endometriomas (Alborzi et al., 2006;
Sallam et al., 2006).

Destacaremos que en el estudio que hemos llevado a cabo sélo se han incluido
pacientes con endometriosis a nivel ovarico (END).
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2.1.3. Factor tubarico (FT)

Actualmente el factor tubdrico representa una de las principales causas de es-
terilidad femenina ya que afecta al 35-40% de las pacientes que consultan por
problemas de fertilidad (Strandell y Lindhard, 2002; Bruna et al., 2008; Ferro et al,
2009). Una mujer presenta patologia tubarica cuando, tras someterse a las pruebas
de integridad anatdmica, manifiesta nula o escasa permeabilidad en una o ambas
trompas de Falopio.

Las trompas pueden experimentar diversos cambios patologicos, la mayoria
secundarios a infecciones bacterianas, cuyo origen puede estar en el mismo
tracto genital o en estructuras vecinas como el apéndice, diverticulos intestina-
les o por infecciones sistémicas como la tuberculosis.

La enfermedad inflamatoria pélvica aguda y crénica (de etiologia infecciosa)
se presenta como la primera y mas importante causa de alteracion del factor
tubérico. En segundo término, las lesiones producidas por endometriosis. En
tercer lugar, las alteraciones generadas por cicatrices (adherencias) de cirugias
previas en la pelvis femenina, incluidas el tratamiento de la gestacion ectdpica
v la cirugia tubdarica. Causas mas infrecuentes son las compresiones mecanicas
extrinsecas generalmente producidas por miomas, y aun mas infrecuentes son
las malformaciones congénitas tubaricas.

La existencia de una obstruccion tubdarica distal puede provocar la acumula-
cién de liquido en su interior v la posterior dilatacién de las trompas, lo que
conocemos con el nombre de hidrosalpinx (Paolini et al., 1963). Es uno de los
trastornos tubaricos mas graves y frecuentes ya que representa cerca del 30%
de los casos (Strandell et al., 1994). En los tratamientos de fecundacién in vitro,
gran numero de estudios confirman que la presencia de hidrosalpinx se asocia
a una reduccién a la mitad de las tasas de embarazo, a un descenso en las tasas
de implantacién, asi como a un aumento en el porcentaje de abortos precoces y
de embarazos ectopicos (Andersen et al., 1994; Katz et al., 1996; Gonzélez et al.,
2007b; Sharara, 2009; Li et al., 2010; Chanelles et al., 2011; Zhong et al., 2012).
No obstante, el FT es uno de los problemas de fertilidad con mejor prondstico
reproductivo (Matalliotakis et al., 2007; Okohue et al., 2013).

2.1.4. Esterilidad sin causa aparente (ESCA)

Cerca del 16% de las causas de esterilidad son de origen desconocido (Registro_
SEF, 2013), es decir, tras el pertinente estudio de fertilidad ninguno de los dos
miembros de la pareja presenta problemas reproductivos. Sin embarbo, durante
el tratamiento de reproduccion asistida se pueden ir revelando causas de esterili-
dad no diagnosticadas en un primer momento, como por ejemplo: baja respuesta
a la estimulacion, fallo de fecundacion, mala calidad embrionaria, etc. (Ruiz et al.,
2003; Siristatidis y Bhattacharya, 2007; Kamath y Bhattacharya, 2012).
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Las parejas con ESCA presentan una elevada tasa de gestacion espontanea en
los casos de mujeres con edades comprendidas entre los 28-30 anos y con una
duracién de infertilidad inferior a 2-3 anos. Por lo que, en un principio, el pro-
noéstico del tratamiento reproductivo en estas pacientes es bueno (Vidal et al.,
2009; Reindollar et al., 2010; Pandian y Bhattacharya, 2013).

2.2. Estudio de la pareja estéril

El estudio de ambos miembros de la pareja debe ser simultaneo e iniciarse
cuando, tras un ano de haber mantenido relaciones frecuentes y no protegidas
no se consigue gestacion. El periodo de un ano no se ha elegido de forma arbi-
traria, sino que se basa en un estudio clasico en el que se evalué la posibilidad
de embarazo de parejas fértiles (Maruani y Schwartz, 1983). Segiin este trabajo,
la probabilidad de embarazo de las parejas sin problemas reproductivos es de
un 20% al mes, llegando a un 93% la probabilidad acumulada en un ano. Dado
que la edad de la mujer es determinante para su capacidad genésica (Quartim
etal., 2012), en pacientes mayores de 35 afos el estudio estara indicado si no se
ha logrado concebir al cabo de seis meses. De igual modo otras circunstancias
individuales pueden hacer que se adelante la evaluacion, este seria el caso de
mujeres con: patologias uterinas, tubdricas u ovaricas, enfermedades de trans-
mision sexual, ciclos menstruales irregulares, etc. (Gonzalez et al., 2007a; Bruna
et al., 2008)

La pareja se sometera a una serie de pruebas para poder determinar, en la me-
dida de lo posible, el origen de la esterilidad vy el tipo de tratamiento que se ajus-
te mds a su situacion. Asi, se llevard a cabo tanto una completa anamnesis como
exploraciones fisicas, estudios hormonales y genéticos, seminogramas, etc. Una
vez completado el estudio de fertilidad, se procedera a aplicar la técnica de re-
produccion asistida méas adecuada en cada caso.

2.3. Fecundacion in vitro (FIV)

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) abarcan todas las practicas que
implican la manipulacién in vitro de ovocitos, espermatozoides y/o embriones
humanos con fines reproductivos (Zegers-Hochschild et al., 2009). Incluyen pro-
cedimientos tales como la inseminacién artificial, la fecundacién in vitro (FIV),
el diagnostico genético preimplantacional (DGP) y la donacién de gametos. De-
bido a la existencia de un numero cada vez mayor de parejas con problemas de
fertilidad el uso de las TRA esta experimentando un notable aumento. Segun
el registro nacional, se calcula que en el afio 2011 los tratamientos de fertilidad
generaron un total de 14 902 partos (Registro_SEF, 2013).
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La técnica de reproduccion asistida mas utilizada es la FIV. Consiste en una
secuencia de pasos muy coordinados que comienza con la hiperestimulacion
ovarica de la paciente, seguida de la recuperaciéon de los ovocitos bajo ecografia
transvaginal, fecundacién y cultivo embrionario en el laboratorio y transferen-
cia cervical del embrién/es al itero materno. Todo este proceso aparece debida-
mente especificado en el subapartado 2.2 de Material y Métodos.

Actualmente la fecundacion in vitro puede realizarse mediante dos procedi-
mientos diferentes: fecundacién in vitro convencional (FIV-Convencional), en
la que évulo y espermatozoide se unen de forma espontanea en el laboratorio, y
la microinyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (FIV-ICSI), en la que
la fecundacion se realiza seleccionando e inyectando un uinico espermatozoide
en cada évulo.

Inicialmente, la FIV estaba indicada exclusivamente para conseguir gestacio-
nes en mujeres que habian quedado estériles tras la extirpacién de ambas trom-
pas de Falopio debido a embarazos ectopicos previos. Hoy en dia, también esta
indicada para resolver otros muchos problemas como: ausencia, obstruccién o
lesién de trompas, endometriosis en grados moderados o severos, alteraciones
de la ovulacién, edad avanzada, técnicas de ovo-donacion, fracaso tras insemi-
nacion artificial, disminucién del numero y/o movilidad de los espermatozoides
o aumento de las alteraciones morfoldgicas de los mismos, ausencia de esper-
matozoides en eyaculado, vasectomia previa, DGP, etc. (Giles v Vidal, 2012).

2.3.1. Factores prondsticos del éxito del tratamiento

Actualmente los indicadores del éxito de un ciclo de FIV son la edad materna,
la reserva folicular, la capacidad reproductiva previa, la respuesta a la estimu-
lacion ovarica, el numero de embriones obtenidos y la calidad de los mismos
(Ardoy v Calderodn, 2008; Lopez, 2008). No obstante, seria de gran utilidad po-
der determinar mas factores pronésticos del éxito del tratamiento, por ejemplo,
resultaria muy interesante esclarecer la relaciéon existente entre metabolismo
folicular y calidad ovocitaria. Si la composicién bioquimica del liquido folicular
pudiera pronosticar el estado fértil de la mujer, podriamos considerarla un indi-
cador de fertilidad facil, repetitivo y fiable. De hecho, este es uno de los objeti-
vos que persigue el trabajo de investigacion que hemos llevado a cabo.
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Edad materna

En la mujer la edad condiciona de forma evidente su capacidad reproductiva.
Cuando en analisis epidemiolédgicos se estudian poblaciones que no emplean
anticonceptivos, se observa que la fertilidad femenina tiene su maximo entre
los 20-24 anos y posteriormente disminuye de manera uniforme, descendiendo
significativamente una vez cumplidos los 35 y de forma muy acentuada a partir
de los 40 anos (Ziebe et al., 2001).

Consecuentemente, existen numerosos datos en la literatura que confirman
que la eficacia de las TRA disminuye con la edad, tal v como se puede apreciar
en la Figura 5. Ademas, a medida que aumenta la edad (y disminuye la ferti-
lidad) la incidencia de abortos espontaneos también se eleva (Maroulis, 1991;
Nasmyth, 2001). Estudios de hibridacion in situ en embriones y ovocitos no fe-
cundados han demostrado que la tasa de anomalias cromosémicas aumenta de
forma significativa con la edad (Nasmyth, 2001; Pellestor et al., 2003; Remohi
etal., 2007).

100 A
75 A
50 A

25 A

% embarazo por ciclo

<29 30-34 35-39 40-44 > 45

Edad (afios)

Figura 5. Tasa de embarazo por ciclo iniciado de FIV segun el rango de edad. Se representa el porcentaje (%).
En esta gréfica se observa cémo a medida que aumenta la edad materna el porcentaje de gestacion disminuye
(Registro_SEF,, 2010).

Numero y calidad embrionaria

El principal objetivo de la FIV es el nacimiento de un nino sano. Para ello se
debe transferir al Utero materno el numero suficiente de embriones como para
maximizar la probabilidad de embarazo, tratando al mismo tiempo de reducir la
posibilidad de gestacion multiple.

Hoy en dia, el inico método para seleccionar el mejor embrion es la observacion
y escrutinio del que presenta la morfologia mas adecuada. Los sistemas de clasi-
ficacion se basan en caracteristicas morfocinéticas tales como: niimero de células
embrionarias, ritmo de division, grado y tipo de fragmentacion celular, simetria y
forma de los blastomeros, presencia de vacuolas, multinucleacion, etc.
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2.3.2. Complicaciones mas comunes

Embarazo multiple

El riesgo de embarazo multiple (gestacién > 2 sacos embrionarios) esta relacio-
nado con la edad de la mujer, el niumero de embriones transferidos al utero v la
calidad de los mismos. Seguin el registro nacional, la tasa de embarazo multiple en
FIV alcanza el 26,25% (Registro_SEF, 2013). Dicha gestacion supone un aumento
de los riesgos médicos tanto para la futura madre como para su descendencia,
como son: el incremento de la patologia del embarazo, la prematuridad, el bajo
peso al nacer y las complicaciones neonatales entre otras (Nicolas et al., 2012).

Sindrome de hiperestimulacién ovarica

En ocasiones la respuesta ovarica al tratamiento es excesiva, se desarrollan un
gran numero de foliculos, aumenta el tamano ovarico y se eleva considerable-
mente la cantidad de estradiol en sangre. Este sindrome se clasifica en leve, mo-
derado y severo. El sindrome severo ocurre de forma excepcional: 0,26% sobre
el total de ciclos iniciados (Registro_SEF, 2013) y se caracteriza por la acumula-
cidon de liguido en el abdomen e incluso en el térax, asi como por alteraciones de
la funcion renal y/o hepatica. En casos criticos se puede asociar a insuficiencia
respiratoria o alteraciones de la coagulacion e, incluso, puede precisar hospita-
lizaciéon y tratamiento médico-quirurgico.

Embarazo ectépico

Consiste en la implantacion del embrion fuera del Utero materno, habitual-
mente en las trompas de Falopio. Se produce en un 3,1% del total de gestaciones
(Registro_SEF, 2013).

Afectacion psicolégica

Durante el tratamiento de fertilidad, tanto el hombre como la mujer pueden
padecer trastornos psicolégicos, tales como sintomas de angustia y depresivos.
En algunos casos, pueden surgir dificultades en la relacion de pareja y niveles
elevados de ansiedad en el periodo de espera entre la aplicaciéon de la técnica y
la confirmacién de la consecucion o no del embarazo, asi como ante los fallos
repetidos de la técnica (Roca, 2013).
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3.LAS PEPTIDASAS

En los ultimos anos se ha venido describiendo el papel que diferentes péptidos
bioactivos (también llamados biopéptidos) pueden tener en diversas situacio-
nes fisio-patoldgicas, entre ellas cuestiones relacionadas directamente con la
(in)fertilidad tanto masculina como femenina, si bien su papel en la fertilidad
femenina es mucho menos estudiado que en la masculina, como iremos viendo
a lo largo de esta introduccion.

Una de las formas mas habituales de estudiar las alteraciones peptidérgicas es
analizar la actividad de los enzimas que los controlan y que, en general, reciben
el nombre de peptidasas. Los péptidos son hidrolizados por un numero limitado
de enzimas que presentan una especificidad de sustrato relativamente amplia,
quedando descartado el concepto “una peptidasa, un sustrato” (Schwartz, 1983;
Kenny, 1986). Las peptidasas se encuentran presentes un una gran variedad de
tejidos vy fluidos corporales por lo que se cree que deben estar involucradas en
el metabolismo de una gran cantidad de biopéptidos, fundamentales en la co-
municacion intercelular del organismo (Fujiwara et al., 1999). En la actualidad,
el conocimiento de la funcién de las peptidasas las ha llevado a su empleoc como
marcadores tumorales y dianas terapéuticas.

3.1. Clasificacion y nomenclatura de las peptidasas

El 2% de los genes que se transcriben son peptidasas, lo que las convierte en
uno de los mayores grupos de proteinas funcionales del organismo. Constitu-
yen un grupo muy heterogéneo de proteinas, que pueden encontrarse tanto
unidas a membrana como en las fracciones solubles y que pueden presentar
tamanos entre 25y 300 kDa (Taylor, 1993). Por todo ello, no es de extrafiar que
su clasificacion y nomenclatura sea una tarea compleja, que haya ido variando
segun se ha profundizado en su conocimiento.

En cuanto a la terminologia, hay que tener en cuenta que ésta ha sido confusa,
ya que en ocasiones se han empleado nombres diferentes para referirse a la
misma enzima. Historicamente, los términos proteasa, proteinasa y peptidasa
han tenido significados ligeramente diferentes. En la actualidad, a pesar de que
algunos autores recomiendan el empleo del término “enzima proteolitico” como
el mas adecuado v facilmente entendible, desde el Comité NC-IUBMB? se reco-
mienda el empleo del término “peptidasa” para referirse a todas aquellas enzi-
mas que rompen enlaces peptidicos. Los miembros de este grupo de proteinas
se clasifican en exopeptidasas y endopeptidasas, en funcién de la situacion del
enlace que hidrolicen.

2 NC-IUBMB: Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology
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Asi, las exopeptidasas rompen el enlace peptidico del ultimo, o de los tiltimos 2
¢ 3 aminoacidos de la cadena. Si su actuacion tiene lugar en el extremo amino
terminal se denominan aminopeptidasas, dipeptidil-peptidasas o tripeptidil-pep-
tidasas, respectivamente. Si la hidrélisis sucede en el extermo carboxilo terminal,
las enzimas serian carboxipeptidasas, o peptidil-dipeptidasas. El término dipepti-
dasa hace referencia a exopeptidasas especificas para hidrolizar el enlace peptidi-
co de los dipéptidos. Por ultimo, las omega-peptidasas son enzimas que eliminan
residuos terminales que son sustituidos, ciclados o unidos por enlaces isopeptidi-
cos (uniones peptidicas formadas por grupos diferentes al a-amino y a-carboxilo).

Las endopeptidasas catalizan la ruptura de enlaces peptidicos dentro de la cade-
na, vy se clasifican en base a su mecanismo catalitico. Es decir, segin la naturaleza
quimica de los grupos responsables de la catalisis. Asi, dentro de este grupo se
describen las aspartil-endopeptidasas, las cisteinil-endopeptidasas, las metaloen-
dopeptidasas, las serilendopeptidasas, las treonil-endopeptidasas, y en un ultimo
grupo se englobarian aquellas que aun no han sido clasificadas (“unclassified-en-
dopeptidases”).

Una posible clasificacion de estas enzimas proteoliticas es la propuesta por el
grupo de Marks (1968a, 1968b, 1975), basada en la afinidad por diferentes sus-
tratos cromogénicos. Segun esta clasificacién, las aminopeptidasas se agruparian
en dcidas, bdsicas y neutras, dependiendo de que actuaran sobre sustratos acidos,
basicos o neutros, respectivamente. Por otro lado, también se ha nombrado a las
peptidasas dependiendo del péptido bioactivo sobre el que actuan. Asi, podrian
describirse peptidasas degradadoras de encefalinas, de hormona liberadora de
tirotropina (TRH), o de angiotensinas, entre otras.

Enlos anos 90, se establecieron las bases de un sistema de clasificacion segun las
secuencias y estructuras de las peptidasas, empleando la riqueza de nuevos datos
disponibles. De esta clasificacion surgio la base de datos MEROPS, que desde 1996
constituye en Internet una fuente referencial con datos de todas las peptidasas.
Esta base de datos establece una clasificacion jerdrquica construida sobre los con-
ceptos de Tipo Catalitico, Clan, Familia v Peptidasa (Barret et al., 2004; ver Tabla 1).

En un primer paso, las peptidasas se agrupan segun el Tipo Catalitico, es decir,
la naturaleza quimica de los grupos responsables de la catalisis anteriormente
mencionados, de los cuales tomarian la letra mayuscula inicial (A, C, M, S, T, U)
de la clasificacion. A continuacion las peptidasas se agrupan en clanes o familias,
atendiendo a grupos de peptidasas homaologas.

Cada Clan agrupa una o varias Familias, con un origen comun. El nombre del
Clan viene determinado por una segunda letra mayuscula, que no se reutiliza en
caso de desaparecer el Clan en posteriores reorganizaciones de la clasificacion.
No todas las Familias pueden clasificarse en Clanes.
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Las Familias se agrupan por homologia con el miembro mas representativo del
grupo, en base a la unidad peptidasica. La Familia aporta un nimero secuencial
a la nomenclatura. Este numero tampoco se reutiliza. Por ultimo, cada peptidasa
tiene un identificador Uinico, con 2 partes separadas por un punto (-).

Aunque existen diversas clasificaciones, las aportadas por la Enzyme Com-
mission (EC), son las aceptadas actualmente. En esta clasificacién las peptidasas
se encontrarian dentro del grupo E.C. 3.4, que hace referencia a las hidrolasas
que actuan sobre enlaces peptidicos. La subclasificacion posterior (XX.X) esta-
ria de acuerdo con la nomenclatura anteriormente mencionada, propuesta por
Rawlings y Barrett en 1995 y 2010.

3.2. Funciones de las peptidasas

3.2.1. Las peptidasas como enzimas interconvertidoras de biopéptidos

La comunicacion entre células es una condicion indispensable para el funciona-
miento coordinado de cualguier organismo. Esta comunicacién se realiza prin-
cipalmente mediante tres sistemas: el sistema hormonal, el sistema nervioso y
los mediadores celulares. Los péptidos bioactivos son “moléculas mensajeras”
empleadas por estos tres sistemas. Este tipo de moléculas se caracterizan por su
ubicuidad, habiendo sido descritas en tejidos de todos los reinos de seres vivos,
y por sus secuencias cortas de aminodacidos que pueden encontrarse libres o en-
criptadas en proteinas. Estos ultimos requeririan la hidrdlisis enzimatica para su
liberacion (Sumitomo et al., 2005; Nascimento-Silva et al., 2008). La accién con-
junta de estos biopéptidos con las enzimas y receptores involucrados forman los
diferentes sistemas peptidicos, de vital importancia en la comunicacién celular
(Turner, 1986, 1987; Angelisova et al., 1999; Sjostrom et al., 2000; Mina-Osorio,
2008).

El control peptidico es un fendémeno altamente complejo, v a la vez flexible y
aplicable al control de muy diversas funciones fisioldgicas y en tipos celulares
muy distintos. Asi, los péptidos bioactivos estan regulados por “convertasas” es-
pecificas que los hidrolizan (Hallberg et al., 2005).

La funcién bioldgica mas conocida de las peptidasas es la conversion de péptidos
bioactivos (Fig. 6). Gracias a su actividad hidrolitica las peptidasas pueden modu-
lar las funciones de los mensajeros peptidicos, produciendo tanto formas activas,
como inactivas (Antczak et al., 2001; Proost et al., 2007).

En su concepto clasico, las responsables de la conversion de biopéptidos son las
peptidasas de superficie celular o ectopeptidasas. Estas, tienen el centro catalitico
dirigido hacia el exterior de la célula, regulando asi las funciones de estos mensa-
jeros peptidicos (Turner, 1986, 1987; Taylor, 1993). No obstante, se ha descrito que



I . INTRODUCCION

tanto las formas unidas a la membrana como las formas solubles intracelulares
pueden ser secretadas al exterior, donde participarian en la conversion de pépti-
dos bioactivos (Balogh et al., 1998; Shrimpton et al., 2002). De hecho, los enzimas
analizados en esta Memoria son peptidasas presentes en la fraccion soluble del
LF, por lo que su funcion no es otra que la de regular la actividad de péptidos
bioactivos presentes en el antro folicular y cuyo cometido podria ser crucial en el
proceso reproductivo femenino.

3.2.2. Catabolismo proteico y acciones intracrinas de las peptidasas

Hasta hace relativamente poco se pensaba que la funcion de las peptidasas en
el interior de las células se limitaba a la ultima etapa del catabolismo proteico
(Mantle, 1992: O'Cuinn, 1998). Asi, v dado gue la accién de los péptidos bioacti-
vos ocurre en la superficie celular, las peptidasas citosélicas no tomarian parte
en su regulacién metabdlica, salvo que se secretaran al exterior. Sin embargo,
en la ultima década, se ha descrito que ademés de la funcién endocrina, para-
crina y autocrina, estos mensajeros peptidicos podrian tener funciones dentro
de la propia célula -funciones intracrinas- (Fig. 6).

Segun algunos autores, muchos péptidos podrian actuar en el interior de la
misma célula donde son sintetizados. Estos péptidos, mediante su union a re-
ceptores intracelulares, regularian por accién intracrina funciones como el
crecimiento celular (Re, 2002, 2003; Re y Cook, 2006). Siendo esto asi, se ha
propuesto que las peptidasas intracelulares realizarian funciones de regulacion
intracrina, ademas de su actuacion en la ultima etapa del catabolismo proteico
(Ferroet al., 2004; Linardi et al., 2004).

Conversion de péptidos bioactivos
PS

PM

.

PM PM

B D

PS
PM
PS

- Catabolismo proteico
- Acciones intracrinas

Figura 6. Representacion grafica de las diferentes localizaciones de las peptidasas y sus funciones en estos
lugares. (PM) peptidasa anclada a la membrana; (PS) peptidasa soluble, tanto citosélica como secretada al es-
pacio extracelular; (N) nucleo y (M) membrana citoplasmatica (Blanco, 2010).
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3.2.3. Otras acciones de las peptidasas

Gracias a su actividad catalitica, la accion de las peptidasas también forma par-
te de los procesos que conllevan a la degradacion de la matriz extracelular. Se ha
comprobado que tienen importancia en el proceso de rotura folicular (durante
la ovulacién), en el desarrollo de nuevos tejidos, en la inflamacion y en procesos
neoplasicos (Pérez et al, 2009; Blanco et al, 2010).

Ademas, algunas peptidasas pueden ejercer su funcién como moléculas de ad-
hesioén, proceso vital en el reconocimiento celular y necesario en fenémenos
como la migracion celular (Riemann et al., 1999; Antczak et al., 2001; Pro y Dang,
2004; Carl-McGrath et al., 2006). Otras tienen funcion receptora, se ha descrito
que las estructuras de algunas de las ectopeptidasas estudiadas en este trabajo
contienen dominios intracitoplasmaticos de pocos aminoacidos (Riemann et al.,
1999; Sumitomo et al., 2005). De esta forma, estas peptidasas podrian dar lugar
a senales intracelulares mediante la interaccién con diferentes moléculas, con-
dicionando funciones como el crecimiento o la migracién celular (Antczak et al.,
2001; Nanus, 2003; Sumitomo et al., 2005).

3.3. Las peptidasas en la fisiologia y en la patologia

Las peptidasas cumplen una tarea fundamental en la comunicaciéon intercelu-
lar, condicionando diferentes funciones fisioldgicas e influyendo en la génesis
vy evolucion de diferentes procesos patolodgicos. A nivel del sistema nervioso
central, se ha descrito que forman parte en funciones como la memoria, el com-
portamiento vy la nocicepcién (Hui, 2007). También es muy conocido su papel en
el sistema cardiovascular y en la funcion renal, yva que las vias metabdlicas del
sistema renina-angiotensina (denominado RAS o sistema RA) estan reguladas
por peptidasas (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008; Carrera et al., 2009). Del mismo
modo, han sido descritos cambios en la expresion y funcion de las peptidasas
en: alteraciones de la memoria y del estado de dnimo, enfermedades cardiovas-
culares, renales, endocrinometabdlicas y en procesos tumorales (Wiedeman y
Trevillyan, 2003; Hui, 2007; Leung, 2007; Pérez, 2011). De hecho, estd amplia-
mente descrito el empleo de determinadas peptidasas como marcadores tumo-
rales (Murakami et al., 2005; Liu et al., 2007; Havre et al., 2008; Larrinaga et al.,
2010, 2011a, 2011b, 2012).

Por otra parte, algunos inhibidores de peptidasas se emplean actualmente en
terapia farmacolodgica. Por ejemplo, el captopril, enalapril, y lisinopril, son in-
hibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), y se emplean en
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Wilcox et al., 1988). Las glip-
tinas, inhiben la accién de la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPPIV), y se em-
plean en el tratamiento de la diabetes tipo II (Wiedeman y Trevillyan, 2003;
Drucker vy Nauck, 2006). También existen estudios bastante avanzados sobre el
empleo de otros inhibidores de peptidasas, como los de la prolil endopeptidasa
(PEP) para el tratamiento de la demencia senil o los de la endopeptidasa neutra
(NEP) y la aminopeptidasa N (APN) en el tratamiento del dolor, entre otros (Gar-
cia-Horsman et al., 2007; Noble y Roques, 2007).
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Algunas de las enzimas mencionadas en el parrafo anterior han sido objeto
de estudio en el trabajo que se presenta en esta Tesis. En paginas posteriores se
llevara a cabo una descripcion mas amplia y detallada de algunas de sus funcio-
nes vy caracteristicas, asi como su posible vinculacién con la fertilidad. Destacar
que la Tabla 1 muestra la clasificacion jerarquica de las peptidasas analizadas,
en ella se puede observar tanto el nombre completo de la enzima asi como su
acronimo.

3.4. Papel de las peptidasas en la fertilidad

El ciclo sexual es uno de los principales acontecimientos fisioldgicos en los que
se generan cambios de los niveles hormonales, por ello no es de extranar que
se produzcan alteraciones en las actividades de los enzimas proteoliticos a lo
largo de él.

A finales de la década de los arios 60 comienzan a aparecer estudios que esta-
blecen una relacién clara entre peptidasas y hormonas sexuales. Uno de ellos
fue el realizado por Vanhaper en 1969, el cual describia un incremento de ac-
tividad hipofisaria de leucina aminopeptidasa (Leu-AP) tras tratamientos con
estrogenos. También se observaron incrementos en diversas actividades ami-
nopeptidasicas tras administracion de estrogenos y progestagenos en el hipota-
lamo de ratas de ambos sexos (Bickel et al., 1972; Kuhl et al., 1978). Practicamente
al mismo tiempo se propuso que, tras administracién intracerebroventricular
de LH, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) era inactivada por
la cistina aminopeptidasa (Cys-AP) v por un enzima parecido a la oxitocinasa
(Kuhl y Taubert, 1975). Destacar que la degradacion de la GnRH no estd limitada
al eje hipotalamo-hipofisario, ya que en todas las zonas cerebrales existen enzi-
mas capaces de hidrolizar el decapéptido.

A finales de la década de los 80 nuestro departamento realizdé un estudio so-
bre diferencias sexuales en la actividad aminopeptidasica tras orquidectomia y
ovariectomia, en el que se observo un incremento de actividad enzimatica ma-
yor en machos que en hembras que coincidia con una mayor elevacién de los
niveles de LH plasmaticos en los primeros tras la castracion (de Gandarias et al.,
1989). A partir de los trabajos mencionados anteriormente, se realizaron nume-
rosos estudios de seguimiento de la actividad proteolitica durante el ciclo sexual
en el eje hipotalamo-hipofisario y en otras regiones cerebrales, observandose
cambios ciclicos en estas actividades enzimaticas que podian ser paralelos o an-
tiparalelos a los cambios ciclicos gonadotrépicos (de Gandarias et al., 1990, 1993,
1994a, 1996, 1999a, 1999D).

3.4.1. Regulacion del ciclo sexual: modelo de liberacién gonadotroépica

A pesar de las investigaciones realizadas no se conoce con exactitud el meca-
nismo por el cual se produce la liberaciéon ciclica hormonal, es decir, no existe
un modelo de liberacion gonadotrépica plenamente establecido.
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Debido a los cambios conductuales observados en el comportamiento de las
mujeres durante el ciclo menstrual, durante mucho tiempo se pensé que debia
existir una relaciéon entre éste y el cerebro. Pero hasta que Sawyer (1955) detec-
té que diversos agentes neurotransmisores inhibian la ovulacién, no se pudo
comprobar experimentalmente. Actualmente se sabe que un gran numero de
neuropéptidos interviene en el control de la secrecién de hormonas sexuales,
tanto a nivel hipotalamico e hipofisario como en otras regiones cerebrales tales
como la amigdala o la corteza. Asi, existen numerosos trabajos que relacionan
la actividad reproductiva con biopéptidos como la angiotensina II (Ang II), el
neuropéptido Y, la colecistoquinina vy los péptidos opioides (siendo estos ultimos
los mas estudiados).

En ratas se ha observado cémo el tono opioide hipotalamico desciende brusca-
mente durante el proestro (momento en el que se produce el pico preovulatorio
de la LH) (Sarkar v Yen, 1985), este evento es esencial en el mecanismo neural
que provoca la secrecion de LH, ya que un descenso del tono opioide provocado
previamente adelanta el pico hormonal. Parece ser que el sistema opioide se en-
cuentra entre el reloj neural y las neuronas de GnRH, por lo que se plantea que
el reloj neural debe restringir el tono opioide (Kalra, 1992). Otros autores pro-
ponen que los estrogenos pueden modular la sintesis y/o actividad de enzimas
responsables de la degradacion o sintesis de péptidos, pudiendo asi intervenir
en la secrecién de gonadotropinas (Fink, 1988). También se ha descrito que el
estradiol hace fluctuar la densidad sindptica en hipocampo durante el ciclo es-
tral (Woolley v McEwen, 1992).

Las encefalinas son unos de los EOP mas importantes del organismo y se en-
cuentran involucradas en el control de la liberacion ciclica hormonal. Se ha
estudiado la actividad de tres enzimas degradadoras de encefalinas: la tyr-ami-
nopeptidasa (soluble), la aminopeptidasa A (APA) y la APN (ambas unidas a
membrana). Los resultados obtenidos mostraron como la actividad soluble cam-
biaba a lo largo del ciclo presentado mayores niveles de actividad durante la
tarde del proestro a nivel hipotaldmico, del mismo modo, se observo que la ac-
tividad de APN variaba a lo largo del ciclo presentando sus mayores cotas en la
tarde del proestro a nivel de hipotalamo, hipdfisis y amigdala. Todos estos picos
de actividad peptidasica son coincidentes con un descenso en el tono opioide,
pudiendo por ello estar implicadas en la regulacion de ciclo sexual (de Gandarias
etal., 1996; Fernadndez, 1996).

Los resultados comentados anteriormente han provocado que se haya propues-
to un mecanismo de liberacion gonadotropica del eje hipotdlamo-hipofisario,
complemento del reloj neural de Kalra (1992), en el que durante la fase de estro
las encefalinas actuarian inhibiendo (sinaptando) la liberaciéon de GnRH v cate-
colaminas (excitadoras de la liberacién), produciendo una inhibicion global. Esto
se lograria con una menor degradacion del péptido a nivel intracelular y sinap-
tico (baja actividad aminopeptiddsica soluble y de membrana). Por el contrario,
durante el proestro habria una desinhibicion encefalinérgica al producirse un
incremento en la actividad enzimatica degradadora (de Gandarias et al., 1994b).
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3.4.2. Sistemas de comunicacién celular y fertilidad

Los péptidos opioides y sus peptidasas, ademas de actuar sobre el eje hipota-
lamo-hipdfisis modulando la secrecién de GnRH, FSH y LH (Fabbri et al., 1989;
Dobson y Smith, 2000; Parvizi, 2000), tienen también una acciéon directa sobre
el foliculo ovarico (Dell’Aquila et al., 2002; Kaminski et al., 2003).

En el ovario, procesos tan importantes como la oogénesis, la foliculogénesis v la
ovulacion estan controlados tanto hormonalmente como por una gran variedad
de sustancias producidas por el propio ovocito y por las células de la granulosa
(Karlsson et al., 1997; Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2004), por lo que existe una in-
tensa comunicacion bidireccional entre los distintos tipos celulares (Fig. 7). E1 LF
contiene una gran cantidad de factores y sustancias que regulan la maduracion
folicular v ovocitaria. Del mimo modo, la fecundacion del ovocito, el transporte
del embrion resultante, su evolucion y la capacidad de éste de implantarse en
el endometrio estaran claramente influenciados por las caracteristicas del mi-
croambiente que el embrién encuentre tanto en las trompas de Falopio como en
la cavidad uterina (Facchinetti et al., 1986; Petraglia et al., 1986; Pardanaud y Die-
terlenlievre, 1993; Hannoun et al., 2010; Bianchi et al., 2013).

Enresumen, durante el ciclo sexual las células ovaricas y endometriales sufren
cambios dindmicos en cuanto a crecimiento, diferenciaciéon y regresion celular,
por lo que el 6érgano reproductor femenino representa un buen modelo para el
estudio de la regulacion peptidérgica (Fujiwara et al., 1999). Si lo que buscamos
es una optimizacion de los tratamientos de reproduccién asistida, resultara im-
prescindible conocer todos estos sistermnas de comunicacion celular con el fin
de conseguir el microambiente idéneo para el cultivo de gametos y embriones.

Formacion del foliculo

Crecimiento
Blog. meidtico
Transcripcion

Maduracion

Expansion del camulo
Ovulaciéon

Figura 7. Comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células de la granulosa. Se observa la influen-
cia de las células de la granulosa en el desarrollo ovocitario asi como los procesos controlados por el ovocito
que se llevan a cabo en las células de la granulosa (adaptado de Eppig, 2001).
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Uno de los sistemas de comunicacién celular méas estudiados es el sistema
opioide, integrado por los péptidos opioides endégenos (EOP), sus receptores ce-
lulares v los enzimas que se encargan de su regulacion (peptidasas). El sistema
opioide se encuentra presente en érganos vy tejidos del tracto genital masculino
vy femenino, interviniendo en la funcién reproductora. Otro importante mode-
lo de regulacion fisiologica es el sistema RA, presente en el ovario de multiples
especies (entre ellas la humana) (Nemeth et al., 1994), de hecho, se ha propuesto
su intervencion en procesos tan importantes como la esteroidogénesis, la ovu-
lacién, el sindrome de ovario poliquistico y el sindrome de hiperestimulacion
ovarica (Harata et al., 2006).

Fertilidad masculina

Los tres tipos de receptores opioides han sido descritos en la membrana de
espermatozoides humanos (Agirregoitia et al., 2006; Albrizio et al., 2006), lo que
indicaria una accién directa de los EOP sobre las células esperméticas, y por
lo tanto, sobre la capacidad reproductora del hombre. Péptidos opioides como
las encefalinas y las endorfinas estan presentes en el fluido seminal, siendo su
concentracion entre 6 y 12 veces mayor que en sangre (Sharp y Pekary, 1981).
Ademas, son varios los estudios que relacionan al sistema opioide con la movi-
lidad espermatica, obteniendo resultados contradictorios. En 1982 el equipo de
Sastry observo como elevadas concentraciones de encefalinas y pB-endorfinas
disminuian la movilidad espermatica. Es mas, Ragni describio en 1988 que los
adictos a las drogas opidceas solian padecer astenozoospermia (bajo porcentaje
de movilidad espermatica). Sin embargo, un grupo japonés refirié bajos niveles
de met-encefalina en plasma seminal en pacientes astenozoospérmicos (Fuji-
sawa et al., 1996). Intentando llegar a un consenso, estudios posteriores han su-
gerido que para que los espermatozoides mantengan la movilidad es necesario
un adecuado nivel de encefalinas e, incluso, que el efecto de estos péptidos de-
pende de su concentracion en el medio. Por lo que las peptidasas degradadoras
de encefalinas, presentes en el liquido seminal, tendrian un papel clave en la
movilidad espermatica (Subiran et al., 2011).

A lo largo del oviducto el espermatozoide humano obtiene su capacidad fe-
cundante. En vaca se ha descrito como la concentracion de met-encefalinas y
-endorfinas varia a lo largo de las distintas partes de su aparato reproductor
(Facchinetti et al., 1986; Petraglia et al., 1986). No obstante, el papel que juega el
sistema opioide en la capacitacion, hiperactivacion y reaccidon acroséomica del
espermatozoide es hoy en dia desconocido.

Sefialar que la mayoria de estudios que relacionan los sistemas de comunica-
cion fisioldgicos con la fertilidad se han llevado a cabo en muestras seminales,
por lo que el aparato reproductor femenino representa hoy en dia una gran
incognita.
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Fertilidad femenina

Los receptores de péptidos opioides han sido hallados en varias partes del sis-
tema reproductor femenino, como las células de la granulosa porcinas (Slomc-
zynska et al., 1997) o la placenta humana (Belisle et al., 1988). Trabajos recientes
han demostrado la presencia del receptor opioide MOR en el complejo oocito-
cumulo, donde, gracias al aumento de calcio intracelular mediado por MOR, se
ha propuesto dicho receptor como uno de los principales intermediarios en la
comunicacion bidireccional ovocito-células de la granulosa cuya finalidad es la
maduraciéon ovocitaria (Dell’Aquila et al., 2008; Minoia et al., 2008; Iorga et al.,
2009) (Fig. 7). Mas concretamente, se ha descrito la presencia de los tres tipos de
receptores opioides en la membrana de ovocitos humanos, asi como una distri-
bucién dependiente del grado madurativo del ovocito para los receptores MOR
v KOR (Dell'Aquila et al., 2003; Agirregoitia et al., 2012a).

Precursores de péptidos opioides han sido encontrados en el utero y ovario de
distintas especies (incluida la humana), de hecho, existe una produccién loca-
lizada de proopiomelanocortina (POMC), prodinorfina (PDYN) y proencefalina
(PENK) en estos ¢6rganos (Chen et al., 1986; Douglass et al., 1987; Zhu et al., 1998a,
1998b). El RNAmM de POMC estd presente en foliculos antrales, en el cuerpo
Iuteo y en las células de la granulosa y de la teca, v su expresion esta regulada
principalmente por la FSH, variando a lo largo del ciclo menstrual. La LH in-
duce la expresion de PENK en las células de la teca en foliculos pequenos. Por
ultimo citar que las gonadotropinas modulan también la expresion de PDYN, la
FSH actua sobre las células de la granulosa vy la LH sobre las células de la teca
(Melner et al., 1986: Sanders et al., 1990; Staszkiewicz et al., 2007). En resumen,
las hormonas gonadotropicas FSH v LH modulan la expresion de los precurso-
res de péptidos opioides en ovario.

Por todo lo comentado anteriormente, los opioides enddgenos, presentes tanto
en el liguido folicular como en el fluido de trompas y utero (Petraglia et al., 1985,
1986, 1987; Zhu v Pintar, 1998), podrian tener un papel fundamental en la ma-
duracién nuclear final del ovocito, actuando directamente via receptor (Subiran
etal., 2011; Agirregoitia et al., 2012a). De hecho, se considera que un gran nime-
ro de péptidos bioactivos estan relacionados con la funciéon vy la diferenciacion
de las células ovaricas.

Con respecto a las petidasas, se ha detectado actividad aminopeptidésica en
la membrana uterina de ratas, la cual se correlaciona de forma positiva con la
concentracion de estradiol sérico, sugiriendo que la actividad aminopeptidasica
en Utero estaria regulada por estradiol y seria especifica de tejido, influyendo
indirectamente en el estado endometrial (Neves et al., 2006). En relacion al ova-
rio, en 1996 el grupo de Tachibana describid como la bestatina aumentaba la
esteroidogénesis (dependiente de FSH) de las células de la granulosa porcina,
por lo que se ha sugerido que las aminopeptidasas ligadas a membrana son un
regulador vital de la esteroidogénesis folicular. Afios mas tarde, Carrera y sus
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companeros de investigaciéon (2009) hallaron en ovario de rata actividad enzi-
matica tanto en forma soluble como asociada a membrana para APN, amino-
peptidasa B (APB), APA vy aspartil aminopeptidasa (Asp-AP).

En mujeres sometidas a cirugia se ha detectado actividad para APN en la mem-
brana de las células del estroma endometrial, la teca interna del foliculo vy el
cuerpo luteo (Fujiwara et al., 1992a; Imai et al., 1992a, 1992b, 1996). Sin embargo,
no se ha descrito actividad APN en las células de la granulosa pero si actividad
APN-like (Fujiwara et al., 1999). Del mismo modo, se refirié actividad para DPPIV
en la membrana de las células glandulares del endometrio y células luteinicas
(Fujiwara et al.,, 1992b; Imai et al., 1992¢). Todo ello hizo que, a finales de los anos
noventa, se propusiera a las ectopeptidasas expresadas en ovario como enzimas
determinantes en la funciéon y diferenciacion de las células ovaricas ya que re-
gulaban la concentraciones extracelulares (intrafoliculares) de péptidos bioac-
tivos, estableciendo un sistema de regulacion peptidérgica en la propia cavidad
antral (Yoshioka et al., 1998).

En cerebro bovino la aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA) ha sido
caracterizada y purificada in vivo como una encefalinasa extracelular (Hersh
y McKelvy, 1981), no obstante, al ser considerada una enzima citoplasmatica
se desconoce su funciéon en el metabolismo opioidoinérgico (Dyer et al., 1990;
Constam et al., 1995). El grupo de Tomoharu Osada (2001a) demostré que ratas
transgénicas deficientes de PSA presentaban infertilidad ya que eran incapaces
de formar y mantener el cuerpo luteo del embarazo.

Se ha referido presencia de APA a nivel de tejido endometrial, ovarico y pla-
centario (Vinson et al., 1997; Hassan et al., 2000; Ando et al., 2002). La APA es
uno de los principales enzimas que regulan la concentracion de Ang Il en el
ovario humano, es mas, se ha detectado en liquido folicular una inmunoreac-
tividad Angll-like 10 veces mayor que en plasma (Culler et al., 1986). En 2006
Harata describio por primera vez la expresion y distribucion celular de APA
en el ovario de mujeres a lo largo de su ciclo menstrual. Durante el proceso de
foliculogénesis se detectd presencia débil de APA en la membrana del ovocito
v en las células de la granulosa, con respecto al cuerpo luteo se refirié presen-
cia moderada en las células luteinicas grandes y débil en las células luteinicas
pequenas. Finalmente, en el cuerpo amarillo no se observé presencia de APA.
Estos resultados han hecho que se especule con la posibilidad de que la Angll
intervenga en procesos como la foliculogénesis y la funcion del cuerpo luteo.

La Cys-AP u oxitocinasa, Unica aminopeptidasa de membrana degradadora de
oxitocina, ha sido descrita en tejidos tan dispares como cerebro, corazon, rinén,
musculo liso, células adiposas, colon, prostata v ovario (Czech v Corvera, 1999;
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Moeller et al., 1999; Demaegdt et al., 2004). Considerada en humanos la peptida-
sa placentaria mas importante a nivel de membrana, durante el embarazo se ha
detectado en plasma una forma circulante de Cys-AP, resultante del corte pro-
teolitico llevado a cabo en el dominio extracelular de la peptidasa (Nomura et al.,
2005). La actividad de Cys-AP en plasma aumenta significativamente durante
el tercer trimestre de gestacion, para experimentar un efecto plateau justo antes
del parto (Mizutaniet al., 1982; Mustafa et al., 2004; Pham et al., 2009). Debido a
que dos de sus principales sustratos, oxitocina y vasopresina, generan contrac-
cion y vasoconstriccion uterina, se ha establecido que la Cys-AP contribuye al
desarrollo normal del embarazo y suprime el dolor mediante la regulacion del
nivel de estas hormonas en suero (Rogi et al., 1996; Horio et al., 1999).

En una gran cantidad de tejidos y fluidos humanos ha sido detectada actividad
para la enzima PEP. Mas concretamente, se ha observado elevada actividad en
el cortex renal, células epiteliales, fibroblastos, testiculos, limfocitos, tromboci-
tos, placenta y ovario porcino (Mizutani et al., 1984; Pereira et al., 2009) mien-
tras que la actividad de PEP en fluidos corporales ha sido baja (Goossens et al.,
1996a). En 1998 el grupo de Kimura comparé entre foliculos pre-antrales y an-
trales la actividad PEP encontrada en LF y células de la granulosa, y determina-
ron mayor actividad en foliculos pre-antrales tanto en LF como en granulosa.
Ademas, la hibridacion in situ reveld mayor expresion de prolil oligopeptidasa
RNAm en las células de la granulosa de foliculos pre-antrales con respecto a las
procedentes de foliculos antrales. Lo cual viene a sugerir la importancia de PEP
en el desarrollo de las primeras etapas de la foliculogénesis.

Por tanto, las peptidasas ejercen diferentes acciones en distintas etapas del
proceso reproductivo femenino. Y es por ello que son moléculas de gran interés
para una mejor comprension de la fertilidad humana, asi como para su estudio
como posibles marcadores de calidad folicular y ovarica.

3.5. PEPTIDASAS ANALIZADAS EN ESTE TRABAJO

En la Tabla 1 aparecen mencionadas las nueve peptidasas analizadas en este
trabajo. Méas adelante, se representa la localizacion subcelular de las mismas, asi
como la identificaciéon del cromosoma en que se encuentra el gen que codifica
para cada una de ellas (Fig. 8).
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Tabla 1. Clasificacién jerarquica de las peptidasas objeto de estudio. (M) metaloendopeptidasa, (C) cistei-
nil- aminopeptidasa, (S) seril-aminopeptidasa. Tomado de IUBMB Biochemical Nomenclature home page
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme).

M MA M1 34112 APN, CD13, Alanil-aminopeptidasa de membra-
na, Aminopeptidasa microsomal, Aminopeptidasa
M, Aminopeptidasa N, Aminopeptidasa unida a
particulas, Amino-oligopeptidasa, Alanina ami-
nopeptidasa, Aminopeptidasa de membrana I,
Pseudoleucina aminopeptidasa, Aminopeptidasa
especifica de alanina, Cisteinilglicina-dipeptidasa,
Cisteinilglicinasa, L-Alanil-aminopeptidasa, Ami-
nopeptidasa neutra

34113 Cys-AP, CAP, Cistil-aminopeptidasa, Oxitocinasa,
Cistina aminopeptidasa, L-Cistina aminopepti-
dasa, Peptidasa de oxitocina, Vasopresinasasa,
P-LAP

34116 APB, Aminopeptidasa B, Arilamidasa II, Arginina
aminopeptidasa, Arginil-aminopeptidasa, Argini-
na aminopeptidasa activada por Cl, Aminopepti-
dasa citosolica IV, L-Arginina aminopeptidasa

34117 APA, Glu-AP, EAP, gp160, Aminopeptidasa A, An-
giotensinasa A, Aspartato aminopeptidasa, Gluta-
mil aminopeptidasa, Glutamato aminopeptidasa
activada por Ca*, Antigeno BP-1/6C3 de linfoci-
tos B de raton, Aminopeptidasa de membrana II,
Aminopeptidasa MII, Angiotensinasa A2, L- as-
partato aminopeptidasa

341114 PSA, Alanil-aminopeptidasa citosélica, Arilami-
dasa, Aminopolipeptidasa, Aminopeptidasa acti-
vada por tiol, Aminopeptidasa citosolica III,Ami-
nopeptidasa de higado humana, Aminopeptidasa
sensible a la puromicina, Alanil-aminopeptidasa
soluble, Alanina aminopeptidasa

MH M18 341121  Asp-AP Aspartil aminopeptidasa

C CF C15 34193 PGI, Piroglutamilwpeptidasa I, 5-oxoprolil-pepti-
dasa, Pirasa, Piroglutamato aminopeptidasa, Piro-
glutamil aminopeptidasa, L-piroglutamil péptido
hidrolasa, Pirrolidona-carboxil-peptidasa, Pirro-
lidona-carboxil peptidasa, Pirrolidonil peptidasa,
Piroglutamidasa, L- pirrolidonacarboxil peptidasa,
Pirrolidonecarboxilil peptidasa

S SC S9 34145 DPPIV, CD26, Dipeptidil-peptidasa IV, Dipeptidil
aminopeptidasa IV, Xaa-Pro-dipeptidil- amino-
peptidasa, Gly-Pro naftilamidasa, Postprolina
dipeptidil aminopeptidasa IV, Antigeno de linfo-
cito CD26, Glicoproteina GP110, Dipeptidil dipep-
tidasa 1V, Glicilprolina aminopeptidasa, X-prolil
dipetidil aminopeptidasa, Pep X, Antigeno de
leucocito CD26, Glicilprolil dipeptidilaminopep-
tidasa, Dipeptidil- péptido hidrolasa, Glicilprolil
aminopeptidasa, Dipeptidil-aminopeptidasa IV,
DPPIV/CD26, Amino acil-prolil dipeptidil amino-
peptidasa, Molécula Tp103 activadora de células T,
X-PDAP

3.4.21.26 PEP, Prolil oligopeptidasa, Enzima de actuacién
post-prolina, Endopeptidas especifica de prolina,
Endopeptidasa post-prolina, Endoprolilpeptidasa,
Prolil endopeptidasa
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3.5.1. Aminopeptidasa neutra (APN)

La APN es una metaloproteina que pertenece a la familia M1 de aminopepti-
dasas, v el Zn*" es el Unico metal divalente que interviene en su centro activo.
Es una verdadera aminopeptidasa integral de membrana de tipo II (McLellan et
al., 1988; Riemann et al., 1999). También se presenta altamente glicosilada, y con
el centro activo orientado hacia el exterior celular. Asi, esta ectoenzima suele
aparecer descrita como un homodimero, con dos subunidades unidas no cova-
lentemente, y un peso molecular aproximado de unos 150 kDa (Sjostrom et al.,
2000). A pesar de expresarse principalmente como enzima de membrana, en
ocasiones, se puede encontrar de forma soluble en fluidos corporales tales como
el plasma sanguineo, la orina, el liquido seminal (Jung et al., 1984; Erbeznik y
Hersh, 1997; Antczak et al., 2001; Fernandez et al., 2002; Ramon, 2011; Subiran
etal, 2011) y el LF, tal y como se ha demostrado en este trabajo. No obstante, se
desconoce el mecanismo a través del cual la aminopeptidasa N es liberada de la
membrana plasmatica.

Su distribucion es bastante amplia, es particularmente abundante en las mem-
branas celulares del borde en cepillo del intestino delgado, el rifiéon vy la placen-
ta. También se encuentra presente en el higado, si bien el mayor interés por
esta enzima surgio con el descubrimiento de su participacion en la hidrélisis e
inactivacion de encefalinas en el cerebro (Gros et al., 1985a; Matsas et al., 1985).
Ademas, se ha descrito como implicada en la regulacion de la actividad de algu-
nos péptidos como encefalinas, angiotensinas, bradiquininas, citoquinas y qui-
mocinas entre otras (Gros et al., 1985b: Matsas et al., 1985).

La acciéon de su hidrolisis libera el aminoacido del extremo amino terminal de
péptidos que poseen entre 3 y 16 residuos de aminoacidos. Su accién es mayor
cuando este aminoéacido es alanina, a pesar de que también actua cuando se
encuentran otros aminoacidos, incluida la prolina (si bien en este caso la accién
es mucho més lenta). La presencia de un residuo hidrofébico seguido de proli-
na, provoca la hidrdlisis intacta del dipéptido resultante (Barrett y McDonald,
1986). Ademas, hidroliza numerosos dipéptidos, pero no aquellos que conten-
gan residuos aspartil, glutamil, histidil, glicil, prolil o valil en el extremo N-ter-
minal (O'Cuinn, 1998).

El gen que codifica para esta enzima (ANPEP) se encuentra localizado en el
brazo largo del cromosoma 15, ocupa 35 kb (Look et al., 1989), v su expresion
varia durante el crecimiento vy la diferenciacion celular (Sjostrom et al., 2000).
El papel biolégico de esta enzima ha sido ampliamente descrito v se emplea
como marcador histoldgico y/o de prondstico en algunos tipos de cancer (Bog-
enrieder et al., 1997; Ishii et al., 2001; Hashida et al., 2002). Ademas, se conoce su
papel en el sistema inmune (Riemann et al., 1999), asi como su implicacién en la
angiogénesis (Bhagwat et al., 2001). Se ha observado que la actividad éptima se
da aproximadamente a pH 7 vy es activada por la presencia de DTT. Ademas de
los agentes metaloquelantes, los agentes thiol-reactivos, bestatina y particular-
mente la amastatina provocan la inhibicién de la APN (O'Cuinn, 1998; Riemann
etal., 1999; Sjostrom et al., 2000; Turner et al., 2004).
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3.5.2. Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)

Aligual que la APN, la PSA pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasas.
En este caso, es una sialoglicoproteina dependiente de Zn*', vy aunque también
se activa en presencia de Co™, en este caso, el complejo formado es menos esta-
ble. Esuna enzima principalmente citosoélica (Tobler et al., 1997), lo que de forma
clasica no seria consistente con su accién como enzima degradadora de péptidos
bioactivos. Sin embargo, hay autores que proponen su participacién en eventos
proteoliticos esenciales para el crecimiento v la viabilidad celular (Constam et
al., 1995). En este sentido, Stoltze et alii (2000) consideran que las exopeptidasas
y oligopeptidasas citosdlicas tienen su papel en la degradacion de oligopéptidos,
incluyendo algunos péptidos antigénicos, resultantes del turnover proteico ce-
lular. No obstante, PSA ha sido detectada en forma soluble en cerebro bovino
(Hersh y McKelvy, 1981) v en la presente Tesis también se ha descrito actividad
en liquido folicular ovarico por lo que se cree que puede estar involucrada en el
proceso reproductivo (Osada et al., 2001a, 2001b).

Su presencia ha sido descrita mayoritariamente en el cerebro. También es
abundante en intestino delgado, testiculos (Tobler et al., 1997) e higado (Hiroi et
al., 1992), asi como en musculo esquelético y rindon (De Souza et al., 1991).

Su accion aminopeptidasica es bastante amplia. Hidroliza preferentemente
residuos de alanina del extremo N-terminal de muchos oligopéptidos, siempre
vy cuando tengan menos de 13 aminoacidos, aunque también puede hidrolizar
leucina, arginina, tirosina, fenilalanina y metionina, entre otros, con elevada
afinidad (Taylor, 1993). Por el contrario, los péptidos que presentan prolina en
ultima o anteultima posicién no se ven afectados por su accién (Dando et al.,
1997). Entre los sustratos de esta enzima, se encuentran las encefalinas, endor-
finas y dinorfinas entre otros (Gros et al., 1985a; McLellan et al., 1988).

El gen que codifica para la PSA, denominado NPEPPS, se encuentra en el cro-
mosoma 17 (17g21), ocupa 40 kb presenta 23 exones y 22 intrones (Thompson et
al., 1999). Al igual que otros miembros de la familia M1, es una metaloproteina
de cadena simple, de aproximadamente 100 kDa. Su actividad maxima se da
a pH 7,5 vy es activada por compuestos como tiol e iones calcio (Haeggstrom,
2004). Es inhibida por EDTA 1,10-fenantrolina, amastatina, bestatina y puro-
micina entre otros (Mantle et al., 1983; Dando et al., 1997). La sensibilidad a la
purominicina, asf como su activacion por tioles, son hechos diferenciales de la
PSA frente a otras metalopeptidasas (Mantle, 1992).
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3.5.3. Aminopeptidasa B (APB)

La aminopeptidasa B pertenece a la familia M1 de las metalopeptidasas, y al
igual que otras enzimas de la misma familia, presenta un sitio de unién a 7n*
(Suda et al., 1976; Ocain y Rich, 1987). De acuerdo con su dependencia por este
16n, su accién se ve inhibida por sustancias quelantes, asi como, por inhibidores
tipicos de enzimas con accion peptidasica, entre ellos, bestatina, agentes tiol-re-
activos, arfamenina A v B (Hopsu et al., 1966; Cadel et al., 1995; O'Cuinn, 1998;
Foulon et al., 2004). La actividad de esta enzima de 72 kDa es estimulada por
iones clorados (Cl).

Su presencia ha sido mostrada en gran numero de tejidos de mamiferos, si
bien su nivel de expresion es diferente en los mismos (Foulon et al., 1996). Se ha
detectado APB en cerebro, pancreas, corazon, tejido testicular y liquido seminal
entre otros (Cadel et al., 1997; Taupenot et al., 2003; Hwang et al., 2007; Ramon,
2011). En cuanto a su localizacién subcelular, inicialmente fue descrita como
una proteina citosoluble, v posteriormente ha sido localizada en el reticulo en-
doplasmatico, e incluso como enzima de secrecién en la matriz extracelular
(Lauffart et al., 1988; Tanioka et al., 2003; Cadel et al., 2004). Ademas, su activi-
dad enzimaética también ha sido medida en la fraccién de membrana (Varona
et al., 2007).

El intervalo de pH en el que actua esta exopeptidasa de aproximadamente
72kDa es bastante amplio, si bien desarrolla su actividad optima alrededor de
pH 7. Este hecho, junto con su ubicuidad, se presenta como argumento a favor
de su adaptabilidad a diversos compartimentos subcelulares y su papel en un
amplio espectro de fendmenos fisiologicos. Algunos autores, la relacionan in-
cluso con fenémenos como la maduracién post-traduccional y otros procesos
reguladores en la membrana plasmatica (Foulon et al., 2004).

Su denominacion como aminopeptidasa basica corresponde al hecho de que
su accion libera los aminodcidos lisina o arginina del extremo amino terminal,
siempre que el anterior aminoacido no sea una prolina (Gainer et al., 1984; Cadel
et al., 1995). Asi, entre sus sustratos naturales se encuentran las bradiquininas,
encefalinas, somatostatina, Ang III y kalidinas (McLellan et al., 1988; Foulon et
al., 2004).

Al igual que otros genes que transcriben para enzimas con actividad peptida-
sica, el gen que transcribe para APB, RNPEP posee numerosos exones. Este gen,
de 24 kb, se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 (Aurich-Costa et al.,
1997) v su producto final es una proteflna monomeérica cuyo extremo amino ter-
minal podria actuar como péptido senal (Fukasawa et al., 1996; Cadel et al., 1997).

35



36

LAS PEPTIDASAS

3.5.4. Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV)

La dipeptidil aminopeptidasa IV es una exopeptidasa empleada como marca-
dor tumoral que pertenece a la familia S? de peptidasas, en la que se engloba un
grupo bastante variado de seril-aminopeptidasas. Pertenece al grupo denomi-
nado familia prolil oligopeptidasa por lo que es incapaz de hidrolizar péptidos
que contengan mas de 30 residuos (Polgar, 2002). La accién de su hidrolisis
libera un dipéptido del extremo amino terminal de algunos oligopéptidos y poli-
péptidos, siempre que el antetltimo residuo corresponda a una prolina (o alani-
na aungue con menor afinidad) y el anterior no sea ni prolina ni hidroxiprolina
(O'Cuinn, 1998; Pro y Dang, 2004). La identidad del ultimo aminoacido no es
critica para la accion de esta enzima, siempre que tenga el grupo amino libre
(Yoshimoto et al., 1978).

Es una glicoproteina de membrana, que presenta un extremo amino terminal
de tan solo 6 aminoacidos hacia el citoplasma, un dominio hidrofébico que la
ancla ala membrana y un gran dominio extracelular en el que se haya el centro
activo. También se ha visto, que en ocasiones, la pérdida del extremo amino
terminal insertado en la membrana, puede originar su presencia en forma so-
luble en suero humano, liquido cerebroespinal, liquido seminal y otros fluidos
coporales (Iwaki-Egawa et al., 1998; Carl-McGrath et al., 2006; Ramoén, 2011). Se
ha descrito que esta enzima esta involucrada en la activacion e inactivacion de
un gran numero de citoquinas y quimocinas (Havre et al., 2008) y ademas de
su accion sobre péptidos bioactivos vy su papel en el sistera imnune, esta ami-
nopeptidasa tendria especial relevancia en el transporte especifico de algunos
dipéptidos vy tripéptidos (Tiruppathi et al., 1990).

Se ha observado la presencia de DPPIV en diversos tejidos. En algunos de ellos,
su presencia tiene lugar en una proporcién bastante elevada, como en el rindn,
intestino delgado o placenta. En otros tejidos se ha localizado en menor concen-
tracion, como en la lengua o en el higado, mientras que en el corazén, pancreas
y cerebro, su presencia es bastante menor. Estos diferentes niveles de expresion
estarian relacionados con una caracteristica de los genes que codifican para al-
gunas seril-proteasas (Rawlings et al., 1991), y es el hecho de que el gen DPP4
(2g24.3) (Abbott et al., 1994) presente multiples exones, hasta el extremo de que
los aminodcidos que codifican para el centro activo se encuentren en 2 exones
diferentes. Asi, incluso se ha descrito que la mutacion de un solo aminoéacido de
este centro activo provoca que, una vez sintetizada en el reticulo endoplasmico,
la DPPIV no migre hasta la membrana plasmatica y sea degradada rapidamente
(Tsujietal., 1992).

A nivel bioquimico, se puede mencionar que esta seril-aminopeptidasa tiene
una actividad optima a pH 7,8 v que posee un peso molecular de aproximada-
mente 110 kDa en su forma madura glicosilada. Puede ser inhibida por fluoruro
de fenilmetilsulfonilo, diprotina A, bacitracina, puromicina y por los agentes
thiol- reactivos: p-cloromercuribenzoato y N-etilmaleimida (O’'Cuinn, 1998; Ki-
kkawa et al., 2005).
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Figura 8. Representacion grafica de las peptidasas. Localizacion celular (soluble en el citoplasma, de mem-
brana o extracelular), cromosoma en el que se encuentra el gen que las codifica, asi como la denominaciéon
del mismo (Blanco, 2010).

3.5.5. Aminopeptidasa A (APA)

La APA es una metalopeptidasa de 160kDa que pertenece a la familia M1 de
las aminopeptidasas. Su denominacién como aminopeptidasa acida correspon-
de al hecho de que esta ectopeptidasa libera aminodacidos acidos del extremo
amino terminal. De hecho, hidroliza principalmente residuos glutamil, aunque
también puede hidrolizar con menor especificidad residuos aspartil (Glenner
etal, 1962;: Wang et al., 2004). Inicialmente la Asp-AP vy la APA se describieron
como una misma enzima, pero al avanzar el conocimiento sobre ellas, se des-
cubrid que tenian caracteristicas propias, y actualmente se clasifican en dife-
rentes familias (Wilk y Thurston, 1990). Se ha descrito la expresion de APA en
linfocitos B de raton, siendo idéntica a la BP-1/6C3 y empleada como antigeno
marcador de diferenciacion.

Es una proteina de membrana tipo II, y al igual que otras metalopeptidasas,
presenta un sitio de unién a Zn”* orientado hacia el exterior celular. En mami-
feros, ha sido descrita como una enzima con dos subunidades de un peso mo-
lecular aproximado de unos 140 kDa cada una (Wang et al., 2004). Aunque se
clasifica como una enzima de membrana, su actividad enzimatica también ha
sido descrita tanto en la fraccion soluble como en suero. En este ultimo caso, su
liberacion al medio extracelular es consecuencia de la hidrolisis de proteinas de
membrana (Carreraetal.,, 2004; Gotoet al., 2006). La APA desarrolla su actividad
dptima alrededor de pH 7,2 v es activada por la presencia de iones Ca”’. Dentro
de sus inhibidores los mas importantes son los agentes quelantes (EDTA, EGTA
v 1,10-fenantrolina), asi como los metales divalentes (Zini et al., 1996).
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La Aminopeptidasa A se expresa en muchos tejidos, especialmente en el cere-
bro, el borde en cepillo de las células del epitelio intestinal y renal, y en el endo-
telio vascular (Lojda y Gossrau, 1980; Marchio et al., 2004; Goto et al., 2006; de
Mota et al., 2008). Un conocido sustrato de esta enzima es la Ang II, octapéptido
que resulta ser también un importante regulador de la presion sanguinea (Mar-
chio et al., 2004; Ruiz-Ortega et al., 2007). Ademads, la APA ha sido relacionada
con numerosos tipos de neoplasias, entre ellas, de préstata, de utero, de rinéon
y células escamosas de cabeza y cuello, asi como con el linfoma (Fujimura et al.,
2000; Ino et al., 2003; Blanco et al., 2008; Pérez et al., 2009).

En humanos, el gen que codifica para la APA, ENPEP, se encuentra ubicado
en el brazo largo del cromosoma 4, ocupa 100 kb y posee 20 exones, asi como
numerosos intrones (Vazeux et al., 1996; Wang et al., 1996).

3.5.6. Cistil aminopeptidasa (Cys-AP)

Esta enzima es una sialoglicoproteina, que como la APN, PSA, APB y APA per-
tenece a la familia M1 de las metalopeptidasas. Su presencia de forma soluble
en suero de mujeres embarazadas ha sido descrita desde hace mas de 50 anos, si
bien posteriormente se ha descubierto su presencia como proteina transmem-
brana de tipo II, no solo en placenta, sino también en otros tejidos tales como
cerebro, corazon, rinodn, colon, préstata, ovario y musculo esquelético (Keller et
al., 1995; Rogi et al., 1996; Laustsen et al., 1997; Czech y Corvera, 1999; Moeller et
al., 1999; Demaegdt et al., 2004).

En su forma transmembranal presenta un dominio citoplasmatico, un peque-
no dominio transmembrana y un dominio de mayor tamano en la cara externa
de la célula (Rogi et al., 1996; Laustsen et al., 1997). En esta forma, la Cys-AP ha
sido identificada como el receptor AT4, que une Ang IV inhibiendo la actividad
enzimatica del receptor. Su conversion en enzima sérica durante el embarazo
corresponde a la accion de metaloproteasas, que por su accion catalitica liberan
el dominio carboxilo terminal (Nomura et al., 2005).

Su accion provoca la liberacion de una cisteina del extremo amino terminal de
un amplio espectro de sustratos, tales como oxitocina, vasopresina, somatosta-
tina y Ang III (Sjoholm y Yman, 1967; Mitsui et al., 2004). La cistinil-aminopep-
tidasa es la Unica aminopeptidasa de membrana descrita como degradadora de
oxitocina, por lo que se le suele denominar oxitocinasa. También libera otros
aminoacidos neutros o basicos, dependiendo de la identidad del siguiente ami-
noacido y de la longitud del péptido (Nomura et al., 2005).

Ademas de en el mantenimiento de la homeostasis durante el embarazo (Rogi
et al., 1996), se ha visto involucrada en muchos procesos fisiopatolégicos, in-
cluyendo algunos procesos tumorales (Ito et al., 2001; Suzuki et al., 2003). Es
también una de las multiples proteinas relacionadas con el metabolismo de la
insulina, se ha descrito que dicha hormona regularia los mecanismos de trans-
locacién de Cys-AP (Sumitani et al., 1997).
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Como otras metalopeptidasas, su actividad es inhibida por agentes quelantes,
como 1,10- fenantrolina, cationes divalentes, amastatina, bestatina y puromi-
cina, estos dos ultimos en menor medida (Kandror et al., 1994; Matsumoto et
al., 2000; Nomura et al., 2004). Su actividad es éptima a pH 7,4 v poseen un
peso molecular de 160 kDa. Los 18 exones y 17 intrones que constituyen el gen
LNPEP que codifica para esta enzima, se encuentran en el cromosoma 5.

3.5.7. Prolil endopeptidasa (PEP)

Junto a la DPPIV, la PEP es una enzima perteneciente a la familia S? de las
peptidasas del Clan SC. Esencialmente, se trata de una peptidasa citosdlica que
ha sido descrita ademas, como enzima de membrana y también en liquidos
corporales, siendo mas abundante en plasma que en suero (Gotoh et al., 1988;
Oleary et al., 1996; Momeni et al., 2003; Szeltner y Polgar, 2008).

Esta endopeptidasa posee la capacidad de hidrolizar péptidos en el residuo
prolina interno, de su extremo carboxilo unido al péptido (Gass y Khosla, 2007).
Inicialmente se descubriod su presencia en el Utero, como enzima degradadora
de oxitocina (Walter et al., 1971), v en la actualidad se conoce su accién sobre
otros péptidos bioactivos. Asi, rompe especificamente la uniéon prolina, en pépti-
dos tales como, sustancia P, vasopresina, neurotensinas, angiotensinas [ y I, di-
norfinas, bradiquininas, TRH, hormona liberadora de de hormona luteinizante
(LHRH) y hormona estimuladora de alfa-melanocitos (Welches et al., 1991; Ito
et al., 2004; Ruiz-Ortega et al., 2007; Myohanen et al., 2011). Al pertenecer a
la familia prolil oligopeptidasa no es capaz de hidrolizar moléculas de mayor
tamano, por lo que su especificidad viene dada no sélo por la presencia del ami-
nodacido prolina en la penultima posicién del extremo carboxilo terminal, sino
que también viene determinada por el peso de la molécula (Polgar, 2002).

La prolil endopeptidasa se encuentra ampliamente distribuida en el organis-
mo, localizandose principalmente en cerebro, musculo, testiculo, rindn y glan-
dula submaxilar (Goossens et al., 1996a; Gass y Khosla, 2007; Myohanen et al.,
2009). Respecto a sus posibles funciones, se cree que participa en la regulaciéon
del metabolismo de las sustancias peptidicas mencionadas, y que su accion po-
dria estar relacionada con el aprendizaje, la memoria, el estado de &nimo y otros
procesos neurolégicos (Li et al., 1996; Morain et al., 2000, 2007; Agirregoitia et
al., 2003b). A nivel reproductivo, se ha involucrado a PEP con la meiosis de los
espermatocitos, la diferenciacion de las espermatidas, y motilidad de los esper-
matozoides (Kimura et al., 2002).

Se trata de una peptidasa monomeérica de aproximadamente 75 kDa, cuya acti-
vidad resulta ¢ptima en un pH entorno a 7,5. El incremento de dicha actividad es
posible con NaCl, potasio, fosfato e iones nitrato. Por el contrario, resulta inhibida
con Z-thio-prolina-thioprolinal (Gass y Khosla, 2007). El gen PREP, que codifica
para la enzima PEP, se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 6, des-
crito por Goossens (1996a, 1996b).
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3.5.8. Aspartil aminopeptidasa (Asp-AP)

Asp-AP es una metalopeptidasa de la familia M18. Esta enzima constituye mas
del 0,1% de las proteinas citosdlicas solubles de varios tejidos, por lo que deberia
ser considerada como la principal peptidasa intracelular. Sin embargo, ademas de
su descripcién como enzima citosolica, se ha encontrado actividad aspartil-ami-
nopeptidasa ligada a la membrana (Ramirez-Expdsito et al., 2000; Varona et al.,
2007; Blancoetal.,, 2008; Carreraetal., 2009). Al igual que otras peptidasas citoso-
licas, posee elevado peso molecular v se presenta en forma de oligdmero, en este
caso 8 subunidades idénticas de 53 kDa cada una.

Su elevada concentracion y su amplia distribucion sugieren un papel importan-
te en el proceso final del metabolismo intracelular de péptidos y proteinas, de for-
ma coordinada con el proteosoma y otras peptidasas (Wilk et al., 1998, 2002). Sin
embargo, se cree que podria tener otras funciones mas especializadas en base a
que interviene en el metabolismo de péptidos biolégicamente activos, tales como
Ang 11, colecistoquinina-8 ¢ neuropéptido-K (Kelly et al., 1983; Wilk et al., 1998).
Su accion radica en la hidrolisis de &cido glutamico, o aspartico (preferentemente)
del extremo amino terminal, con preferencia de la presencia de aminoacidos neu-
tros o hidrofébicos en la siguiente posicion. El gen que codifica para esta enzima
(DNPEP) est4 ubicado en el cromosoma 2, y su secuencia se encuentra altamente
conservada, siendo la unica peptidasa de la familia M18 que se ha descrito en
mamiferos. Como en el caso de otras metalopeptidasas, su accién es inhibida por
EDTA, 1,10-fenantrolina y DTT (Sanderink et al., 1988; O'Cuinn, 1998), y activada
por Ca”". Su pH éptimo se encuentra en 7,5 (Wilk et al., 2004).

3.5.9. Piroglutamil-peptidasa I (PGI)

Esta enzima pertenece a la familia C15 de las peptidasas del Clan CF que im-
plica la presencia de una cisteina en el centro activo. Es una peptidasa princi-
palmente citosoélica, no obstante, también ha sido descrita a nivel de membrana
plasmatica (Alba et al., 1995). Junto con la piroglutamil peptidasa II (peptidasa
de membrana), constituye el grupo de enzimas que liberan residuos piroglu-
tamil en el extremo N-terminal de péptidos que contienen entre dos vy treinta
aminoacidos (O'Cuinn, 1998; Dando et al., 2003). A pesar de esta caracteristica
comun, ambas enzimas pertenecen a clanes diferentes, si bien en un principio
se penso gue podria tratarse de la misma enzima.

Su accion provoca la inactivacion de péptidos bioldgicamente activos que con-
tengan piroglutamina en el extremo amino terminal. Asi, la neurotensina, la
LHRH, la TRH, la bombesina vy la leucopirokinesina se encontrarian entre sus
sustratos naturales (Mantle, 1992; Awade et al., 1994; Schmitmeier et al., 2002).
Por otra parte, dado que la piroglutamina libre posee su propia accién bioldgica,
y teniendo en cuenta su posible relacion con enfermedades relacionadas con
el envejecimiento y la pérdida de memoria, algunos autores proponen también
un sistema de regulacion que implique el mantenimiento del pool de piroglu-
tamina libre ademds de la inactivacién de péptidos entre las funciones de esta
enzima (Grioli et al., 1990; Cummins y O'Connor, 1998). La eficacia catalitica de
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PGI depende en gran medida del aminoacido al que se una la piroglutamina, re-
quiriendo para la misma la presencia de grupos reductores de tioles como DTT,
2-mercaptoetanol o tris(carboxietil)fosfina.

PGI se encuentra ampliamente distribuida en el organismo y su funcion bio-
logica real puede depender, en gran medida, del tipo de tejido en el que resida.
Ha sido descrita mayoritariamente en cerebro y sistema digestivo (Szewczuk
v Kwiatkow, 1970), presentando, al menos en ratas, un papel importante para
el correcto desarrollo del sistema nervioso central (de Gandarias et al., 2000a,
2000b). También en ratas, se han hallado cambios en la actividad de esta en-
zima en la corteza cerebral a lo largo de las distintas etapas de su desarrollo
(O'Cuinnetal., 1990; Agirregoitia et al., 2007). De igual modo, ha sido referida su
presencia en fluidos de secrecién como el semen humano (Valdivia et al., 2004).
Esuna enzima monomeérica, de tan solo 24 kDa, cuya actividad resulta ¢ptima a
pH 8,5. El gen que la codifica (PGPEPI) se localiza en el cromosoma 19p13, cons-
ta de cinco exones de los cuales los exones 1-4 vy parte del exéon 5 se traducen
en una proteina que contiene 209 aminodcidos, con un dominio de peptidasa
C15 v una triada catalitica de tres aminoacidos altamente conservada (Abe et al.,
2004; Monsuur et al., 2006).
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El grupo de investigacién de Fisiologia Celular (dentro del departamento de
Fisiologia de la Universidad del Pais Vasco/EHU) lleva desde el afio 1986 estu-
diando la regulacion de diversos sistemas peptidérgicos a partir de su degra-
dacion por medio de peptidasas. Inicialmente, se analizo el metabolismo de los
neuropéptidos en distintos procesos fisiolégicos y patologicos del sistema ner-
vioso central, amplidndose posteriormente a otros érganos y sistemas. Como
se ha presentado en el apartado de Introduccién, mediante ensayos sobre inte-
gracion neuroendocrina, llegamos a proponer un nuevo sistema no cerrado de
regulacién de la liberacion de GnRH y gonadotropinas en el eje hipotalamo-hi-
pofisis-ovario, sugiriendo un importante papel del sistema opioide en el mismo.
A partir de estos estudios, surgieron varias lineas de investigacién, siendo hoy
en dia dos las prioritarias: una rama centrada en el estudio del metabolismo
peptidico en la reproduccion vy otra centrada en el desarrollo celular. Tras varios
anos de experimentacién con modelos animales y tejidos humanos, los resulta-
dos obtenidos sugieren que las peptidasas estan relacionadas con la fertilidad,
el desarrollo neopldasico y el envejecimiento de diversos tejidos (de Gandarias et
al., 1993, 1994b, 1996, 1999b, 2000b; Irazusta et al., 2002, 2004; Agirregoitia et
al., 2003, 2012; Valdivia et al., 2004; Subiran et al., 2008, 2012; Pérez et al., 2009;
Blancoetal., 2010; Larrinaga et al., 2011a, 2012; Ramon, 2011; Roméu et al., 2011,
2012, 2013, 2014; Peralta, 2012).

La gran mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha que estudian la in-
fluencia de la actividad peptidésica en la fertilidad humana se centran en el va-
ron, concretamente en el eyaculado (Fernandez et al., 2002). De hecho, se han
conseguido hallazgos significativos respecto a la movilidad espermatica (Irazus-
ta et al., 2004; Agirregoitia et al., 2006; Subirdn et al., 2011). No obstante, existe
un gran desconocimiento sobre el papel que juegan las peptidasas en el aparato
reproductor femenino. En esta Memoria se ha tratado de aportar claridad a
dicho punto ya que se ha descrito y analizado la actividad peptidasica en el
liquido folicular de mujeres sometidas a fecundacién in vitro. Si la composicion
bioguimica del LF pudiera pronosticar el estado fértil de la mujer, podriamos
considerarla un indicador de fertilidad facil, repetitivo y fiable. Los resultados
obtenidos no sélo podrian ayudar a definir la importancia del metabolismo pep-
tidico en la fertilidad femenina (a nivel de calidad folicular y ovocitaria) sino que
ademds podrian optimizar los actuales tratamientos de reproduccion asistida.
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Asi, los objetivos propuestos para este trabajo han sido los siguientes:

1. Comparar los resultados clinicos de un grupo de pacientes sin problemas
de fertilidad femenina con los obtenidos en un conjunto de mujeres con
patologias reproductivas. De este modo se pretende observar si existe al-
gun tipo de variacién respecto a:

e Larespuesta a la estimulacion farmacologica
e El desarrollo evolutivo del ciclo de fecundacion in vitro

e L.a consecucién o no de embarazo

2. Describir los niveles de actividad enzimdtica de nueve peptidasas en la
fraccion soluble del liquido folicular humano. La mayoria de los enzimas
ensayados (excepto la DPPIV) seria la primera vez que se presentan en
este tipo de muestra biologica.

3. Estudiar las modificaciones de actividad folicular que pudieran producir-
se en funcion de la edad materna o del tipo de infertilidad reproductiva
que padeciese la paciente. Para asi comprobar el posible papel pronodsti-
co-diagnostico de los enzimas proteoliticos ensayados.

4. Correlacionar la actividad peptidasica con diferentes pardmetros clini-
cos de fertilidad, tales como: nivel de estradiol sérico, numero total de
ovocitos, tasa de madurez ovocitaria, porcentaje de fecundacién y con-
secucion de embarazo. Obteniendo de esta manera informacién sobre
como afecta la actividad de los nueve enzimas analizados sobre la evo-
lucion del tratamiento y su tedrica implicacion en el resultado final del
ciclo de fecundacion in vitro.
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1. MATERIAL

En este trabajo se han empleado los aparatos, soluciones, reactivos y produc-
tos que aparecen en la Tabla 2. Los medios de lavado y cultivo referentes al
procesado tanto de gametos como de embriones son estandar y pertenecen a la
serie G5 Series™ (Vitrolife, Goteborg, Suecia).

Tabla 2. Aparatos, soluciones, reactivos y productos. (I) Aparatos. Se representa el modelo y marca del apa-
rato (II) Soluciones y su composicion, (v/v) volumen/volumen, (p/v) peso/volumen. (III) Reactivos y produc-
tos. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el pais de origen.

(I) Aparatos Modelo. Marca

Centrifuga
Inmunoanalizador

Ecdégrafo

Cabina de flujo laminar
Estereomicroscopio - lupa
Incubador

Incubador

Centrifuga

Frigorifico

Equipo de micromanipulacién
Ultracongelador
Ultracentrifuga

Estufa

Espectrofluorimetro
pH-metro

Mezclador magnético termoestable
Homogeneizador Ultraturrax
Rotor de angulo fijo

Balanza de precision

Labofuge 200. Heraeus

Mini Vidas. BioMérieux
SSD-620. Aloka

L 126 Dual. K system

SMZ 1000. Nikon

C 200. Labotect

C 60. Labotect

203. Sigma

TS-136.3, -18 °C. Teka

IM 188. Narishige Nikon
MDF-U5 186 S, -86 °C. Sanyo
Centrikon T2070, 4 °C. Kontron
Hotcold S, 37 °C. Selecta
RF-540. Shimadzu
Micro-pH 2002. Crison
Agimatic-s. Selecta

Miccra D1. ART

TFT 45.6. Kontron

R180D. Sartorius
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(I Soluciones

Tampon Tris-HC1 0,2 M (pH 7,4) 1000 ml H,O

24,22 g TRIZMA-base
Solucién homogeneizacion, Tris-HCI 10 mM 5% Tris-HC1 0,2 M
Tampon Fosfato 0,1 M (pH 7,4) 18,7ml A+813mlB
Fosfato A 1000 ml H,0

27,6 g NaH,PO, «H,0 0,2 M
Fosfato B 1000 ml H,0

28,4 g Na,HPO, 0,2 M
Tampoén Acetato 0,1 M (pH 4,2) 36,8 ml A +132mlB+50 H,O
Acetato A 1000 ml H,0

11,55 ml CH,COOH 0,2 M
Acetato B 1000 ml H,0

27,22 g CH,COONa«3H,0 0,2 M

: Proveedor
(III) Reactivos y productos Ciudad. Pafs

Cys-p-naftilamida

pGlu-B-naftilamida

Glu-p-naftilamida Bachem
H-Gly-Pro-B-naftilamida Bubendorf, Suiza
Z-Gly-Pro-B-naftilamida

Acido Etilen-diamino tetracético (EDTA)

Cloruro de Manganeso (MnCl,)

Acetato sédico trihidratado (CH,COONae3H,0 )
Fosfato sodico dibésico (NaH,PO,)

Fosfato sodico monobdsico monohidrato (Na,HPO,)
Cloruro sédico (NaCl)

Merck
Darmstadt, Alemania

Ala-f-naftilamida

Arg-B-naftilamida

Asp-AP-f-naftilamida

Acido piroglutamico- f-naftilamida
Seroalbumina bovina(BSA)
Dimetil-sulféxido (DMSO)

DL-ditiotreitrol (DTT)

Cloruro calcico (CaCl))

Puromicina

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris-base)

Sigma-Aldrich
Steinheim, Alemania

Probus

Acido acético (CH3COOH) Badalona, Espatia

Panreac

Acido clorhidrico (HCI) Barcelona, Espana
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2. METODOLOGIA

2.1. Tipo de estudio y criterios de inclusion

Se trata de un estudio prospectivo y observacional, donde las muestras biologi-
cas analizadas proceden de pacientes seleccionadas y diagnosticadas en la Uni-
dad de Reproduccion Asistida Quirdn Zaragoza. Dadas las implicaciones éticas
y relativas a los derechos de los pacientes, el proyecto al cual estd asociado este
trabajo est4 aprobado por el Comité Etico de Grupo Hospitalario Quirén Zara-
goza a fecha de 1 de junio de 2008.

Se incluyeron en el estudio aquellas mujeres con una edad comprendida en-
tre los 20 v los 48 anos que fueran a ser sometidas a un tratamiento de FIV o
bien realizaran una donacién de ovulos, en cuyo caso la franja de edad se situo
entre los 20 v los 31 anos. Asi mismo, resultd imprescindible que la paciente
otorgase libremente su consentimiento informado antes de ser incluida en el
estudio (1. Anexo; pag. 169).

2.1.1. Grupos de estudio
Al final del proyecto se analizaron un total de 117 muestras de liquido folicular,
distinguiendo dos grandes grupos:

 Grupo Control (G.C.): compuesto por 72 muestras procedentes de donan-
tes de ovulos o mujeres cuyo problema reproductivo era exclusivamente
el factor masculino severo. Otro conjunto de estudio fue el denominado
Grupo Fértil (FERT), formado por 38 muestras pertenecientes al Grupo
Control. Debido a la edad de las mujeres que conforman el Grupo Fértil,
este sera considerado como nuestro grupo control por excelencia.

« Grupo Infértil (G.I): compuesto por 45 muestras procedentes de mujeres
diagnosticadas de una unica patologia reproductiva. Las infertilidades se-
leccionadas fueron: sindrome de ovario poliquistico, endometriosis ovari-
ca, factor tubdrico vy esterilidad sin causa aparente.

Estos dos grupos se dividieron en distintos subconjuntos en funciéon del objeti-
VO que perseguimos en cada uno de las secciones que componen esta Memoria.
Por un lado, en el apartado 1 de Resultados (Analisis de los Resultados Clinicos)
tanto el G.C. como el G.I. se fraccionaron en dos subgrupos segun el resultado
final del ciclo de FIV (embarazo o no). Por otro lado, en el subapartado 1.3 de
Resultados (Tasa de embarazo por transferencia) y apartado 2 de Resultados
(Analisis de la Actividad de las Peptidasas) el G.C. se dividié en cinco subgrupos
segln cinco rangos de edad materna, mientras que en el G.I. se establecieron
cuatro subgrupos que correspondian a cada una de las patologias estudiadas.
Mads concretamente, en el subapartado 2.2 de Resultados (Grupo Fértil: corre-
lacién clinica) sélo se tuvo en cuenta el Grupo Fértil. Todas estas clasificaciones
aparecen detalladas en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de los subgrupos de estudio pertenecientes al Grupo Control y Grupo Infértil.
(A) Segun el apartado 1 de Resultados, (B) Segun el subapartado 1.3 de Resultados y el apartado 2 de Resulta-
dos y (C) grupo analizado en el subapartado 2.2 de Resultados.

GRUPO CONTROL (GC.)

@ Embarazo

No embarazo

G1: 20-24 anos

G2: 25-29 anos

G3: 30-34 afios ©
G4: 35-39 arios *Grupo Fértil (FERT): formado por G1, G2 v G3
G5: > 40 anos

GRUPO INFERTIL (GI)

@ Embarazo

No embarazo

SOP: Sindrome de Ovario Poliquistico
END: Endometriosis ovarica
FT: Factor Tubérico
ESCA: Esterilidad Sin Causa Aparente
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2.2. Metodologia del tratamiento de FIV

Estimulacién ovarica controlada
Se utilizaron dos protocolos con agonistas de la GnRH, aplicandose uno u otro
en funcion de las caracteristicas de cada paciente:

e Protocolo largo: hacia el dia 21 de ciclo se administré un analogo de la
hormona liberadora de gonadotropinas (Decapeptyl, Laboratorios Lasa o
Synarel, Laboratorios Pfizer) para, a partir de los primeros dias del ciclo
menstrual, administrar FSH recombinante (FSHr; Gonal F, Merck-Sero-
no), ajustando la dosis segun la respuesta folicular. En los casos en los que
fue necesario, se suplement¢ la estimulacion con LH recombinante (LHr;
Luveris, Merck- Serono).

e Protocolo corto: durante los primeros dias de la regla se administro el
andalogo de la GnRH asi como FSHr, ajustando la dosis segun la respuesta
folicular. De nuevo, si resultdé necesario, la estimulacion se suplementdé
utilizando LHr.

En ambos protocolos el control del crecimiento folicular se realizé mediante
controles ecograficos periédicos (Aloka) asi como con la determinacién del es-
tradiol sérico (BioMérieux). La ultima medicion de estas dos variables se reali-
z6 dos dias antes de la captacion ovocitaria, momento en el que la mayoria de
los foliculos habia alcanzado los 17-18 mm de diametro y en el que se pauté la
descarga ovulatoria mediante la administracion subcutédnea de gonadotropina
coriénica humana (hCG) recombinante (Ovitrelle 250 mg, Merck-Serono).

Puncion o captacion ovocitaria

36 horas después de la administracién de la hCG se llevo a cabo la captacion,
que consiste en puncionar el ovario mediante ecografia vaginal (Aloka) y aspi-
rar el liquido folicular.

En la cabina de flujo laminar (K-system) del laboratorio de embriologia los
ovulos se identificaron vy aislaron del liquido folicular (Nikon), posteriormente
se lavaron vy se depositaron en su correspondiente placa de incubaciéon. Placa
que se introdujo en un incubador bioldgico (Labotect) con unas condiciones de
temperatura, CO,, O, vy humedad controladas, semejantes a las de las trompas
de Falopio. La fase lutea se suplementdé con progesterona micronizada (Utroges-
tan 200 mg, Laboratorios Seid).

Fecundacion, seguimiento y clasificacion de la evolucién embrionaria

Las muestras seminales se sometieron a una capacitacion espermatica (Sigma).
Practica que consiste en seleccionar los espermatozoides con mejor motilidad, a
la vez que se eliminan los detritus y el plasma seminal. Posteriormente, y segin
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Figura 9. Técnicas de reproduccion asistida. (A) FIV-Convencional, se observa el COC rodeado por una nube
de espermatozoides. (B) FIV-ICSI, gracias a la ayuda de un micromanipulador en el interior del ovocito se
deposita un unico espermatozoide.

las caracteristicas reproductivas de cada pareja, se realizé FIV-Convencional o
FIV-ICSI (Narishige Nikon), técnicas que aparecen descritas en el subapartado
2.3 de la Introduccion asi como en la Figura 9.

Al dia siguiente de la puncion ovocitaria (dia D+1) se determino el nimero de
ovulos fecundados correctamente. En los dias de cultivo sucesivos (dia D+2 vy
dia D+3) se valoré el numero de embriones evolutivos asi como su calidad.

En nuestro centro seguimos los criterios de clasificacion morfocinética marca-
dos por la Asociacion Espariola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién
(ASEBIR) (Ardoy y Calderon, 2008), la cual establece cuatro categorias embrio-
narias en funcion del potencial implantatorio esperado (Tabla 4). Se consideran
embriones de buena calidad, optimos para transferir, aquellos que en D+3 se
encuentran en categoria A o B.

Tabla 4. Calidad embrionaria segun criterios ASEBIR (adaptado de Ardoy et al., 2008)

CATEGORIA

A: Embrion de 6ptima calidad. Maxima capacidad de implantacién
B: Embrién de buena calidad. Elevada capacidad de implantacién
C: Embrién regular. Probabilidad de implantacion media

D: Embrién de mala calidad. Probabilidad de implantacion baja
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Transferencia embrionaria

Aproximadamente 3 dias después de la captacion (D+3) se realizo la transfe-
rencia embrionaria. A través del cérvix y bajo control ecografico se depositaron
hasta un maximo de tres embriones en el fondo del saco uterino de la paciente.
El numero de embriones transferidos vario en funcion de: la edad ovocitaria, el
tipo de esterilidad, la calidad embrionaria y el nimero de transferencias previas
sin conseguir gestacion. En caso de existir embriones viables sobrantes, estos se
almacenaran mediante congelacién (Ley _14/2006, 2006).

Prueba de embarazo

14 dias después de la transferencia embrionaria la paciente se realizd un test
de embarazo para determinar la presencia de hCG en suero (BioMérieux) y asi
verificar la posible gestacion. El embarazo se definié como la existencia de una
concentracion de f-hCG sérica > 2 UI/L (BioMérieux, 2010a).

Se denomina ciclo de FIV al periodo comprendido entre el inicio del tratamien-
to reproductivo hasta la finalizacién del mismo. Es decir, si quedan embriones
almacenados hasta que todos estos no sean descongelados no se considerara fin
de ciclo.

2.3. Material biolégico utilizado

2.3.1. Muestras de plasma sanguineo
El dia en el que se pauté la descarga ovulatoria (dos dias antes de la puncion
ovarica) se realizo la ultima medicién de estradiol sérico.

Para la determinacion de los niveles del estrégeno se le extrajo a cada paciente
4,9 ml de sangre y se realizo la separacion del plasma sanguineo mediante una
centrifugacion a 3000 xg durante 10 minutos (Heraeus). El sobrenadante resul-
tante correspondio al plasma, que fue la fraccién que se utilizé. Se pipetearon
200 pl de la muestra en un pocillo de un cartucho especifico del inmunoanali-
zador Mini Vidas. El principio de la determinacion asocia el método por com-
peticion con una deteccion final por fluorescencia denominado Enzyme Linked
Fluorescent Assay.

Se utilizé un cono (SPR®) de un solo uso que sirvio a la vez de fase sdlida y de
sistema de pipeteo. El resto de los reactivos de la reaccion inmunologica se en-
contraban distribuidos a lo largo del cartucho vy listos para su empleo. Todas las
etapas de la prueba se realizaron automaticamente por el sistema y se basaron
en una sucesion de ciclos de aspiracion / expulsion del medio de reaccion.

El analisis automatico consiste en los siguientes pasos: la muestra es trans-
ferida al pocillo que contiene el conjugado, el cual es un derivado de estradiol
marcado con la fosfatasa alcalina. En el momento en el que el medio es aspirado
por el cono tiene lugar una competicion entre el estradiol presente en el sueroy
el derivado de estradiol del conjugado frente a los sitios de unién del anticuerpo
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especifico anti-estradiol fijado sobre el cono. Las etapas de lavado eliminan los
componentes no fijados. Durante la etapa final de revelado, el substrato (4-Me-
til umbeliferil fosfato) es aspirado y después expulsado del cono; el enzima del
conjugado cataliza la reaccién de hidrélisis de este substrato en un producto
(4-Metil umbeliferona) cuya fluorescencia emitida es medida a 450 nm. El valor
de la senal de fluorescencia es inversamente proporcional a la concentracion
del antigeno presente en la muestra.

Al finalizar la determinacion, los resultados fueron calculados automatica-
mente por el sistema respecto a una curva de calibracién memorizada. Los valo-
res de concentracion se expresaron en pg de 17 p-estradiol total / mL de plasma
(BioMérieux, 2010b).

2.3.2. Muestras de liquido folicular

Durante la puncion ovarica y una vez aspirado el primer foliculo, el contenido
de éste fue transportado rapidamente al laboratorio de embriologia para com-
probar la presencia del ¢vulo en el LF. Tras recuperar el ovocito y guardarlo en
el incubador correspondiente, el liquido folicular fue aislado y almacenado a
-86 °C (Sanyo) hasta la fecha del ensayo.

Para su procesamiento los LFs fueron primero descongelados v, con el fin de
eliminar posibles impurezas, se centrifugaron a 3000 xg v 4 °C durante 5 mi-
nutos en una centrifuga Centrikon T2070 empleando el rotor TET 45.6. A con-
tinuacioén se retird el sobrenadante, muestra sobre la que se realizo la determi-
nacion de las actividades enzimaticas especificas (Fig. 10).

Destacar que ningun LF presento signos de contaminacion sanguinea y que

durante todo este proceso las muestras se mantuvieron a 4 °C, permaneciendo
a dicha temperatura hasta el momento de su incubacion.

Pellet (se elimina)

mmmmmmmm—ny,

= o | |

gl
Centrifugacion Sobrenadante
3000g 5 a4 °C (Fraccion Soluble)

Liquido Folicular
Muestra

Figura 10. Esquema del procesado de la muestra de liquido folicular. Para el estudio de actividad peptidasica
se utilizé la fraccion soluble representada.
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2.4. Analisis de la actividad peptidasica en liquido folicular

2.4.1. Determinacién de la actividad

La concentracién de una enzima en un tejido o liquido puede determinarse
midiendo la velocidad de una reaccién catalizada por la enzima en cuestion.
Para ello, puede calcularse la disminucion en la concentraciéon de sustrato en el
tiempo o el incremento que con el tiempo se produce en algunos de los produc-
tos de reaccion.

Los sustratos artificiales mas usados para la determinacion de aminopepti-
dasas han sido, sin lugar a dudas, los derivados amidicos de la B-naftilamina:
las aminoacil-B-naftilamidas (a.a-B-NA). Las peptidasas poseen la capacidad de
romper dicho sustrato, generando aminoacidos libres y moléculas de B-naftila-
mina. Esta ultima molécula tiene la particularidad, que no tienen sus derivados
amidicos, de ser fluorescente (Greenberg, 1962). Asi, cuando es excitada con una
luz de 345 nm emite parte de esta energia en una longitud de onda de 412 nm
(Fig. 11). Dicha propiedad permite que la cantidad de f-naftilamina liberada pue-
da ser medida mediante un espectrofluorimetro. La cantidad de producto fluo-
rescente liberado esta en funcion de la concentracion del enzima en la muestra,
de manera que la cantidad de B-naftilamina medida puede ser extrapolada a
actividad peptiddsica en la muestra estudiada.

HOOC-CH-R
NH

2

-NH-OC-CH-R
w
-NH,
Peptidil-B-naftilamida

B -naftilamina

P .
. .
X .
, .
.

4

Aexcitaciéon= 345 nm Aemision= 412 nm

Figura 11. Esquema de la hidrolisis del sustrato de peptidasa en el ensayo enzimatico. Uno de los productos
obtenidos, f-naftilamina, emite fluorescencia a 412 nm cuando es excitado a 345 nm.
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2.4.2. Ensayo enzimatico

Para analizar la actividad peptidasica de PSA, APN, APB, Asp-AP, Cys-AP, PGI,
DPPIV, PEP y APA se usaron sustratos del tipo peptidil-B-naftilamida o ami-
noacil-B-naftilamida.

La reaccion se inici¢ al anadir 1 ml de sustrato artificial fluorogénico (Tabla 5)
sobre la muestra (30 pl de muestra en el caso de PSA, APN v APB, v 50 pl para
Asp-AP, Cys-AP, PGI, DPPIV, PEP v APA), una vez mezclada, se dejé que la re-
accion transcurriera durante 30 min a 37 °C (Hotcold S). La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 1 ml de tampdn acetato 0,1 M a pH 4,2. La actividad enzi-
matica de las peptidasas se determind por métodos espectrofluorimétricos, para
lo que se empled un espectrofluorimetro (Shimadzu). En la Figura 12 se puede
observar la metodologia seguida para el ensayo enzimatico.

Tabla 5. Composicion de las disoluciones empleadas en la determinacion de la actividad enzimatica. En
todos los casos contenian BSA en una concentracion de 0,1 mg/ml. (I) Sustratos preparados en tampon fosfato
50 mM (pH 7,4). (II) Sustratos preparados en tampon Tris-HCL 50 mM (pH 7,4). NA: naftilamida, (Florentin et
al., 1984; Alba et al., 1989; Mantle et al., 1990; Silveira et al., 2001).

Sustrato DTIT EDTA CaCl NaCl Purocina
(mM) | (mM) (uM)

Z-Gly-Pro-f-NA 0,125
PGI pGlu-p-NA 0,125 7,4 2 2 - - -
APB Arg-pB-NA 0,125 6,5 = = - 150 40
APN Ala-p-NA 0,125 7,4 12 - - - 40
PSA Ala-f-NA 0,125 74 12 = = = =
APA H-Glu-p-NA 0,125 7,4 0,65 = 0,5 = =
NaCl MnCl, ril
NN

Asp-AP Asp-f-NA 0,125

DPPIV H-Gly-Pro-p-NA 0,200 83 = = =
Cys-AP Cys-di-p-NA 0,125 59 = - =
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En todos los casos se incluyeron controles con extracto enzimatico y sustrato,
gue se encontraban en presencia de 4cido acético a fin de que no fuera posible la
reaccion. Los valores se determinaron empleando como blanco tubos que con-
tenfan tampdn Tris-HCL

Todas las muestras se ensayaron por triplicado v se calculd la media y el error
estandar. Los valores obtenidos espectrofluorimétricamente fueron transfor-
mados en picomoles de metabolito liberado mediante extrapolacion, por ajuste
no lineal, de los datos a una ecuacion de regresion calculada a partir de una
curva patréon. Posteriormente, estos datos fueron convertidos en unidades de
actividad peptidasica (UP), definiéndose dicha unidad como la cantidad de en-
zima que hidroliza un picomol de sustrato por minuto. Los resultados finales se
expresaron como actividad especifica (unidades de actividad peptidasica / litro
de muestra) & (UP/ L muestra).

Disolucién Incubacion Espectrofluorimetro
Muest )
Hesta (sustrato) 37°C 30
l l Aex= 345 nm
—> —>
Aem= 412 nm
blanco blanco

Figura 12. Esquema del procedimiento utilizado para el ensayo enzimatico. A la fracciéon soluble se le afiade
sustrato artificial fluorogénico, se somete a un proceso de incubacion y posteriormente se detiene la reaccién
enzimatica mediante la adicion de tampodn acetato. La actividad peptidasica se determina gracias a la ayuda
de un espectrofluorimetro.
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2.5. Tratamiento estadistico

La normalidad de todas las variables se analizd mediante el test de Kolmogo-
rov-Smirnov vy, a partir de los resultados obtenidos, se decidio utilizar estadis-
ticos no parameétricos.

Las diferencias entre los distintos grupos de estudio se analizaron mediante el
test U de Mann-Whitney. Asi mismo, para el anélisis de correlaciones bivaria-
das se utilizé la Rho de Spearman. Para llevar a cabo dicho estudio estadistico
se utilizo el software Statistical Package for Social Sciences 12.0 (SPSS, Chicago,
IL, EEUU.) y para la realizacién de los graficos se empleo el programa Excel de
Microsoft Office (Redmond, Washintong, EE.UU.).

Los resultados obtenidos se consideraron estadisticamente significativos en
aquellos casos en los que P<0,05. En cada grafico se especificarad individualmen-
te las diferencias significativas halladas.
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IV.RESULTADOS

1. ANALISIS DE LOS RESULTADOS CLINICOS

Con el fin de comparar los resultados obtenidos tanto en el Grupo Control
como Infértil fue necesario valorar una serie de parametros clinicos. Parame-
tros que se recogen sistematicamente durante el desarrollo del ciclo de FIV vy
que aportan informacién sobre la respuesta ovarica a la estimulaciéon farmaco-
logica, la calidad embrionaria vy las probabilidades de éxito del tratamiento.

Se analizaron una serie de variables epidemiolégicas (edad), de estimulacion
(dias de suministro del analogo, duracion del tratamiento con gonadotropinas,
dosis total de gonadotropinas, estradiol sérico y nimero de foliculos preovula-
torios) y de laboratorio (nimero total de ovocitos, porcentaje de madurez y de
fecundacion, calidad embrionaria, nimero de embriones transferidos y conge-
lados). En el momento de realizar las comparaciones estadisticas no solo se tuvo
en cuenta la pertenencia a uno u otro grupo (G.C. / G.I.) sino también el resulta-
do final del ciclo de FIV, es decir, embarazo o no embarazo. Por ultimo, se cotejo
la tasa de embarazo de cada grupo y se comparo la obtenida por los diferentes
subconjuntos que los conforman.

Para que la lectura sea mas sencilla, en los resultados que se muestran a conti-
nuacion se utilizara la terminologia descrita en el subapartado 2.1.1 de Materia-
les y Métodos, denominado Grupos de estudio.
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1.1. Variables epidemiologicas y de estimulacion

En la Tabla 6 se puede observar cémo dentro del Grupo Control la edad de las
pacientes que consiguieron embarazo resultd ser inferior a la del grupo que
no logro gestacion, diferencia que alcanzé la significancia estadistica (P<0,001).
Del mismo modo, la edad de las mujeres embarazadas del G.C. fue significativa-
mente menor a la del Grupo de mujeres infértiles, tanto respecto al subgrupo de
mujeres gestantes (P<0,05) como no gestantes (P<0,01).

El nimero de dias durante los que se administré analogo al subconjunto de
mujeres embarazadas del G.I. fue superior al registrado en los dos subgrupos
de pacientes del G.C., siendo dicha diferencia estadisticamente significativa
(P<0,05).

Dentro del subgrupo embarazo, las pacientes pertenecientes al G.C. mostra-
ron un aumento estadisticamente significativo en el tiempo de duracién de la
estimulacién ovérica en comparacion con el G.I. (P<0,01). En referencia a la
cantidad total de gonadotropinas administrada, la dosis de FSHr resulto ser si-
milar en todos los grupos cotejados mientras que para LHr el subconjunto de
pacientes gestantes del G.C. necesité una cantidad significativamente mayor de
hormona luteinizante en relacion al G.I., independientemente del resultado del
ciclo (P<0,05).

Respecto al control de la respuesta folicular a la estimulacion farmacoldgica, el
dia en que se pauta la descarga ovulatoria no se aprecian diferencias estadistica-
mente significativas ni en el nivel de estradiol sérico, ni en el numero de foliculos
observados por ecografia. No obstante, el subgrupo de pacientes no gestantes del
Grupo Infértil es el que alcanza los mayores niveles de estradiol en sangre.
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Tabla 6. Variables epidemiologicas y de estimulacion. Comparacion entre los dos grupos estudiados y resul-
tado del ciclo de FIV (embarazo o no). Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significa-
tivos: * dentro del G.C. cuando se compara embarazo vs. no embarazo, * entre diferentes grupos cuando se
compara embarazo vs. embarazo y # entre diferentes grupos cuando se compara embarazo vs. no embarazo.

VARIABLES GRUPO CONTROL (G.C.) GRUPO INFERTIL (G.1)

EPIDEMIOLOGICAS Y DE
ESTIMULACION Embarazo No embarazo Embarazo No embarazo
(n=42) (n=28) (n=25) (n=17)

Edad (afios) 30,62 + 6,03 36,64 + 6,63 3412 +2,99" 35,24 +1,39*
Dias con Analogo 12,05+ 2,94 11,48 + 4,61 14,61 + 4,93 **# 13,25+ 5,46
Dias con Gonadotropinas 9,44 +1,38 8,74 +1,72 8,48 +1,68* 8,81+1,42

Dosis total de FSHr (U]) 227201+ 47737 228333+68149 2076,63 +582,44 2070 + 461,48

Dosis total de LHr (U]) 1727,78 + 801,99 1383,33+81236 110625+ 24,44~ 987,50 + 730,88 *

Estradiol sérico (pg/ mL)  2316,66 £ 969,05 1889,07+43396 2264,38 £1337,52  2553,18 +1870,75

N° de foliculos
preovulatorios por 997 +470 8,16 + 3,78 7,50 2,63 833+191
punciéon
Edad: Dias con gonadotropinas:
* P<0,01 G.C., embarazo vs. G.C., no embarazo *P<0,01 G.C., embarazo vs. G.I, embarazo

¥ P<0,05 G.C., embarazo vs. G.I., embarazo
# P<0,01 G.C., embarazo vs. G.I,, no embarazo

Dias con analogo: Dosis total de LHr:
¥ P<0,05 G.C., embarazo vs. G.I,, embarazo ¥ P<0,05 G.C., embarazo vs. G.I,, embarazo
#P<0,05 G.C., no embarazo vs. G.L, embarazo #P<0,05 G.C., embarazo vs. G.L, no embarazo
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1.2. Variables de laboratorio

Tal y como se puede apreciar en la Tabla 7, dentro del Grupo Control las muje-
res que lograron gestacion tuvieron un mayor numero de évulos por punciéon
en comparacion con las que no quedaron gestantes, siendo esta diferencia esta-
disticamente significativa (P<0,01).

En relacion al porcentaje de madurez, el subgrupo de pacientes embarazadas
pertenecientes al G.I. mostré una tasa de ovocitos maduros superior al subcon-
junto de mujeres no gestantes del G.C., diferencia que alcanzé la significancia
estadistica (P<0,05). Ademas, cuando dicho elevado porcentaje de madurez se
compard con el obtenido en los otros dos subgrupos estudiados (G.C., embarazo
v G.I., no embarazo), se observé una importante discrepancia que se acercé a la
significancia estadistica (P=0,05 y P=0,06).

Respecto a las variables porcentaje de fecundaciéon vy tasa de embriones de
buena calidad en los dias de cultivo 2 v 3 post-puncién (D+2 y D+3) se observa
que no existen diferencias relevantes entre los distintos grupos de pacientes.
No obstante, se debe destacar que las mujeres gestantes del G.I. fueron las que
obtuvieron una mayor tasa de embriones categoria A/B en D+2, mientras que
en D+3 el porcentaje més elevado de embriones de buena calidad lo obtuvo el
subconjunto de embarazadas del G.C.

El hecho de que no existan discrepancias significativas en cuanto a la calidad
embrionaria se traduce en un numero similar de embriones transferidos y con-
gelados en los cuatro subgrupos analizados, no mostrando diferencias estadis-
ticamente significativas.
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Tabla 7. Variables de laboratorio. Comparacién entre los dos grupos estudiados y resultado final del ciclo
de FIV (embarazo o no). Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos: * dentro del
G.C. cuando se compara embarazo vs. no embarazo, y # entre diferentes grupos cuando se compara embarazo
vs. no embarazo.

GRUPO CONTROL (GC\) GRUPO INFERTIL (GL)
VARIABLES DE

LABORATORIO Embarazo No embarazo Embarazo No embarazo
(n=42) (n=28) (n=25) (n=17)

N° de ovocitos por puncién 1152 +514 814+401* 9,84 +5,09 9.88 + 5,66
% de madurez 87,42 + 1412 82,09 +18,92 93,23+13,86" 83,50 + 22,99
% de fecundacion 79,35 + 16,66 81,73 +£18,52 82,16 + 21,85 79,63 +18,77
% de embriones de
buena calidad en D+2 88,27 87,84 95,51 83,33
% de embriones de
buena calidad en D+3 & 707 7AhES ez
N° embriones 2,31 +0,47 2,32£0,55 216+ 0,37 212+ 0,70
por transferéncia
N° embriones
. 2,24 + 3,03 1,57 2,90 1,88 + 2,64 112 +255
por congelacion
N° de ovocitos por puncion: Porcentaje de madurez:
* P<0,01 G.C., embarazo vs. G.C., no embarazo # P<0,05 G.C,, no embarazo vs. G.I, embarazo
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1.3. Tasa de embarazo por transferencia.

El porcentaje global de gestacion por transferencia conseguido en ambos gru-
pos fue practicamente idéntico, ya que en el Grupo Control se obtuvo un 60 %
v en el Grupo Infértil un 59,52%. Para el Grupo Fértil (formado por G1, G2 vy G3),
la tasa de embarazo / transferencia fue del 72,97%.

Las diferencias se apreciaron cuando se analizaron los porcentajes obtenidos
dentro de cada grupo de estudio, tal y como muestran las Figuras 13 y 14.

Grupo Control

Respecto al Grupo Control, el subgrupo G1 es el que alcanzo la mayor tasa de
gestacion por transferencia, seguido de G4. Posteriormente, y con unos diez
puntos de diferencia en relacion a G4, se encuentran G2 y G3. Finalmente, G5
resultdé ser el subconjunto con el menor porcentaje de gestacion / transferencia,
diferencia que alcanzo la significancia estadistica respecto a G1 (P<0,001), G2
(P<0,01), G3 (P<0,01) y G4 (P<0,001).
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Figura 13. Tasa de embarazo por transferencia segin el rango de edad del Grupo Control. Se representa el
porcentaje (%) v los valores estadisticarnente significativos, % d P<0,001y b.c P<0,01. G1 (n=10), G2 (n=12), G3
(n=15), G4 (n=17) y G5 (n=16).
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Grupo Infértil

En cuanto al Grupo Infértil, sélo se aprecian discrepancias estadisticamente
significativas entre el subgrupo SOP y el subgrupo ESCA (P<0,05). De hecho, la
esterilidad sin causa aparente es la infertilidad con la mayor tasa de embarazo
por transferencia, seguida a unos 6 - 9 puntos por END y FT.
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Figura 14. Tasa de embarazo por transferencia segun el tipo de problema reproductivo del Grupo Infértil.
Se representa el porcentaje (%) v los valores estadisticamente significativos, @ P<0,05. SOP (n=8; edad=33,88
+3,09), END (n=9; edad=34,50 + 1,72 anos), FT (n=14; edad=35,87 + 1,85 y ESCA (n=11; edad=34,33 + 3,42).

69



70

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LAS PEPTIDASAS

2. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD
DE LAS PEPTIDASAS

Para poder medir la actividad enzimatica de todas las peptidasas analizadas en
esta investigacion se realizaron ensayos fluorimeétricos.

El principal objetivo fue demostrar la presencia de APN, PSA, APB, DPPIV,
APA, Cys-AP, Asp-AP, PEP vy PGI en el liquido folicular humano para, a poste-
riori, describir la actividad peptidasica en dicho fluido.

Una vez demostrada la presencia de las nueve enzimas en el LF, se estudié si
existia algun tipo de alteraciéon de los niveles de actividad enzimatica que pudie-
ra estar ligado a la edad de la mujer. Seguidamente y con el fin de llevar a cabo el
cuarto objetivo de esta Memoria, se intento relacionar la actividad peptidasica
del Grupo Fértil (también denominado FERT) con distintos pardmetros clinicos
de fertilidad.

A continuacion, se analizé y comparé la actividad de las nueve enzimas en el
LF de mujeres pertenecientes tanto al Grupo Fértil como Grupo Infértil (SOP,
END, FT o ESCA). De este modo, se traté de determinar si existe algun tipo de
alteracion de la actividad enzimatica en funcion de la patologia reproductiva
que padezca la paciente.

La nomenclatura y caracteristicas de cada grupo de estudio aparecen especifi-
cadas en el subapartado 2.1.1 de Materiales y Métodos. A modo de anexo, todos
los datos numeéricos han sido reflejados en tablas (2. Anexo; pag. 171).
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2.1. Grupo Control

2.1.1. Actividad enzimatica en el liquido folicular

El Grupo Control se compuso de 72 muestras de LF procedentes tanto de do-
nantes de évulos como de mujeres cuyo unico problema reproductivo era el
factor masculino severo. La edad media de este grupo se situo en los 33,63 anos.

En todos los liquidos foliculares se detecto actividad para las nueve peptidasas
estudiadas. Tal y como muestra la Figura 15, las enzimas con mayor actividad en
LF fueron APN, PSA, APB y DPPIV.

En el GC. los niveles de actividad de APN y PSA resultaron ser practicamente
idénticos, mientras que en el Grupo Fértil APN presenté una actividad 13 pun-
tos superior a la de PSA (Fig. 16). Cabe destacar que tanto APN como PSA mues-
tran unos niveles de actividad significativamente superiores a los del resto de
peptidasas analizadas.

apN [l cys-ap
Brsa  Erer

apB B Asp-ap
M orev 77 Par
B 2ra

Figura 15. Actividad de las nueve peptidasas en la fraccién soluble del LF de mujeres pertenecientes al Gru-
po Control. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min)
por L de muestra. Se representa la media de cada grupo; n=72.
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2.1.2. Actividad enzimatica en LF segun la edad: comparaciones
En la Figura 16 se representa la actividad enzimatica de las nueve peptidasas
estudiadas en liquido folicular, agrupadas por rangos de edad.

En un principio, la distribucién de la actividad no varié demasiado en los cinco
subgrupos estudiados. Destacar que en mujeres de 20 a 29 anos (Gl y G2) la ac-
tividad enzimatica més elevada la registré APN, seguida de PSA, mientras que a
partir de los 30 anos (G3, G4 v G5) los mayores niveles de actividad fueron para
PSA, seguida de APN.
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Figura 16. Actividad de las nueve peptidasas en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Gru-
po Control. La actividad enzimaética estd expresada cormo UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min)
por L de muestra. Se representa la media + ES. G1 (n=10), G2 (n=12), G3 (n=16), G4 (n=18) y G5 (n=16).

A continuacién y buscando la méxima concrecion, se mostraran los resulta-
dos obtenidos en aquellas enzimas que alcanzaron diferencias estadisticamente
significativas entre los cinco subgrupos analizados.
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Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)
La Figura 17 muestra la actividad de la enzima PSA en LF en funcién del rango

de edad.

Las mujeres de 40 o més anos revelaron un incremento de actividad en com-
paracion al resto de subgrupos, es decir, G1 (P<0,001), G2 (P<0,05), G3 y G4
(P<0,05). No obstante, la diferencia de actividad del subgrupo G3 respecto al G5
no llegd a ser estadisticamente significativa (P=0,09). En resumen, los resulta-
dos muestran un incremento de actividad enzimatica a medida que aumenta la

edad materna.
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Figura 17. Actividad enzimatica de PSA en la fraccién soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo
Control. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por
L de muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos, 2 P<0,001 y b.c P<0,05.

G1 (n=10), G2 (n=12), G3 (n=1¢), G4 (n=18) y G5 (n=16).
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Aminopeptidasa B (APB)
La actividad enzimatica de APB se midi¢ en el liquido folicular de mujeres

sin problemas reproductivos y se diferenciaron cinco subgrupos de edad, tal y
como muestra la Figura 18.

Las mujeres de > 40 afios fueron las que obtuvieron el nivel mas elevado de
actividad para APB, alcanzando diferencias estadisticamente significativas res-

pecto al G2 (P<0,05) y G4 (P<0,05).
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Figura 18. Actividad enzimatica de APB en la fraccién soluble del LF de mujeres pertenecientes al
Grupo Control. La actividad enziméatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidro-
lizado/ min) por L de muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos,
2.5 p<0,05. G1 (n=10), G2 (n=12), G3 (n=16), G4 (n=18) y G5 (n=16).
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Cistil aminopeptidasa (Cys-AP)
La Figura 19 presenta la actividad enzimatica de Cys-AP en mujeres sin pro-
blemas de fertilidad, teniendo en cuenta cinco categorias de edad.

Desde el subgrupo de mujeres de menor edad hasta el subconjunto de mujeres
de 35-39 afos parece haber una pequena mengua de los niveles de actividad
enzimatica, de hecho, la diferencia entre G1 y G4 llegd a ser estadisticamente
significativa (P<0,05). Finalmente, en el G5 los valores aumentaron de nuevo,

siendo muy similares a los alcanzados por el G1.
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Figura 19. Actividad enzimatica de Cys-AP en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Gru-
po Control. La actividad enzimética esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/
min) por L de muestra. Se representan la media + ES y los valores estadisticamente significativos, ¢ P<0,05.

G1 (n=10), G2 (n=11), G3 (n=16), G4 (n=18) y G5 (n=16).
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Aspartil aminopeptidasa (Asp-AP)
El ensayo enzimatico de Asp-AP se realizo en el LF de mujeres no patologicas

y se compararon los resultados obtenidos segun los cinco rangos de edad esta-
blecidos, tal v como refleja la Figura 20.

Los niveles de actividad de G1, G2, G3 y G4 fueron parejos. Sin embargo, en G5
se detectd una disminucion de la actividad enzimatica que ademas fue estadis-

ticamente significativa respecto a G4 (P<0,05).
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Figura 20. Actividad enzimatica de Asp-AP en la fraccién soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo
Control. La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min)
por L de muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos, ¢ P<0,05. G1 (n=10),

G2 (n=12), G3 (n=1¢), G4 (n=18) y G5 (n=16).
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2.1.3. Actividad enzimatica en LF seguin la edad: correlaciones.

Tras describir el comportamiento de las nueve enzimas seleccionadas, en este
apartado se ha tratado de establecer la correlacion existente entre actividad
peptiddsica en LF v edad materna.

Enla Tabla 8 se detallan los resultados obtenidos tras realizar el analisis de corre-
laciones bivariadas para las nueve peptidasas seleccionadas. Asi, PSA fue la Uinica
enzima que mostro una correlacion clara entre actividad y edad (P<0,01), razén
por la que solo se ha representado el grafico descrito por dicha peptidasa (Fig. 21).

Tabla 8. Correlacion entre la actividad peptidasica en LF y la edad en el Grupo Control. P (significacion bi-
lateral); n=72.

Peptidasa Coeficiente de correlacion —

APN +0,091 0,447
+0,349 0,003
APB +0,202 0,089
DPPIV -04122 0,307
APA -0201 0,091
Cys-AP -0102 0.399
PEP +0,070 0,559
Asp-AP -0223 0,060
PGl 0,074 0,539

Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)

Figura 21. Correlacion entre la actividad de PSA en
LF y la edad en el Grupo Control.
500 4 La actividad enzimatica estd expresada como UP
. (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por
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2.1.4. Actividad enzimatica de PSA en LF segun la edad y el resultado de FIV

Al constatar que la actividad enzimatica de PSA aumenta con la edad de la
mujer (Fig. 17) v que se correlaciona de forma positiva con ella (Fig. 21), se ha
intentado esclarecer su posible implicacion en el resultado final del ciclo de FIV,
es decir, en la consecucion o no de gestacion.

Como muestra la Figura 22, en el grupo de mujeres embarazadas los niveles
de actividad de PSA fueron aumentando paulatinamente hasta los 35-39 anos,
para observarse en el siguiente subgrupo (G5) un incremento de la actividad de
85 puntos. Por otro lado, el grupo no embarazo registré mayores fluctuaciones
de actividad peptidasica: del G1 al G2 hubo un importante aumento de los nive-
les de actividad (102 puntos), del G2 al G3 el incremento fue ligero (17 puntos),
mientras que del G3 al G4 se observo un marcado decrecimiento de la actividad
(75 puntos). Finalmente, en el G5 se detectd una nueva subida de los niveles de
actividad enzimatica respecto a G4 (106 puntos).
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Figura 22. Actividad enzimatica de PSA en el LF de mujeres del Grupo Control, distinguiendo entre embarazo
y no embarazo. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min)
por L de muestra. Se representa la media + ES. G1 (n=10), G2 (n=12), G3 (n=15), G4 (n=17) y G5 (n=16).
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2.2. Grupo Fértil: correlacion clinica

Destacar que el grupo de estudio seleccionado en este apartado ha sido Unica
vy exclusivamente el Grupo Fértil, esto es debido a que estd considerado como
nuestro grupo control por excelencia. Lo constituyeron 38 muestras de LF perte-
necientes a mujeres del G.C. con una edad comprendida entre los 20 y los 34 afios
(G1, G2y G3), mas concretamente, la edad media del grupo fue de 27,79 anos.

Los parametros de fertilidad estudiados fueron los siguientes: nivel de estra-
diol sérico el dia de la descarga ovulatoria, numero total de ovocitos por puncion,
tasa de madurez ovocitaria, porcentaje de fecundacion y consecucion o no de
embarazo. Enla Tabla 9 se especifica la media de las cinco variables examinadas.

Tabla 9. Parametros clinicos analizados en el Grupo Fértil. Se representa la media + ES; (n=38).

Estradiol séri : o
SRS NP° de ovocitos % de madurez % de fecundacion % de embarazo

(pg/ mL)

2415,71 + 633,26 12,19 + 4,77 87,05+ 13,63 83,12 + 14,27 72,97
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2.2.1 Actividad enzimatica en LF y nivel de estradiol en sangre: correlaciones

En la Tabla 10 se especifican los resultados obtenidos tras realizar el andlisis
de correlaciones bivariadas para las nueve enzimas seleccionadas. PSA fue la
Unica peptidasa que mostré una correlacion clara entre actividad y cantidad de
estradiol sérico (P<0,05). Motivo por el cual sélo se ha representado el grafico
descrito por PSA (Fig. 23).

Tabla 10. Correlacidon entre la actividad peptidasica en LF y el nivel de estradiol sérico en el Grupo Fértil.
P (significacién bilateral); n=31.

Peptidasa Coeficiente de correlacion —

APN -0.219 0237

- 0,440 0013
APB 0141 0448
DPPIV 0120 0521
APA +0,039 0,835
Cys-AP +0.240 0.201
PEP 0103 0581
Asp-AP -0126 0,499
PGI -0268 0145

Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)

=00 Figura 23. Correlacion entre la actividad de PSA en
LF y el nivel de estradiol sérico en el Grupo Fértil.
La actividad enzimatica estd expresada como UP
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2.2.2. Actividad enzimatica en LF y niimero de ovocitos por puncién: correlaciones

La Tabla 11 presenta los resultados hallados tras realizar el analisis de corre-
laciones bivariadas en las nueve peptidasas estudiadas. Asi, PSA fue la Unica
enzima que mostro una correlaciéon de significancia estadistica entre actividad
y numero de ovocitos totales (P<0,05) mientras que para APB la significancia
estadistica fue de P=0,05. Por esta razon, solo se ha representado el grafico des-
crito por la peptidasa PSA (Fig. 24).

Tabla 11. Correlacion entre la actividad peptidasica en LF y el numero total de ovocitos por puncién en el
Grupo Fértil. P (significacion bilateral); n=38.

Peptidasa Coeficiente de correlacion —

APN -0,319 0,051
0,380 0,019
APB -0,320 0,050
DPPIV -0,091 0,588
APA + 0,036 0,829
Cys-AP + 0,268 0,109
PEP +0,272 0,099
Asp-AP +0,112 0,505
PGI +0,226 0,172
Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)
500 Figura 24. Correlacion entre la actividad de PSA
en LF y el numero total de ovocitos / puncién en el
Grupo Fértil..
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2.2.3. Actividad enzimatica en LF y tasa de madurez ovocitaria: correlaciones

Enla Tabla 12 se detallan los resultados obtenidos tras el analisis estadistico de co-
rrelacion llevado a cabo para las nueve enzimas seleccionadas. Tal y como se puede
observar, ninguna de las correlaciones alcanzoé significancia estadistica (P>0,05).

Tabla 12. Correlacion entre la actividad peptidasica en LF y la tasa de madurez ovocitaria en el Grupo Fértil.
P (significacion bilateral); n=36.

Peptidasa Coeficiente de correlacion —

APN +0,134 0,435
PSA +0,287 0,089
APB +0,286 0,091
DPPIV +0183 0,286
APA +0,123 0,474
Cys-AP +0,317 0,064
PEP +0,175 0,307
Asp-AP - 0,002 0,992
PGI +0,040 0,815
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2.2.4. Actividad enzimatica en LF y tasa de fecundacién: correlaciones

La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos tras realizar el andlisis de correlacio-
nes bivariadas para las nueve peptidasas estudiadas. Aligual que en el subapartado
anterior, no se detectaron valores estadisticamente significativos (P>0,05).

Tabla 13. Correlacion entre la actividad peptidasica en LF y la tasa de fecundacion en el Grupo Fértil.
P (significacion bilateral); n=36.

Peptidasa Coeficiente de correlacion —

APN -0,081 0,638
PSA +0,124 0,471
APB +0,146 0,394
DPPIV +0,079 0,649
APA +0,079 0,647
Cys-AP -0173 0,321
PEP +0,083 0,631
Asp-AP - 0,105 0,543
PGI - 0,037 0,832
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2.2.5. Actividad enzimatica en LF y resultado de FIV: comparaciones

El tltimo parametro de fertilidad analizado fue la consecucién o no de gesta-
cion, en definitiva, el éxito del tratamiento de fecundacién in vitro. Intentando
ser lo més precisos posible, en este subapartado sélo se han tenido en cuenta los
resultados obtenidos en aquellas pacientes en las que el numero de embriones
transferidos fue dos (ni uno ni tres). A continuacién se presentaran las graficas
de aquellas enzimas que mostraron discrepancias de significancia estadistica.

Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)
En la Figura 25 se describe la actividad de PSA en el LF de mujeres del Grupo
Fértil en funcién del resultado final del ciclo de FIV.

Cuando se compararon los dos conjuntos, se observéd que el grupo embarazo
presentd un descenso de actividad de 81 puntos respecto al grupo no embarazo,
diferencia que fue estadisticamente significativa (P<0,05).

500 A
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200 -
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Embarazo No embarazo

Figura 25. Actividad enzimatica de PSA en el LF de mujeres del Grupo Fértil: embarazo vs. no embarazo.
La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos, * P<0,05. Embarazo (n=18),
No embarazo (n=7).
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Aminopeptidasa A (APA)
El ensayo enzimatico de APA se realizé en el LF de pacientes pertenecientes al
Grupo Feértil y se dividio en dos grupos en funcioén del éxito del ciclo de FIV, tal

y como refleja la Figura 26.

En este caso, cuando se cotejaron los dos conjuntos se detectd que el grupo
embarazo habia alcanzado unos niveles de actividad enzimatica ligeramente
superiores a los del grupo de mujeres no embarazadas, diferencia que resulté
ser estadisticamente significativa (P<0,05).
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Figura 26. Actividad enzimatica de APA en el LF de mujeres del Grupo Fértil: embarazo vs. no embarazo.
La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos, * P<0,05. Embarazo (n=18),

No embarazo (n=7).
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2.3. Grupo Infértil

2.3.1. Actividad enzimatica en el liquido folicular

El Grupo Infértil lo compusieron 45 muestras de LF procedentes de mujeres
afectas de uno de los siguientes problemas reproductivos: sindrome de ovario
poliquistico (subgrupo SOP), endometriosis ovarica (subgrupo END), factor tu-
béarico (subgrupo FT) vy esterilidad sin causa aparente (subgrupo ESCA). La edad
media del G.I. fue de 34,33 anos.

En todos los liquidos foliculares se detecto actividad para las nueve peptidasas
seleccionadas. En la Figura 27 se puede observar como las enzimas con mayor
actividad en LF fueron PSA, APN, APB y DPPIV.

A diferencia del Grupo Control, donde APN y PSA presentaban valores de ac-
tividad muy similares, en el Grupo Infértil PSA resulto ser la enzima con mayor
actividad, siendo dicha actividad 9 puntos superior a la alcanzada por APN. Es
necesario subrayar que, al igual que en el G.C., tanto APN como PSA mostraron
unos niveles de actividad significativamente superiores a los del resto de pepti-
dasas estudiadas.

apN [ cys-AP
B psa e
APB [ Asp-AP
W orev 7 pal
B 2ra

Figura 27. Actividad de las nueve peptidasas en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo
Infértil. La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por
L de muestra. Se representa la media de cada grupo; n=45.
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2.3.2. Actividad enzimatica en LF segun la patologia: comparaciones
En la Figura 28 se representa la actividad enzimatica de las nueve peptidasas
estudiadas en liquido folicular, agrupadas segun el tipo de esterilidad.

Se puede decir que la distribucién de la actividad enzimatica fue similar en los
cuatro subgrupos estudiados. No obstante, cabe senalar que en las pacientes
afectas de SOP o END el enzima con mayor actividad resultd ser PSA, seguido
de APN. Sin embargo, en el caso de mujeres que padecian FT o ESCA la situa-
cion fue justo la inversa; la actividad de APN super¢ a la de PSA en unos 20
puntos aproximadamente.

APN arB [l ara  [rer [ Pa

W psa  [lorev [ cys-ap
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Figura 28. Actividad de las nueve peptidasas seleccionadas en la fraccién soluble del LF de mujeres per-
tenecientes al Grupo Infértil. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluoro-
génico hidrolizado/ min) por L de muestra. Se representa la media + ES. SOP (n=8), END (n=10), FT (n=15)
y ESCA (n=12).

Seguidamente, se mostraran los resultados obtenidos en aquellas peptidasas
que presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las cuatro in-
fertilidades estudiadas asi como con el Grupo Fértil.
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Aminopeptidasa neutra (APN)
Tal y como se observa en la Figura 29, la actividad enzimatica de APN se midid

en el LF de mujeres pertenecientes al Grupo Fértil y Grupo Infértil, asimismo se
comparo la actividad hallada en los 5 subgrupos.

En relacion a FERT, las mujeres afectas de factor tubarico (FT) fueron las que
presentaron los menores niveles de actividad enzimatica y las que padecian
esterilidad sin causa aparente (ESCA) fueron las que obtuvieron los mayores
valores de actividad (32 puntos de diferencia en ambos casos). Diferencias que
no fueron estadisticamente significativas respecto a FERT (P>0,05), pero que si
lo fueron entre ellas, es decir, cuando se comparo FT frente a ESCA (P<0,05).
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Figura 29. Actividad enzimatica de APN en muestras de LF de mujeres del Grupo Fértil e Infértil! .
La actividad enzimaética estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos, ¢ P<0,05. FERT (n=38),
SOP (n=8), END (n=9), FT (n=14) y ESCA (n=12).
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Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)
La Figura 30 muestra la actividad de PSA en el LF de mujeres del Grupo Fértil
e Infértil, una vez descritos los cinco subgrupos de estudio, estos se compararon

entre si.

E1 FT resultd ser el problema reproductivo con menor actividad enzimatica en
LF, mientras que SOP y END fueron las que presentaron los mayores niveles
de actividad, muy similares entre si (con sélo 5 puntos de diferencia). De hecho,
SOP y END fueron las dos unicas patologias que mostraron diferencias estadis-
ticamente significativas respecto a FERT (P<0,05). Cuando se compararon los
cuatro problemas reproductivos, se observd que las mujeres afectas de factor
tubérico alcanzaban unos niveles de actividad significativamente inferiores a
aquellas que padecian sindrome de ovario poliquistico (P<0,01), endometriosis
ovarica (P<0,05) o esterilidad sin causa aparente (P<0,05).
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Figura 30. Actividad enzimatica de PSA en muestras de LF de mujeres del Grupo Fértil - e Infértil . .
La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos: (*) cuando se compara
FERT con cada una de las infertilidades vy (a, b, ¢) cuando se comparan las infertilidades entre si. * P<0,05,
2p<0,01, P ¢ P<0,05. FERT (n=38), SOP (n=8), END (n=9), FT (n=14) y ESCA (n=12).
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Aminopeptidasa B (APB)

En la Figura 31 se representa la actividad enzimatica de APB en el LF de pa-
cientes procedentes del Grupo Fértil y Grupo Infértil, posteriormente se coteja-
ron los valores obtenidos los cinco subgrupos analizados.

Por un lado, SOP y END fueron los problemas reproductivos que alcanzaron
los mayores niveles de actividad enzimatica, mas concretamente, SOP superd
en 7 puntos a END. Por otro lado, el subconjunto de mujeres afectas de factor
tubérico fue el que obtuvo los menores niveles de actividad, seguido de FERT
y ESCA. Respecto al Grupo Fértil, la Unica infertilidad que mostré diferencias
de significancia estadistica fue SOP (P<0,05) mientras que el subgrupo END se
acerco a ella (P=0,07). Cuando se compararon las patologias entre si, los valores
alcanzados por el FT resultaron ser estadisticamente inferiores a los descritos
por el resto de infertilidades: SOP (P<0,01), END (P<0,05) y ESCA (P<0,05).
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Figura 31. Actividad enzimatica de APB en muestras de LF de mujeres del Grupo Fértil I:l e Infértil L]
La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES y los valores estadisticamente significativos: (*) cuando se compara
FERT con cada una de las infertilidades v (a, b, ¢) cuando se comparan las infertilidades entre si. * P<0,05,
2p<0,01, ® € P<0,05. FERT (n=38), SOP (n=8), END (n=9), FT (n=14) vy ESCA (n=12).
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2.3.3. Actividad enzimatica de PSA en LF segun tipo de infertilidad y resultado de FIV

Del mismo modo que en el subapartado 2.1.4 y al constatar que PSA presenta
alteraciones de actividad en funcién de la patologia que padezca la paciente
(Fig. 30), se ha tratado de establecer la relacién existente entre actividad enzi-
matica, infertilidad y resultado final del ciclo de FIV.

Como refleja la Figura 32, tanto en el grupo de mujeres embarazadas como no
embarazadas se observaron importantes fluctuaciones de actividad enzimati-
ca. ESCA fue el unico subgrupo en el que la actividad alcanzada resulto ser in-
dependiente del resultado final del ciclo. Por otro lado, en SOP v FT la actividad
descrita por el conjunto de mujeres gestantes fue inferior a la obtenida por el
grupo no embarazo en 55 puntos aproximadamente. No obstante, en el caso del
subgrupo END aquellas que quedaron gestantes lograron unos niveles de acti-
vidad superiores a los del grupo no embarazo en 65 puntos.
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Figura 32. Actividad enzimatica de PSA en el LF de mujeres del Grupo Infértil, distinguiendo entre emba-
razo y no embarazo. La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidro-
lizado/ min) por L de muestra. Se representa la media + ES. SOP (n=8), END (n=7), FT (n=13) y ESCA (n=11).
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V. DISCUSION

1. ASPECTOS CLINICOS
DE LOS TRATAMIENTOS DE FIV

Se calcula que la esterilidad afecta a unos 70 u 80 millones de parejas en todo
el mundo y que un 15% de las que viven en paises desarrollados consultaran
alguna vez por ello (Mendoza et al., 2012). Uno de los principales factores del
descenso de la capacidad reproductiva femenina es el incipiente retraso de la
maternidad (Minaretzis et al., 1998; Bonilla-Musoles, 2010). De hecho, en nues-
tro centro de fertilidad hemos observado como la edad de las pacientes en 2003
se situaba en torno a los 34,17 anos, encontrandonos actualmente ante una me-
dia de 37,23 anos. La introduccion de las TRA ha aumentado las posibilidades
de tratamiento efectivo, convirtiéndose en una opcién basica para las parejas
estériles. Hoy en dia, debido tanto a su capacidad terapéutica como a los resul-
tados alcanzados, la técnica mas utilizada es la fecundacion in vitro. En el su-
bapartado 2.2 de Materiales y Métodos se encuentra detallado todo el proceso
que llevamos a cabo durante el desarrollo de un ciclo de FIV.

1.1. Variables epidemiologicas y de estimulacion.

De forma rutinaria y durante el tratamiento de FIV se recogen una serie de
parametros clinicos que aportan informacién sobre la respuesta a la estimula-
cién farmacoldgica. Estos pardmetros son la edad materna, el numero de dias
de suministro de andlogo y gonadotropinas, la dosis total de FSH y LH, el estra-
diol sérico v la cantidad de foliculos preovulatorios observados ecograficamente
(Tabla é; pag. 65).

A principios de este siglo, Goverde declard que la edad de la mujer es el fac-
tor mas influyente en la probabilidad de embarazo, sea cual sea el tratamiento
reproductivo elegido. Teniendo en cuenta la literatura existente, se sabe que la
fertilidad femenina alcanza su maximo entre los 20 y los 24 anos para dismi-
nuir posteriormente de manera uniforme, descendiendo significativamente a
partir de los 35 afios v de forma muy acentuada pasados los 40 (Remohi et al.,
2012; Kovac et al.,, 2013). Si nos referimos a nuestros resultados, observamos
como dentro del Grupo Control las mujeres que quedaron embarazadas presen-
taban una edad significativamente inferior a las que no resultaron gestantes,
hallazgo que presumiblemente era de esperar. Sin embargo, en el Grupo Infértil
aungue se aprecia un ligero descenso de edad en el subgrupo embarazo respec-
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to al de no embarazo este no llega a ser estadisticamente significativo, lo cual se
debe a la homogeneidad en cuanto a la variable edad del G.I. Cuando compara-
mos ambos grupos entre si, detectamos que el subconjunto de mujeres gestan-
tes del G.C. presentd una media de edad significativamente inferior a la de las
pacientes del G.I., hecho que no nos sorprendié ya que las mujeres que acuden
a consulta por problemas reproductivos de origen femenino suelen tener una
media de edad en torno a los 34 y 37 anos.

Respecto al protocolo de estimulaciéon ovérica controlada, cuando se compard
el numero de dias de suministro de analogo se detectd un aumento estadisti-
camente significativo en el subgrupo de mujeres embarazadas del G.I. frente
a aquellas pertenecientes al G.C. Esta diferencia es debida a que en el Grupo
Infértil el protocolo de estimulacién mayoritariamente elegido fue el largo (ad-
ministracion de andlogo desde 7 dias antes del ciclo menstrual) mientras que
en el Grupo Control el protocolo corto (administracion de analogo desde el pri-
mer dia de la regla) fue el més utilizado. Del mismo modo, cuando se cotejé la
duracion del estimulo mediante el uso de gonadotropinas, hallamos una dismi-
nucion estadisticamente significativa en el numero de dias de administracion
en el subgrupo de pacientes embarazadas del G.I. respecto al subconjunto de
mujeres gestantes del G.C., resultado que seguramente sea consecuencia de las
propias caracteristicas de ambos grupos. Sabemos que a medida que aumenta la
edad materna las reserva ovdrica disminuye (Richardson et al., 1987; Faddy et
al., 1992: Gougeon et al., 1994) y se ha descrito cémo en mujeres de baja reserva
disminuye el tiempo de estimulo a consecuencia de una aceleracion en el pro-
ceso de foliculogénesis (Felip et al., 2003; Singh et al., 2013), por lo que las muje-
res del G.I. (y las no embarazadas del G.C.) al presentar una edad més elevada
que las embarazadas del Grupo Control veran en cierto modo comprometida su
reserva y, como consecuencia, el tiempo de administracion de gonadotropinas
disminuira.

En resumen, respecto al G.C. el protocolo de estimulacion ovarica para las mu-
jeres gestantes del G.I. se ha caracterizado por un mayor nimero de dias de
suministro de andlogo y una menor duracion de la administracion de gonado-
tropinas.

En cuanto a la cantidad de FSH suministrada en cada grupo, aunque se aprecia
un aumento en el G.C. en comparacion con el G.I. esta diferencia no alcanza la
significancia estadistica. Pero si la detectamos cuando analizamos la concentra-
cion total de LH administrada, ya que en el subconjunto de mujeres gestantes
del G.C. se observé un incremento respecto al G.I. que resultd ser estadistica-
mente significativo. La explicacion a este hecho puede ser debida a que en un
ciclo ovulatorio normal los niveles de FSH y LH van aumentando de forma coor-
dinada, cuando en un protocolo de estimulacién se pautan elevadas dosis de FSH
(como ocurre en el Grupo Control) se produce un desnivel hormonal y el uso de
analogos puede no ser suficiente para evitar la consecuente luteinizacion ovari-
ca precoz (Moore et al., 2011; Remohi et al., 2012). Con el fin de solucionar dicho
problema se administran dosis elevadas de LH para equiparar los niveles ambas
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hormonas (Filicori, 2003; Filicori et al., 2003; Assidi et al., 2013) v esto es lo que
creemos que ha sucedido en el G.C. respecto al resto de pacientes.

El control de la estimulacién ovarica se realiza mediante la mediciéon del es-
tradiol sérico y la valoracién ecografica del desarrollo folicular. El por qué se
lleva a cabo la determinacion del estradiol para calcular la respuesta a la es-
timulaciéon farmacolodgica tiene su base en la denominada teoria bicelular de
la produccion ovarica de estrégenos, segun la cual durante los estadios finales
del crecimiento folicular las células de la teca, en respuesta a la LH, producen
androgenos a partir de colesterol. Los androgenos difunden hasta las células
de granulosa donde, mediante un fenémeno de aromatizacion estimulado por
FSH, se transforman en estrégenos que son liberados al torrente sanguineo y
a la cavidad antral (Cheng et al., 2002; Lovekamp-Swan y Davis, 2003; Hamel
et al., 2005; Speroff y Fritz, 2006). Ademas de sus multiples efectos sistémicos,
los estrégenos actiian de forma sinérgica con las gonadotropinas promoviendo
el crecimiento ovarico, la formacion de receptores de LH v FSH e incluso la
actividad aromatasa. En resumen, existe una clara correspondencia entre: nu-
mero de foliculos, produccién de estrogenos, concentracion de estradiol sérico
y numero de ovocitos obtenidos. Asi pues, cuando se comparo la concentracion
de estradiol y el numero de foliculos ecograficos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, lo cual nos viene a decir que el protocolo de esti-
mulo empleado en los diferentes grupos ha sido el adecuado ya que ha generado
una normo respuesta. Todas las pacientes (con independencia del nimero de
dias de suministro de analogo y gonadotropinas asi como de la dosis total de
FSH / LH administrada) han respondido uniformemente al tratamiento, cum-
pliendo con uno de los principales objetivos de los protocolos de estimulacion
ovarica controlada.

En conclusion, los resultados que hemos obtenido son debidos a que cada pro-
tocolo de estimulo se ha adaptado no sélo al perfil inicial de cada mujer (edad,
reserva folicular, tipo de infertilidad, capacidad reproductiva previa, etc.) sino
a la respuesta ovarica que dia a dia ha ido generando la propia paciente al tra-
tamiento.
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1.2. Variables de laboratorio

En el laboratorio de embriologia clinica trabajamos con una serie de varia-
bles que nos aportan gran informacion respecto a la evolucion del ciclo v a las
probabilidades de éxito del mismo. En este apartado analizaremos: el nimero
de évulos por puncion, el porcentaje de madurez ovocitaria, la tasa de fecunda-
cidn, la calidad embrionaria y el numero de embriones transferidos y congela-
dos (Tabla 7; pag. 67).

Si nos fijamos en el numero total de ovocitos obtenidos por paciente, obser-
vamos como dentro del Grupo Control aquellas mujeres que resultaban emba-
razadas presentaban un aumento estadisticamente significativo respecto a las
que no conseguian gestacion. Dato que podriamos esperar ya que las pacientes
del subgrupo embarazo tenian una edad media significativamente inferior a la
del subgrupo no embarazo, por lo que respondieron mejor al tratamiento far-
macologico, lo cual se tradujo en una mayor cantidad de foliculos reclutados
(mayor numero de évulos obtenidos). Destacar que la media del nimero de ovo-
citos por puncioén alcanzada es muy similar a la media nacional, dato que recoge
la Sociedad Espariola de Fertilidad en su registro anual (Registro_SEF, 2013). El
hecho de que la media del numero de ovocitos exceda a la de foliculos observa-
dos previamente se debe a que en la ulltima ecografia no se suelen contar todos
los foliculos en desarrollo sino sélo aquellos con un didmetro igual o superior a
17 mm, que seran los que presumiblemente contengan oocitos secundarios, es
decir, évulos maduros (Nogueira et al., 2006). Consecuentemente, cuando a la
variable “‘nimero de ovocitos por puncién” se le aplica la “tasa de madurez” se
obtienen unos resultados similares a la variable “numero de foliculos preovu-
latorios”.

No todos los évulos logrados tras un proceso de estimulacion resultan ser ma-
duros. Para convertirse en oocito secundario, el oocito primario debe superar
un duro proceso de maduracién citoplasmatica y nuclear (Picton et al., 1998;
Polanski et al., 1998; Baruffi et al., 2004; Rodriguez y Farin, 2004). Segun el ul-
timo registro de la SEF, las donantes de ¢vulos presentan un porcentaje de ma-
durez ovocitaria del 81% mientras que en los ciclos donde se utilizan ovocitos
propios la tasa es del 79,70% (Registro_SEF, 2013). Nosotros hemos consegui-
do un porcentaje de madurez global del 87,05%. Ademas, cabe destacar que
el subconjunto de mujeres embarazadas del G.I. revelé una tasa de madurez
ovocitaria superior a la del resto de subgrupos, de hecho, la diferencia alcanzo
la significancia estadistica respecto al subconjunto de mujeres no gestantes del
G.C. Dicho elevado porcentaje de madurez puede ser debido tanto a una buena
pauta de estimulacién ovarica como a la edad materna.

Aligual que en el caso de la madurez, no todos los évulos maduros resultan ser
fecundados. Es mas, el espermatozoide juega un papel fundamental en el pro-
ceso de fertilizacion por lo que estariamos ante un fenémeno de intercomuni-
cacion y entendimiento constante entre ambos gametos (Choe et al., 2012; Oku-
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daira y Funahashi, 2013; Van Blerkom vy Caltrider, 2013). Teniendo en cuenta
los datos aportados por la Sociedad Espanola de Fertilidad, la tasa de fecunda-
cién en ovocitos de donante asi como propios es practicamente idéntica, 67,70%
vy 67,80% respectivamente (Registro_SEF, 2013). En nuestro estudio referimos
un porcentaje de fecundacion unos 10 puntos superior y no detectamos dife-
rencias intergrupales de significancia estadistica.

Un indicador sumamente predictivo del éxito del tratamiento es sin duda la
calidad embrionaria, la cual viene determinada por una serie de parametros
morfocinéticos de entre los que destacaremos el ritmo de division embrionaria,
el numero v la morfologia celular asi como el porcentaje de fragmentacion vy la
presencia de vacuolas en los blastémeros (Prados et al., 2007; Ardoy y Calderodn,
2008; Cruz et al., 2012; Campbell et al., 2013). Durante los dias 2 y 3 post-capta-
cién se lleva a cabo una clasificacion morfolégica que consiste en asignar a cada
embrién una determinada categoria (A, B, C o D) en funcién de sus caracteris-
ticas evolutivas (A y B corresponderian a embriones de buena calidad). Segun
los datos de este estudio, nuestro porcentaje de embriones de buena calidad en
D+2 se situa en torno al 88,74% para descender en D+3 al 69,46%, tasas relati-
vamente similares a las descritas en la literatura (Hohmann et al., 2003; Lépez,
2008; Fauque et al., 2013; Mantikou et al., 2013). Es mas, cuando comparamos los
distintos subgrupos entre si, no apreciamos diferencias estadisticamente signi-
ficativas ni en D+2 ni en D+3. Consecuentemente, segin el indicador “calidad
embrionaria” la probabilidad de embarazo de los cuatro subgrupos serd muy pa-
recida. No obstante, no hay que olvidar que las posibilidades de gestacién en la
especie humana dependen tanto de las caracteristicas embrionarias como de la
receptividad endometrial, factor a tener en cuenta y cuyo conocimiento hoy en
dia resulta todavia insuficiente (Hunault et al., 2002; Ardoy y Calderén, 2008;
Palomino et al., 2013; Wang et al., 2013).

El hecho de que no existan diferencias significativas respecto a la calidad em-
brionaria se traduce en un numero similar de embriones transferidos y conge-
lados en los cuatro subgrupos estudiados. Mas concretamente, la media global
de embriones transferidos por transferencia ha sido de 2,23, cifra muy similar a
la de los ultimos registros de la SEF. En el ario 2003 se prohibié en nuestro pais
la transferencia de méas de 3 embriones al Utero materno (Ley_45/2003, 2003)
vy desde entonces se ha descrito una tendencia clara en la politica de transfe-
rencia embrionaria; ha disminuido considerablemente la transferencia intrau-
terina de 3 embriones y ha aumentado significativamente la de 2 (en el afio
2011 aproximadamente el 76,20% de las transferencias realizadas fueron de 2
embriones). Es mas, el futuro de la reproduccién asistida se dirige hacia la single
embryo transfer, es decir, la transferencia selectiva de un unico embrion (Thu-
rin et al.,, 2004; Steinberg et al., 2013; Yilmaz et al., 2013). Politica muy arraigada
en los paises nordicos que pretende extenderse hacia el resto de Europa (Olivius
et al., 2008; Poikkeus y Tiitinen, 2008; Sundstrom y Saldeen, 2009; Niinimaki
et al, 2013). Una vez realizada la transferencia, cuando quedan embriones de
buena calidad estos se congelan (Ley _14/2006, 2006) vy en nuestro caso a cada
paciente se le ha congelado una media de 1,70 embriones por ciclo.
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En resumen, el hecho de que no se observen grandes divergencias entre el
Grupo Control v Grupo Infértil respecto a las variables de laboratorio analiza-
das nos lleva a pensar en que ademés de haberse conseguido una normo res-
puesta a la estimulacion farmacolégica, se ha logrado una uniformidad en el
desarrollo evolutivo de los ciclos de FIV.

1.3. Tasa de embarazo por transferencia.

El principal objetivo de los tratamientos de reproduccion asistida es la conse-
cucién del embarazo. Tanto en el G.C. como en el G.I. se ha alcanzado una tasa
(global) de gestacion por transferencia muy similar, que podria ser consecuen-
cia directa de la semejanza lograda en ambos grupos respecto a la calidad vy
numero de embriones transferidos.

Grupo Control

Como vya sabemos, la fertilidad femenina alcanza su maximo entre los 20 y
los 24 anos para disminuir posteriormente de forma uniforme. Los datos que
obtenemos de la literatura con respecto a las tasas de embarazo por ciclo de
FIV iniciado, advierten de una marcada mengua de la capacidad gestante de
la mujer a medida que aumenta su edad. Las mujeres menores de 34 anos pre-
sentan la tasa de embarazo mas alta, cercana al 40%, sin embargo, en un rango
de edad 5 anos el porcentaje de embarazo decae drasticamente, disminuyendo
en 10 puntos, tendencia que va a mantenerse a lo largo de la vida reproductiva
materna (Fig. 5; pdg. 18). De hecho, la tasa de gestacion en mujeres de mas de 45
anos es practicamente nula ya que nos acercamos a la edad de comienzo de la
menopausia (Cyrus y Lee, 2013; Dolleman et al., 2013; NIH, 2013).

En la presente investigacion también hemos observando un decrecimiento de
la fertilidad femenina a medida que aumenta la edad de la paciente (Fig. 13; pdg.
68). Hay que tener en cuenta que el porcentaje de embarazo analizado en nues-
tro caso, a diferencia de los datos de la SEF, es por transferencia realizada y no
por ciclo de FIV iniciado lo que, en parte, explicaria las superiores tasas de ges-
tacion alcanzadas. Mas concretamente, en el subgrupo de mujeres de 20 a 24
anos el porcentaje de embarazo se situd en el 90% para descender y mantenerse
en torno al 65% en los subgrupos 2 v 3, en G4 ascendio sorprendentemente y
finalmente en G5 se detectd un decaimiento estadisticamente significativo del
porcentaje de gestacion respecto al los otros cuatro subgrupos. A nivel global, la
tasa de embarazo por transferencia del Grupo Control fue del 60% v si nos fija-
mos en el rango de edad comprendido entre los 20 v los 34 anos (Grupo Fértil)
este porcentaje aumento al 72,97%.
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Grupo Infértil

Tal y como ha quedado reflejado en la Introduccion, la capacidad reproductiva
se ve claramente afectada por distintos tipos de patologias. A continuacion se
describiran los porcentajes de gestacion de los cuatro problemas reproductivos
estudiados: SOP, END, FT y ESCA.

Por un lado, lo primero que queremos subrayar es que en el Grupo Infértil se
obtuvo un 59,52% de embarazo por transferencia, cifra practicamente idéntica
a la del Grupo Control. Por otro lado, conocedores de la importancia del parame-
tro “edad materna” para la consecucién del embarazo, hemos comprobado que
no existian diferencias estadisticamente significativas respecto a la edad media
de las pacientes pertenecientes a cada subgrupo analizado, en concreto, la me-
dia de edad del G.I. se situd en 34,68 anios. Respecto a los resultados obtenidos,
las mujeres afectas de SOP alcanzaron la menor tasa de embarazo por trans-
ferencia (25%) mientras que aquellas que padecian END o FT lograron unos
porcentajes practicamente idénticos a los subgrupos 2 y 3 del G.C., por ultimo,
las pacientes diagnosticadas de ESCA mostraron una tasa de gestacion elevada,
muy parecida a la del Grupo Fértil v estadisticamente superior a la de SOP (Fig.
14; pag. 69). Mas adelante, en el subapartado 2.4 se discutirdn conjuntamente
estos y otros resultados.
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2. REGULACION DE PEPTIDOS
BIOACTIVOS Y FERTILIDAD

Los primeros trabajos relacionados con el estudio de la actividad peptidasica,
su ubicacion, caracteristicas bioquimicas y sustratos, se remontan a principios
de la década de los anios 60 del siglo pasado, pero posiblemente el verdadero
interés por el estudio de la misma surgi6 a finales de la década de los 70 con el
descubrimiento de que la inhibicién de la ACE tenia efectos antihipertensivos
(Ondettiy Cushman, 1977). A partir de este momento se multiplicaron las publi-
caciones relacionadas con el andlisis de los enzimas proteoliticos y la regulacion
de sus péptidos bioactivos, en situaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas,
tratando ademads de encontrar aplicaciones clinicas. Destacar que la mayoria
de los estudios estuvieron encaminados a la descripcion de las actividades en-
zimaticas en el sistema nervioso central, no en vano, la década de los anos 90
fue declarada oficialmente como “la década del cerebro”. Actualmente existe un
nutrido numero de estudios sobre actividad peptidésica en tejidos tan diversos
como: musculo esquelético, pulmon, corazén, higado, rifidn, intestino, préstata,
etc. (Sentandreu y Toldra, 2007; Singh et al., 2008; Blanco et al., 2010; Pérez,
2011; Larrinaga et al., 2012; Thorek et al., 2013).

Respecto al LF, las primeras investigaciones datan de principios de 1970, cuan-
do un grupo austriaco determiné la actividad de fosfatasa alcalina, fosfatasa
acida, glutamato oxalacetato transaminasa, leucina aminopeptidasa, aldolasa,
deshidrogenasa lactica (LDH), isoenzima 1 LDH vy malato deshidrogenasa en el
LF de foliculos pre-antrales y foliculos antrales maduros. Actividad que com-
pararon con la encontrada en quistes ovaricos y suero (Caucig et al., 1970, 1972;
Breitene et al., 1973). Hasta 1988 no se volvio a analizar la presencia enzimaética
en LF, mas concretamente, fue el grupo liderado por Seliger quien describioé por
vez primera actividad DPPIV en el fluido folicular de pacientes sometidas a in-
tervenciones ginecologicas. Casi diez anos mas tarde se consiguio purificar PEP
del liguido folicular de ovarios de cerda, donde se refirié una mayor actividad
de PEP tanto en el LF como en las células de la granulosa de foliculos antrales
respecto a foliculos antrales maduros (Kimura et al., 1997, 1998). Asi pues, en
esta Memoria se ha tratado de describir la actividad proteolitica de nueve pep-
tidasas en el liquido folicular humano, es necesario senialar que la mayoria de
estas enzimas no han sido previamente descritas en dicho fluido.

A pesar de los estudios preliminares en LF, la gran mayoria de trabajos donde
se relaciona actividad peptidéasica vy fertilidad se focalizan en el varéon. En 2002
Fernandez vy colaboradores describieron los niveles de actividad aminopepti-
dasica en diversas fracciones de semen humano normozoospérmico. Los altos
valores observados en las distintas fracciones (liquido seminal, prostasomas,
fraccion espermatica citosdlica y fraccion de membrana), sugirieron que tanto
las peptidasas como sus sustratos naturales podrian estar implicados en la fisio-
logia seminal a través de la regulacion de péptidos fisiolégicamente activos, tan-
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to en testiculo como en fluido espermatico como en el propio espermatozoide.
Posteriormente, limitaron su estudio a los enzimas reguladores de los niveles
encefalinérgicos, es decir, PSA, APN y NEP. Segun sus resultados, la actividad
de la NEP quedo restringida a la membrana de los prostasomas y no se detecto
actividad para PSA en ninguna de las fracciones seminales mientras que APN
fue la Uinica enzima presente en todas las fracciones del eyaculado (Subiran et
al., 2008), mostrando una actividad muy superior a la encontrada en cerebro,
rinén, corazén, musculo o pulmoén (Fernandez et al., 2002; Subiran et al., 2011).
Con respecto al resto de peptidasas, las enzimas degradadoras de TRH (PGI y
PEP) han sido localizadas en todas las fracciones seminales de varones normo-
zoopérmicos (Valdivia et al., 2004) y se ha detectado actividad DPPIV en plasma
seminal y en la fraccion espermatica (capacitada) de pacientes astenozoopérmi-
cos (Ramon, 2011).

2.1. Actividad enzimatica de las peptidasas en el LF humano

En nuestro estudio hemos analizado la actividad enzimatica de nueve pepti-
dasas en el LF de mujeres sin problemas de fertilidad y de pacientes que sufrian
alguna patologia reproductiva. Pues bien, tanto en mujeres sanas como infér-
tiles hemos hallado actividad enzimatica para las peptidasas: APN, PSA, APB,
DPPIV, APA, Cys-AP, Asp-AP, PEP y PGIL.

Sefalar que estos resultados no pueden ser comparados de forma cuantitativa
con trabajos de fertilidad previos, ya que la muestra elegida en nuestro estudio
es el LF mientras que en dichos estudios el medio elegido era el semen huma-
no. Asi, tanto Fernandez (2002) como Subiran (2008, 2011) detectaron que en
el eyaculado de varones normozoopérmicos los mayores niveles de actividad
peptidésica correspondian a la APN. Es mas, se considera que APN podria cons-
tituir entre el 0,5y el 1% del total proteico del plasma seminal humano (Huang
et al., 1997). Sin embargo, en muestras astenozoospérmicas capacitadas se ha
observado que los mayores niveles de actividad correspondian a la DPPIV, se-
guida muy de cerca de la APN, mientras que las enzimas PEP y APB mostraban
niveles similares entre si pero unas 8 ¢ 9 veces inferiores a los primeros descri-
tos, finalmente para la PGI y la APA los valores alcanzados eran incluso meno-
res, llegando a ser entre 13 y 18 veces inferiores a los detectados para DPPIV vy
APN respectivamente (Ramon, 2011).

Con respecto a nuestros hallazgos, y al igual que ocurre en el fluido seminal
de varones normozoospérmicos, la actividad mas elevada en LF pertenece a la
enzima APN. Siendo muy similar a la registrada para la PSA, la cual no ha sido
detectada ni en semen ni en muestras seminales capacitadas. Mas concretamen-
te, cuando analizamos estas dos enzimas en el Grupo Control obtuvimos unos
valores de actividad practicamente idénticos (Fig. 15; pag. 71), fue en el Grupo
Fértil donde detectamos que la APN presentaba una actividad ligeramente su-
perior a la PSA (Fig. 16; pag. 72). No obstante, en el Grupo Infértil los papeles de
estos dos enzimas se invirtieron, pues PSA fue la que presentd unos niveles de
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actividad un tanto superiores a los alcanzados por la APN (Fig. 27; pag. 86). Estos
y otros hallazgos seran analizados mas adelante en su apartado correspondien-
te. En referencia al resto de peptidasas y basdndonos fundamentalmente en los
resultados obtenidos en el Grupo Control: APB y DPPIV fueron las siguientes
enzimas con mayor actividad en LF humano, valores muy similares entre si que
llegaron a ser aproximadamente 3 veces inferiores a los obtenidos para APN vy
PSA. A continuacion encontramos APA y Cys-AP, de nuevo con valores pareci-
dos entre si pero esta vez hasta 6 veces inferiores a los de las principales enzimas
descritas. Por ultimo, destacar que Asp- AP, PEP vy PCI fueron las peptidasas que
registraron los menores niveles de actividad en LF.

De todos los péptidos controlados por peptidasas, el grupo de los EOP ha sido
posiblemente el mas ensayado en relacion con la fertilidad humana. El sistema
opioide se encuentra ampliamente distribuido en érganos vy tejidos del tracto
genital masculino y femenino, jugando un importante papel en la funcién re-
productora (Sun y Schatten, 2006; Agirregoitia et al., 2006, 2012a; 2012b; Su-
biran et al., 2012). Actualmente se desconoce el mecanismo exacto a través del
cual el sistema opioidérgico influye en la fertilidad. Mucho se ha estudiado a
nivel masculino pero la cantidad de trabajos que relacionan los opioides con la
fertilidad femenina es hoy en dia insuficiente. Los EOP, ademés de actuar sobre
el eje hipotalamo-hipdfisis modulando la secrecion de GnRH, FSH y LH (Fabbri
et al., 1989; Dobson y Smith, 2000; Kaminski et al., 2003), también tienen una
accion directa en el foliculo ovarico, como se ha comprobado analizando tejidos
bovinos y porcinos (Dell' Aquila et al., 2002; Kaminski et al., 2003). Cabe destacar
que los opioides endodgenos se encuentran presentes en el liquido folicular, es
mas, trabajos recientes han descrito la presencia de receptores de EOP tanto
en las células de la granulosa como en el propio ovocito humano, por lo que po-
drian desempenar un papel fundamental en la maduracion ovocitaria actuando
via receptor (Agirregoitia et al., 2012a; Peralta, 2012). Todo ello, constituiria al
liguido antral como una fuente de EOP donde los enzimas que regulan su acti-
vidad (las peptidasas) tendrian una accion decisiva tanto en el desarrollo como
en la calidad del ovocito.

Uno de los opioides presentes en el LF es la 3-endorfina, sus acciones han sido
estudiadas en modelos animales, lo cual nos ha permitido conocer su participa-
cion en procesos tales como la regulacion del desarrollo folicular o la inhibicion
de la maduracién ovocitaria (Sciorsci et al., 2000). En ratas, la B-endorfina es pro-
ducida localmente en los ovarios (Sanders et al., 1990), donde modula la sintesis
de prostaglandinas, la ovulacion y el niumero de oocitos ovulados por ciclo (Fa-
letti et al., 1995, 2003; Dell’Aquila et al., 2002; Polisseni et al., 2005). También se
ha observado que hormonas como la LH inhiben los efectos de las 3-endorfinas
(Kaminski et al., 2003; Dell'’Aquila et al., 2008). Trabajos realizados en humanos
han detectado una disminucion de 3-endorfina en el liquido folicular justo antes
de la maduracion ovocitaria (Tam et al., 1988). En 1995 el grupo liderado por Ha-
mada observo en el ovario porcino una disminucion de los sitios de union especi-
ficos para naloxona durante el crecimiento folicular y la maduracion, arrojando
luz sobre la relacién existente entre foliculogénesis y péptidos opioides. En el
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LF humano también se ha descrito la presencia de otros opioides, como son la
met-encefalina y la a-neonendorfina, cuya concentracion varia a lo largo del ci-
clo menstrual femenino (Petraglia et al., 1986; Aleem et al., 1987; Facchinetti et al.,
1988, 1989; Slomczynska et al.,, 1997; Kaminski et al., 2000, 2003). Ademas, distin-
tos autores han demostrado el efecto de los péptidos opioides sobre las MAP-qui-
nasas, localizadas en el ovocito e implicadas en la reorganizacion y distribuciéon
de los microtuibulos para formar el huso acromatico, participando por tanto en la
maduracion ovocitaria (Dell' Aquila et al., 2002; Roth v Hansen, 2005; Sakharkar
et al., 2006; Sun y Schatten, 2006).

Nuevamente, y al igual que ocurre a nivel masculino, nuestros resultados
muestran la importancia de los EOP en los procesos reproductivos, ya que son
dos de los principales enzimas encargados de su degradacion (APN y PSA) los
que presentan mayor actividad en liquido folicular. Ambas peptidasas partici-
pan en la regulacion de biopéptidos tales como encefalinas, dinorfinas y endor-
finas entre otras.

La enzima APN, a pesar de estar considerada como una aminopeptidasa in-
tegral de membrana, también se encuentra presente en forma soluble en di-
ferentes fluidos corporales como son: el plasma sanguineo, la orina, el liquido
seminal, la fraccién espermatica capacitada (Jung et al., 1984; Erbeznik y Hersh,
1997; Antczak et al., 2001; Fernandez et al., 2002; Ramén, 2011; Subiran et al.,
2011) o el liquido folicular, tal v como demuestra esta Memoria. En el ovario se
ha detectado actividad enzimatica tanto a nivel de membrana como en forma
soluble (Carrera et al., 2009). Mas concretamente, en el foliculo se ha registra-
do actividad APN en la membrana de las células de la teca interna y actividad
APN-like en la membrana de las células de la granulosa, sugiriendo que existe
otro tipo de aminopeptidasa presente en dicho compartimento celular (Fujiwa-
raetal, 1999). Lo comentado anteriormente junto con los resultados que hemos
obtenido, nos conduciria a pensar que practicamente toda la APN presente en
el foliculo se encontraria en su forma soluble en el liquido antral. La APN po-
dria resultar ser una enzima clave en la regulacion de la fertilidad femenina
vy masculina, tal y como demuestra su elevada actividad en el LF de mujeres
fértiles, en el fluido seminal de varones normozoospérmicos vy en la fraccion
espermatica de pacientes astenozoospérmicos (Fernandez et al., 2002; Irazusta
etal,, 2004; Ramon, 2011; Subirdn et al., 2011; Roméu et al., 2011, 2012). Recientes
estudios revelan como la APN regula la movilidad esperméatica a través de un
mecanismo que implica al sistema opioide (Subiran et al., 2011, 2012; Agirregoi-
tia et al., 2012b); sin embargo, no sabemos de qué manera incide esta enzima en
la capacidad reproductiva de la mujer.

La PSA es una aminopeptidasa citosdlica que también ha sido hallada en el
medio extracelular (Hersh y McKelvy, 1981; Tobler et al., 1997; Stoltze et al.,
2000). A diferencia de los resultados obtenidos en semen humano, donde no
se detectd actividad para la PSA en ninguna de las fracciones del eyaculado
(Fernandez et al., 2002), en el LF resulta ser una de las enzimas con mayor ac-
tividad proteolitica. A lo largo de este capitulo iremos viendo como la peptidasa
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PSA no sélo tiene la particularidad de expresarse activamente en el LF, sino que
ademas resulta ser una enzima clave de la fertilidad femenina en situaciones
fisio-patologicas.

Como se ha comentado previamente, en estudios llevados a cabo en muestras
capacitadas de varones astenozoospérmicos los mayores niveles de actividad
enzimatica correspondian a la DPPIV (Ramén, 2011), curiosamente, en nuestro
caso a pesar de detectar elevada actividad para dicho enzima (similar a la APB)
resulta ser unas 3 veces inferior a la de las principales enzimas descritas (APN
y PSA). A nivel ovérico, esta seril-aminopeptidasa se encuentra débilmente ex-
presada en la membrana de las células luteinicas de la teca interna que confor-
man el foliculo. Tras la ovulacion, la DPPIV también se expresa en la membrana
de las células luteinizadas de la granulosa que forman el cuerpo luteo, es mas,
si se produce embarazo dicha expresién aumenta de forma considerable por lo
que la DPPIV se perfila como uno de los principales enzimas que regulan la con-
centracion peptidica extracelular del cuerpo ltteo (Imai et al., 1992¢; Fujiwara et
al., 1992b, 1999). Con respecto a su accién enzimatica, degrada péptidos biologi-
camente activos como: la sustancia P, la hormona liberadora de la hormona del
crecimiento, el péptido liberador de la gastrina humana, el polipéptido pancrea-
tico humano, el péptido del 16bulo corticotropina-like v la (Tyr-) melatostatina.
También es un sustrato de la DPPIV la cadena a de la hCG vy, probablemente,
las cadenas oo de FSH, LH y TSH. Actualmente se desconoce si la eliminaciéon de
dipéptidos del extremo N-terminal de la hCG tiene algun significado fisioldgico
en el desarrollo de la funciéon de las células luteinicas, lo que no genera dudas
es que la pérdida del dipéptido deja estas proteinas a merced del resto de ami-
nopeptidasas. De igual modo, un gran numero de citoquinas son susceptibles
a la degradacion por parte de DPPIV: la IL-1B, la IL-2, el factor estimulante de
la colonia de macréfagos-granulocitos, la eritropoyetina v la proteina 1a infla-
matoria de macrofagos (Flentke et al., 1991; Havre et al., 2008). Lo mencionado
anteriormente nos podria conducir a pensar que durante la foliculogénesis la
mayor expresion de DPPIV se lleva a cabo en la cavidad antral, y que tanto di-
cho enzima como sus sustratos tendrian mayor importancia a nivel de cuerpo
luteo que a nivel folicular, por lo que desempefiarian una mayor implicacién
en el mantenimiento del embarazo que en la propia formacién y desarrollo del
ovocito. Ademas, los biopéptidos que la DPPIV regula tendrian menor impor-
tancia en la fertilidad femenina que en la masculina, ya que en el varén ejercen
un papel fundamental en la movilidad espermética, tal y como se ha observado
en muestras de pacientes astenozoospérmicos (Ramoén, 2011).

De similar actividad a la anterior, la APB es una peptidasa que aungue inicial-
mente se describié como una proteina citosdlica, posteriormente se ha detectado
en membrana celular asi como en la matriz extracelular a modo de enzima de
secrecion (Lauffart et al., 1988; Tanioka et al., 2003; Cadel et al., 2004; Varona et
al., 2007). De hecho, en el ovario de rata se ha observado actividad para la APB
tanto a nivel de membrana como en forma soluble. Entre sus sustratos se en-
cuentran: encefalinas, bradiquinas, somatostatina y Ang III (péptido fundamen-
tal del sistema RAS) (Carrera et al.,, 2009). Con respecto a la fertilidad masculina,
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se ha sugerido la implicaciéon de esta exometalopeptidasa en los mecanismos de
procesamiento de proproteinas y propéptidos en el curso de la diferenciacion
espermatica (Cadel et al., 1997). A nivel folicular, destacaremos su participacion
en la regulacion de la concentracion de EOP en el LF asi como su participacion
en el sistema RA donde, junto con la APN, participa en la degradacion de Ang 111
a Ang IV (Ward et al., 1990; Szczepanska-Sadowska, 1996).

En el liquido antral la enzima APA presenta valores hasta 6 veces inferiores a
los de las principales peptidasas descritas. A pesar de ser una ectoenzima tipo
II también ha sido definida como una peptidasa soluble del medio extracelular,
lugar al que es liberada gracias a la accién de otras proteinas de membrana (Ca-
rrera et al., 2004; Goto et al., 2006). A nivel ovéarico se ha observado presencia
de APA en la membrana de: el ovocito, las células de la granulosa, las células de
la teca y las células luteinicas (Harata et al., 2006). Ademas, nuestro estudio ha
confirmado que también se encuentra presente en forma solulble en el LF. Gra-
cias a esta amplia distribucion se ha especulado con la posibilidad de que su sus-
trato intervenga en fendomenos como la foliculogénesis y la funcién del corpus
luteum (Harata et al., 2006). La APA es considerada unas de las angiotensinasas
mas importantes que existen, no en vano es uno de los principales reguladores
de la concentracion de Ang Il en el ovario humano. Las enzimas APA v Asp-Ap
son las encargadas de metabolizar Ang Il en Ang III (Nagatsu et al., 1965), que a
su vez serd convertida en Ang IV por la APN y la APB (como hemos comentado
anteriormente). La Ang Il es un importante regulador de la presion arterial por
lo que podria controlar el flujo sanguineo que, a través de la teca interna, llega
al foliculo. Ademas, la Ang Il v la Ang III son dos componentes vitales del RAS
(Hirschi y Damore, 1996; Schlingemann et al., 1996), sistema de comunicacién
celular que se ha erigido como uno de los principales reguladores de la esteroi-
dogénesis ovarica. Es mas, Harata y colaboradores (2006) observaron coémo al
comparar ratas sanas con ratas a las que se les habia inducido cancer mamario,
éstas ultimas presentaban en ovario un aumento significativo de la actividad
soluble de las peptidasas APA y Asp-AP, aumento que iba acompanado de una
sobreproduccién basal de progesterona.

La enzima Cys-AP presenta valores parecidos a los de la APA y es una pep-
tidasa transmembranal que se transforma en soluble mediante la hidroélisis de
secretasas hoy en dia no identificadas (Nagasaka et al., 1997; Ofner y Hooper,
2002; Nomura et al., 2005). Durante el embarazo es liberada de la membrana de
las células del trofoblasto placentario al torrente sanguineo materno, fenéme-
no que solo ha sido descrito en humanos. De hecho, la secuencia Phe®™ Ala',
identificada como la zona de corte para la liberacion de la forma soluble, sélo se
haya presente en miembros de la familia hominidae (Pham et al., 2009). A nivel
enzimatico, la Cys-AP se encuentra regulada por la insulina y sus principales
sustratos son: oxitocina, vasopresina, somatostatina y Ang III. Considerada una
de las reguladoras mas importantes de oxitocina y vasopresina en las gestan-
tes, se le ha identificado como una peptidasa clave para el mantenimiento del
embarazo y la modulacion del dolor durante el parto (Rogi et al., 1996; Horio
et al., 1999). Con respecto a su localizacién en el ovario, el grupo liderado por
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Demaegdt identifico en 2004 Cys-AP en la membrana de las células ovaricas
del hamster Chino pero, poco o nada se sabe acerca de su funcion en dicho com-
partimento. El trabajo que presentamos es el primer estudio llevado a cabo en
mujeres que demuestra la presencia de Cys-AP en el ovario humano, concre-
tamente, en la fraccion soluble del LF. Su presencia en el liquido antral podria
deberse a un intento por parte del foliculo de preparar la cavidad endometrial
para la recepcion del zigoto, evitando posibles contracciones uterinas durante
la implantaciéon embrionaria.

El resto de las enzimas ensayadas: Asp-AP, PEP v PGI, presentan actividades
muy inferiores a las de APN y PSA. Si bien en la fraccion espermatica de varo-
nes astenozoospérmicos PEP resulté ser el tercer enzima de mayor actividad,
en las muestras de liquido folicular presenta unos valores muy bajos, de hecho,
de los nueve enzimas analizados so6lo PGI alcanza niveles inferiores. Por todo
ello, se deduce que tanto la peptidasa PEP como la PGI tendrian mayor impor-
tancia a nivel espermatico que a nivel folicular. O bien, tal y como describieron
Kimura y colaboradores (1998), la importancia de la PEP radicaria en las prime-
ra etapas de la foliculogénesis, es decir, en el desarrollo de foliculos pre-antrales.

En resumen, tanto los péptidos bioactivos como las peptidasas que los regu-
lan estarian implicados directa o indirectamente en la fertilidad femenina. El
trabajo que presentamos es el primer estudio llevado a cabo en mujeres que
demuestra una inequivoca presencia de las enzimas APN, PSA, APB, APA, Cys-
AP, Asp-AP, PEP vy PGI en el ovario humano, méas concretamente, en su forma
soluble en el LF.

2.2. Actividad de las peptidasas en funciéon de la edad de la mujer

Uno de los principales culpables del descenso de la fertilidad femenina es el
denominado “envejecimiento ovocitario” (Faddy et al., 1992; Ballesteros et al.,
2009; Roméu et al., 2012; Gossett et al., 2013). Problema al que nos enfrentamos
constantemente en los centros de reproduccién asistida ya que la edad media
de la paciente que solicita someterse a un tratamiento de fertilidad es cada vez
mayor. Asi pues, en este apartado se analizara el comportamiento de las nue-
ve peptidasas en el LF de mujeres sin problemas reproductivos, teniendo en
cuenta cinco rangos de edad. La finalidad no fue otra que la de comprobar si el
aumento de la edad conlleva algun tipo de modificacién en el metabolismo pep-
tidico del liquido folicular. Lo cual demostraria, por un lado, la implicacién de
este metabolismo en la fertilidad femenina, y por otro, que las alteraciones pep-
tidérgicas acompanarian a la pérdida de la capacidad reproductora. No en vano,
a lo largo de los afios un gran numero de peptidasas han sido implicadas en la
senescencia celular. Actualmente, esta plenamente reconocida la intervencion
de las peptidasas en el proceso de envejecimiento del sistema nervioso central
pero se desconoce el papel exacto de estas en otros tejidos o fluidos corporales
(Jiang et al., 2001; Agirregoitia et al., 2003a).
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Con respecto a nuestros resultados, cuando se analizé de manera global la ac-
tividad de las nueve enzimas en funciéon de la edad se observo una distribucion
constante de la actividad en los distintos subgrupos estudiados (Fig. 16; pag. 72).
Cabe destacar que a partir de los 30-34 anos el nivel de actividad de la PSA
superd al de la APN, marcando una tendencia que se mantuvo e incluso au-
mento alolargo de la edad reproductiva. Mas concretamente, las enzimas APN,
DPPIV, APA, PEP vy PCI no mostraron cambios significativos de actividad con
respecto a la edad mientras que PSA, APB, Cys-AP y Asp-AP si que lo hicieron.
Lo cual demuestra que efectivamente existe una modificacion del metabolismo
peptidico asociado a la edad y por lo tanto a la fertilidad femenina.

De las enzimas que presentan alteraciones en funciéon de la edad, la Cys-AP
v la Asp-AP no revelaron una tendencia clara por lo que no nos atrevemos a
especular sobre estos resultados (Figs. 19 v 20; pags. 75y 76), habida cuenta de
que el papel principal de la Cys-AP es la regulacion de los niveles de oxitocina
y vasopresina, biopéptidos no implicados directamente en la fertilidad sino en
el mantenimiento del embarazo y en el parto. Ademas, se debe senalar que las
diferencias halladas entre los subgrupos de estudio que alcanzan la significan-
cia estadistica son muy pequenas (5 puntos para la Cys-AP v 2 puntos para la
Asp-AP), por lo que seria necesario un tamano muestral mayor para obtener
unas conclusiones validas.

Para la enzima APB el subconjunto de mujeres de mayor edad mostré un au-
mento significativo de actividad con respecto a los subgrupos G2 y G4, por lo
que parece ser que el incremento de la edad de la mujer se asocia a un aumento
paulatino de la actividad de la aminopeptidasa B (Fig. 18; pdg. 74). Aunque los
diferentes estudios realizados hasta el momento no parecen concluyentes, des-
tacaremos que en 2011 Ramoén también detectd un aumento significativo de la
actividad de la APB para muestras seminales capacitadas a partir de la cuarta
hora post-capacitacion. Por todo ello, dicho enzima podria establecerse como
un marcador de modificacion en funcién del tiempo, no obstante, es impres-
cindible llevar a cabo una mayor y pormenorizada investigacion tanto a nivel
masculino como femenino.

En referencia al tema que nos ocupa, la peptidasa PSA resulta ser una enzima
clave ya que observamos una clara variacion de su actividad en funcion de la
edad (Fig. 17; pag. 73). Asi, el subgrupo de pacientes de 40 o mas afnos revelé un
incremento significativo de actividad en comparacion con los subgrupos G1, G2
v G4, senalar también que aunque el aumento de actividad con respecto al G3
no llegd a ser significativo, si se acerco a dicha significancia estadistica (P=0,09).
Ademas, se constato que la actividad de la enzima PSA se correlaciona de forma
positiva con la edad de la mujer (Tabla 8; pag. 77). Por todo ello, la PSA podria ser
considerada un buen marcador de calidad folicular y, en consecuencia, de cali-
dad ovocitaria. No en vano, varios estudios han demostrado cémo importantes
proteasas implicadas en el metabolismo peptidico presentaban mayor actividad
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a medida que aumentaba la edad del tejido analizado (Keppler et al., 2000; Jiang
et al,, 2001; Agirregoitia et al., 2003a).

Una vez descrito el papel de la enzima PSA en el microambiente del foliculo
ovarico, nos planteamos establecer niveles de actividad éptima, es decir, estipu-
lar aquella actividad especifica que nos determinaria unos elevados porcentajes
de gestacion. Con tal fin se intentaron correlacionar tres variables fundamen-
tales: rango de edad, actividad peptidasica y consecucion de embarazo (Fig. 22;
pag. 78). Por un lado, si nos fijamos en el grafico descrito por aquellas pacientes
que lograban embarazo observamos cémo durante el periodo de mayor poten-
cial reproductivo femenino (de los 20 a los 34 anos) la actividad enzimatica al-
canzaba valores en torno a las 250 UP/ L muestra, para aumentar paulatina-
mente y encontrase sobrepasando las 300 UP/ L muestra en mujeres con una
edad igual o superior a los 40 anos. Por otro lado, para las no gestantes la activi-
dad obtenida en los cinco subgrupos sobrepasd o rozoé los limites de la franja de
200 a 300 UP/ L muestra. Estos resultados son preliminares pero parece ser que
la actividad optima de la enzima PSA se encontraria en la franja de 200 a 300
UP/ L muestra. No obstante, para confirmar dicha teoria seria imprescindible
un mayor tamano muestral.

Las aminopeptidasas APN, PSA v APB regulan la concentracién de opioides en
los diferentes tejidos y fluidos del organismo. Péptidos que han sido relaciona-
dos con la fertilidad masculina, més concretamente con la motilidad esperma-
tica (Fraser y Adeoya-Osiguwa, 2001; Agirregoitia et al., 2006, 2012b; Subiran
et al., 2008, 2009; Pinto et al., 2010). Si bien es cierto que los distintos estudios
realizados hasta el momento no son concluyentes, puesto que se ha observa-
do que elevadas concentraciones de EOP pueden producir tanto incrementos
como descensos de la movilidad de los espermatozoides, que la concentracion
de dichos péptidos en el medio sea alta o baja no parece ser determinante sino
que lo que resulta de vital importancia es que exista una adecuada concentra-
cién opioidérgica en cada momento (Subiran et al., 2011, 2012). Esta hipotesis
explicaria el hecho de que la APN no presentara modificaciones de actividad
a medida que aumenta la edad de la mujer pero que si lo hicieran las enzimas
APB vy PSA, por lo que cada grupo tendria un patron de actividad aminopeptida-
sica determinado que generaria una concentracion de opioides en LF especifico
para cada rango de edad.

En conclusion, la actividad de las peptidasas APN, DPPIV, APA, PEP y PGl es
independiente de la edad de la mujer mientras que las enzimas APB, Cys-AP
v Asp-AP muestran alteraciones de actividad entre determinados grupos de
edad. Finalmente, la PSA resulta ser la Uinica peptidasa que revela una tenden-
cia clara: a mayor edad, mayor actividad enzimatica. Por lo tanto, y aunque es
necesario un mayor numero de estudios, la PSA podria ser considerada como
un marcador de envejecimiento ovocitario.
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2.3. Correlacion clinica de la actividad de las peptidasas
en el Grupo Fértil

Una vez analizada la variacion del metabolismo peptidico en el liquido folicu-
lar segtiin la edad de la mujer, nos planteamos estudiar su correspondencia clini-
ca. Con dicho fin, se seleccioné como conjunto de estudio el denominado Grupo
Feértil o FERT ya que este es para nosotros el grupo control por excelencia, aquel
en el que se alcanzan las mayores tasas de embarazo y donde se detecta una
actividad peptidasica optima. Consecuentemente, en este apartado se ha inten-
tado relacionar la actividad de los nueve enzimas ensayados con las siguientes
variables clinicas: concentracion de estradiol sérico, numero de ovocitos obte-
nidos, porcentaje de madurez ovocitaria, tasa de fecundacién y consecucion de
embarazo. Debemos senalar que la media de las cinco variables analizadas se
encuentra dentro de los valores esperados (Tabla 9; pag. 79).

En los estudios de esterilidad rutinarios el estradiol sérico se utiliza para cono-
cer la reserva ovarica de las pacientes (Buyalos et al., 1997; Barroso et al., 2001;
Bruna et al., 2008; Lopez, 2008). Una vez iniciado el tratamiento de FIV, se va
controlando la respuesta a la estimulacién ovarica mediante una serie de eco-
grafias y analiticas, dichas analiticas nos informan del nivel de estradiol en dis-
tintos dias del ciclo reproductivo. Segun nuestros protocolos, el dia en el que se
pauta la descarga ovulatoria se realiza la ultima medicion de estradiol en suero,
dato que hemos recogido y analizado.

A nivel ovarico varios estudios defienden la capacidad del estradiol folicular
para predecir la madurez y fecundabilidad del ¢vulo correspondiente, relacio-
nando su concentracion con: el numero de células de la granulosa, la madu-
rez del citoplasma y nucleo ovocitarios (Entman et al., 1987; Kreiner et al., 1987;
Teissier et al., 2000; Aparicio, 2009), la tasa de fecundacion (Wramsby et al.,
1981; Lee et al., 1987; Imoedenhe y A, 1988; Teissier et al., 2000), etc. Hay incluso
una gran discrepancia entre autores con respecto al aumento de las tasas de
embarazo cuando se dan concentraciones elevadas de estradiol en LF o suero
(Berger et al., 1987; Sinosich, 1987; Smith et al., 1988; Judd y Fournet, 1994; Gre-
gory, 1998; Estes et al., 2009). Es mas, en 2007 el grupo dirigido por Smitz de-
mostré que no habia ningun tipo de paralelismo entre los niveles de esteroides
foliculares y los detectados en sangre.

Segun nuestros resultados, existe una correlacidon negativa entre la concen-
tracion de estradiol sérico vy la actividad de la enzima PSA en LF (Tabla 10; pag.
80). Resultados que discrepan con los obtenidos por Neves (2006) a nivel uteri-
no, ya que este autor detectd en ratas una correlacion positiva entre la concen-
tracion de estradiol circulante vy la actividad aminopeptidasica de membrana.
Ademas, tal y como era de esperar segun la teoria bicelular de la produccion
ovarica de estrogenos, también se ha observado una correlacion negativa entre
la actividad folicular de la PSA vy el nimero total de ovocitos conseguidos tras
la puncién (Tabla 11; pag. 81). Resumiendo, en mujeres fértiles: a menor nivel de
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estradiol sérico y menor numero de évulos obtenidos, mayor actividad registra-
da para la enzima PSA. Lo cual corrobora el hecho de que en el Grupo Control
los niveles significativamente mas altos de actividad para la PSA se den en mu-
jeres de 40 o mas anos, ya que en estas pacientes la concentracién de estradiol
el dia de la descarga ovulatoria asi como el numero de ovocitos logrados tras la
captacién suele ser menor que en mujeres mas jovenes. Consecuentemente, lo
que parece quedar claro es que aquellas pacientes con una edad igual o supe-
rior a 40 anos presentardn unos elevados niveles de actividad para la peptidasa
PSA en LF, una baja concentracion de estradiol circulante y un bajo nimero de
ovocitos obtenidos.

Tanto el porcentaje de ovocitos maduros como la tasa de fecundacién son dos
variables clinicas, objetivas y de gran importancia en lo que se refiere a la evo-
lucion del ciclo. De hecho, cuanto més elevados sean ambos porcentajes mayor
sera la probabilidad de embarazo de la paciente. La deteccidon de alteraciones de
la actividad de las peptidasas en funcion de la madurez ovocitaria nos llevaria
a pensar, de forma inequivoca, en el papel de las enzimas estudiadas tanto en
la calidad folicular como en la calidad del ovocito. Respecto a la tasa de fecun-
dacion, dicha relacién no seria tan clara ya que en el proceso de fertilizacion
influye tanto la calidad del gameto femenino como la del masculino (Tomar et
al., 2010; Lewis et al., 2013; Yetunde y Vasiliki, 2013). Sin embargo, no hemos
encontrado correlacién alguna entre actividad peptidéasica en LF y madurez
ovocitaria o tasa de fecundacién.

El porcentaje global de gestacion por transferencia obtenido en FERT ha sido del
73%. La consecucién de embarazo y posterior nacimiento de un bebé sano es el
principal objetivo de la reproduccién asistida actual, por ello, hemos comparado
la variacién del metabolismo peptidico en funcién del resultado final del ciclo
de FIV. Intentando alcanzar la maxima precision sélo se han tenido en cuenta
aquellas pacientes en las que el niimero de embriones transferidos fue Unica y
exclusivamente dos. Asi pues, al analizar la actividad de las nueve peptidasas solo
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas para las enzimas
PSA v APA, mientras que para las siete restantes los niveles de actividad en el
subgrupo embarazo y no embarazo han sido practicamente idénticos.

Respecto a la aminopeptidasa A, a nivel ovarico destaca por su amplia distribu-
cion ya que se ha detectado actividad para la APA en la membrana del ovocito,
de las células de la granulosa, de la teca y de las células luteinicas. Ademas, tal
y como demuestra este estudio, también se encuentra presente en el LF. Su ex-
tensa localizacion y ser una de las angiotensinasas mas importantes del cuerpo
humano, le ha supuesto ser considerada una peptidasa clave en los procesos de
foliculogénesis y esteroidogénesis ovarica (Vinson et al., 1997; Hassan et al., 2000).
Es mas, se cree que también interviene en la funcion del cuerpo luteo (Harata et
al., 2006) v en el mantenimiento del embarazo (Goto et al.,, 2006). La APA v su
principal sustrato (Ang 1I) podrian erigirse como dos factores decisivos del mi-
croambiente folicular. Sin embargo, a lo largo de esta investigacion cuando se ha
analizado la actividad de la enzima APA (tanto en el G.C. como en el G.I) no se
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han detectado diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los sub-
grupos estudiados por lo que, a priori, su actividad no se veria influida por el en-
vejecimiento ovarico ni por los problemas reproductivos. No obstante, debemos
destacar que cuando cotejamos los niveles de actividad en funcion del resultado
final del ciclo de FIV si que detectamos una variacién del metabolismo peptidico
en el LF segun si la mujer a quedado o no gestante. Las pacientes con un test
B-hCG positivo presentan unos niveles de actividad significativamente superio-
res a los de aquellas que no consiguen embarazo (Fig. 26; pag. 85). Consecuente-
mente podriamos interpretar que, independientemente de la edad de la mujer o
de su tipo de infertilidad, elevados niveles de actividad de la enzima APA en LF
indicarian una mayor probabilidad de embarazo, aunque es necesario llevar a
cabo un mayor numero de estudios para corroborar dicha hipotesis.

Cuando se comparo la actividad de la metalopeptidasa PSA segun el resultado
del ciclo de FIV, se observé que aquellas mujeres que no quedaron gestantes
presentaron un aumento de actividad de 81 puntos frente a aquellas que resul-
taron embarazadas, diferencia que fue estadisticamente significativa (Fig. 25;
pag. 84). Este hecho confirmaria la existencia de una franja de actividad éptima
para la enzima PSA en el liquido folicular ovarico.

PSA es la unica peptidasa con una tendencia clara: a menor concentracion de
estradiol y menor niumero de ovocitos, mayor actividad enzimatica. Ademas,
las mujeres no gestantes respecto a las que si resultaron embarazadas presenta-
ron un aumento de actividad estadisticamente significativo para dicha enzima
(Romeéu et al., 2014). Por un lado, si este patrén se repitiera en sucesivos ciclos
de una misma paciente, PSA podria ser considerada como un indicador pro-
nostico del éxito del tratamiento de FIV. Por otro lado, si no siguiera un patrén
repetitivo se podria investigar qué factores pueden influir directamente en el
metabolismo peptidico (farmacos, tipo de vida, dieta, etc) con el fin de controlar,
en la medida de lo posible, la actividad de PSA en LF.

2.4. Actividad de las peptidasas en funcion del tipo de infertilidad

Al igual que ocurre con la edad, nos hemos planteado estudiar si alguno de
los enzimas analizados podria servir como marcador diferenciador de calidad
folicular en mujeres con distintas patologias reproductivas. Ademas, se ha in-
tentado relacionar los resultados obtenidos con la tasa de embarazo descrita
previamente para cada una de las infertilidades (Fig. 14; pdg. 69).

A pesar de la existencia de trabajos en los que se relacionan determinadas al-
teraciones metabdlicas y hormonales con distintos tipos de problemas de ferti-
lidad (Moschos et al., 2002; Castillon et al., 2009; Requena et al., 2009), no hemos
encontrado ningun estudio que relacione actividad peptidasica con infertilidad.
Por lo tanto, esta es la primera vez que se analizan los niveles de actividad de
las enzimas APN, PSA, APB, DPPIV, APA, Cys-AP, Asp-AP, PEP y PCI en el
LF de mujeres afectas de una de las siguientes patologias: sindrome de ovario
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poliquistico (SOP), endometriosis a nivel ovarico (END), factor tubarico (FT) y
esterilidad sin causa aparente (ESCA). Primero se traté de describir la actividad
hallada en el Grupo Infértil, para después analizar la obtenida en las distintas
patologias y detallar las diferencias encontradas respecto al Grupo Fértil (defi-
nido como nuestro grupo control por excelencia).

Al examinar la actividad global de las nueve peptidasas en el G.I. hallamos
una distribucién muy similar a la encontrada en el G.C., previamente descrita
en el subapartado 2.1. No obstante, cabe destacar que en este caso la enzima
que presentd mayor actividad global no fue la APN sino la PSA (Fig. 27; pag.
86). Mas concretamente, cuando distinguimos entre las cuatro infertilidades
observamos que en las pacientes afectas de SOP o END la enzima con mayor
actividad resultaba ser la PSA, seguida de la APN (al igual que ocurria en el G.C.
en mujeres con una edad igual o superior a los 30 afios), mientras que en el caso
de pacientes con FT o ESCA la situacion era justo la contraria; la actividad de la
peptidasa APN superaba a la de la PSA (como sucedia en el G.C. en mujeres con
una edad inferior a los 30 afos) (Fig. 28; pag. 87).

Con respecto al Grupo Fértil, las pacientes pertenecientes al subgrupo SOP
presentaron unos niveles de actividad significativamente superiores para las
enzimas PSA y APB. Algo similar ocurrié con las mujeres afectas de endome-
triosis, ya que en estas tanto la PSA como la APB mostraron una actividad su-
perior a la obtenida en FERT, si bien la enzima APB (a diferencia de la PSA) no
llegd a alcanzar la significancia estadistica aunque se acerco a ella (Figs. 30 y
31; pags. 89 v 20). Por ultimo, los subgrupos FT y ESCA no presentaron discre-
pancias de significancia estadistica respecto a FERT para ninguna de las nueve
enzimas estudiadas, por lo que en estas dos infertilidades se descartaria la exis-
tencia de una modificacién del metabolismo peptidico folicular regulado por
estas enzimas. Cuando se compararon las cuatro patologias entre si se observo
que para las enzimas PSA y APB las mujeres afectas de FT presentaron una
actividad significativamente inferior a aquellas que padecian SOP, END o ESCA
(Figs. 30 v 31; pags. 89 v 20). También mencionaremos que en el caso de la pep-
tidasa APN el subgrupo FT mostro una actividad estadisticamente inferior a
ESCA pero no al resto de infertilidades (Fig. 29; pag. 88), esto unido al hecho de
que para la APN no se observaron diferencias significativas entre FERT v las
distintas patologias (ni entre los diferentes rangos de edad) hacen que no pueda
ser considerada como un marcador de calidad folicular.

Consecuentemente a los resultados descritos, el FT sera tratado como un proble-
ma reproductivo no ovarico, es decir, al ser una patologia que afecta a las trom-
pas uterinas no influird en el microambiente folicular vy, como resultado, no in-
tervendra en el metabolismo peptidico del LF. Aunque existen gran cantidad de
trabajos en los que se asocia la presencia de hidrosalpinx (transtorno tubdrico
mas frecuente) con una reduccién en las tasas de implantacién y embarazo en
tratamientos de FIV, asi como con un aumento del numero de abortos preco-
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ces y embarazos ectopicos (Andersen et al., 1994; Katz et al., 1996; Gonzalez et al.,
2007b; Sharara, 2009; Li et al., 2010; Chanelles et al., 2011; Zhong et al., 2012). Tal
y como avalan nuestros datos, estos malos resultados reproductivos no serian
consecuencia de una mala calidad folicular y/u ovocitaria, sino al efecto que el
liquido del hidrosalpinx ejerceria tanto sobre la cavidad endometrial como sobre
el propio embrién. De hecho, se ha analizado el efecto de dichos liquidos patologi-
cos en el endometrio, observandose que producen una alteracion de la expresion
y secrecion de ciertas sustancias y sustratos tales como las citoquinas IL-1, LIF y
CSF-1 (proteinas que actuian como receptores del embrién y como estimuladores
de la invasién trofoblastica), lo cual afectaria irrefutablemente a la implantacién
embrionaria (Strandell y Lindhard, 2002). Igualmente, parece confirmado que el
desarrollo de embriones humanos se ve comprometido por la presencia de liquido
del hidrosalpinx. Ademas, resulta razonable pensar que el drenaje continuo del
fluido acumulado en las trompas hacia la cavidad uterina generaria un efecto
mecanico que arrastraria hacia el exterior a los embriones depositados en el en-
dometrio. Sin embargo, el porcentaje de embarazo por transferencia que hemos
obtenido para FT ha sido elevado, cercano al 65%, por lo que especificaremos que
nuestro subgrupo no estaba compuesto unicamente por pacientes afectas de hi-
drosalpinx, lo cual explicaria la buena tasa de gestacién conseguida.

El hecho de que el subconjunto ESCA no presente alteraciones de actividad
con respecto al Grupo Fértil para ninguna de las peptidasas estudiadas y que al
comparar su nivel de actividad con la de FT, ésta muestre unos valores signifi-
cativamente superiores para las enzimas APN PSA v APB (como ocurre en SOP
y END), nos puede dar una idea de la composicicion del grupo de mujeres con
esterilidad de origen desconocido, es decir, estaria formado por pacientes con
un abanico muy amplio de problemas reproductivos que irian desde SOP o END
no identificadas hasta infertilidades de origen: anatoémico, inmunolégico, gené-
tico, embrionario, etc. Por lo tanto, seria necesario llevar a cabo un pormeno-
rizado estudio clinico en las pacientes afectas de ESCA para poder determinar
exactamente a qué es debida la infertilidad que padecen y analizar entonces su
metabolismo peptidico. Como apuntabamos en la Introduccién, las mujeres que
consultan por ESCA suelen tener un buen pronoéstico reproductivo (Vidal et al.,
2009), no en vano, este es el subgrupo patologico gue ha obtenido la mayor tasa
de embarazo por transferencia (analoga a la del Grupo Fértil).

Los signos vy sintomas del SOP se asocian a una amplia gama de alteraciones
hormonales y metabdlicas (Legro et al., 1999; Mevyer et al., 2005; Requena et al.,
2009; Fabregues y Manau, 2012; Fontes et al., 2012). Asi mismo, un gran nu-
mero de moléculas ovaricas se han relacionado con los cambios hormonales
caracteristicos del sindrome de ovario poliquistico, de entre las que destacare-
mos la inhibina B, el GnSATF, la AMH v la leptina (Moschos et al., 2002; Meyer
et al., 2005; Homburg, 2009; Fontes et al., 2012). Actualmente, la etiopatogenia
del SOP es compleja v poco conocida. Para su mejor entendimiento se han es-
tudiado de forma independiente los distintos compartimentos del eje hipotala-
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mo-hipofisario-gonadal y se ha concedido especial importancia a la disfuncion
ovarica por ser el lugar en que se produce la alteracién de la foliculogénesis, la
cual finalmente permite el desarrollo completo del sindrome. Es dificil correla-
cionar el ovario poliquistico con un desarrollo folicular anémalo, pero algunos
trabajos lo han logrado (Fulghesu et al., 2007; Fabregues y Manau, 2012). Tam-
bién se ha podido demostrar que, cuando se consigue normalizar la foliculogé-
nesis, los oocitos metafase II del SOP tienen el mismo potencial reproductivo
que los procedentes de pacientes fértiles (MacDougall et al., 1993; Buyalos y Lee,
1996). Todo lo mencionado anteriormente reafirma los resultados hallados en la
presente Memoria, ya que en el sindrome de ovario poliquistico se ha detectado
tanto una alteracion del metabolismo peptidico folicular como una baja tasa de
embarazo por transferencia.

En referencia a la endometriosis ovarica, la bibliografia publicada hasta el
momento arroja resultados sumamente contradictorios. Mientras que algunos
autores relacionan la afeccién endometriésica con una disminucién de la tasa
de implantacién embrionaria y embarazo, otros apuntan a unos porcentajes de
gestacion similares al comparar pacientes afectas de END con parejas control
(factor masculino, factor tubarico o esterilidad de origen desconocido) (Alborzi
et al., 2006; Sallam et al.,, 2006). Hecho que avalan nuestros resultados ya que
en el subgrupo END hemos obtenido una tasa de embarazo por transferencia
similar a la de FT y ESCA. No obstante, parece haber un amplio consenso en
cuanto a que la patologia endometriosica afectaria al correcto desarrollo de la
foliculogénesis, y por lo tanto, a la calidad ovocitaria. Hipodtesis que hemos podi-
do confirmar al detectar una modificacién del metabolismo peptidico folicular
en mujeres que consultan por endometriosis a nivel ovarico.

Por otro lado, para la enzima PSA vy al igual que en el subapartado 2.2 de esta
Discusién, hemos tratado de correlacionar tres variables fundamentales: tipo
de infertilidad, actividad peptidédsica y consecucién de embarazo (Fig. 32; pag.
91). Los resultados que hemos obtenido han sido controvertidos, ya que si en
mujeres “sanas” considerabamos que la franja de actividad optima para la PSA
era de 200 a 300 UP/ L muestra, en el caso de mujeres con problemas de ferti-
lidad no apreciamos una tendencia tan clara. Unicamente en SOP (subconjunto
con el menor porcentaje de embarazo / transferencia) vemos como se cumplen
dichos limites de actividad éptima. Mientras que para los subgrupos END, FT y
ESCA (todos con una elevada tasa de gestacion / transferencia) el grafico des-
crito tanto por el conjunto de mujeres embarazadas como no embarazadas se
encuentra dentro de la franja de 200 a 300 UP/ L muestra. Estos resultados ha-
cen que sea sumamente necesario llevar a cabo un mayor numero de estudios
aleatorizados antes de poder establecer unas conclusiones validas.
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En conclusion, las peptidasas APN, DPPIV, APA, Cys-AP, Asp-AP, PEP v PCI
no serian buenos indicadores de calidad folicular ya que no muestran diferen-
cias significativas entre el Grupo Fértil v el conjunto de mujeres con problemas
reproductivos. El aumento significativo de actividad para las enzimas PSA vy
APB en patologias como SOP o END respecto a FERT o a FT podria estar asocia-
do a un inadecuado microambiente folicular. De hecho, ambos tipos de inferti-
lidades se focalizan en el ovario mientras que FT y ESCA no lo afectan de forma
directa. Consecuentemente, el metabolismo peptidico folicular se encuentra al-
terado en el sindrome de ovario poliquistico y en la endometriosis ovarica.
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. Tras un tratamiento de FIV, cuando se comparan las variables de esti-
mulacion y de laboratorio en mujeres pertenecientes al Grupo Control y
Grupo Infértil (en funcién de la consecucion o no de embarazo) se observa
que, a pesar de las diferencias halladas entre los distintos subgrupos, estos
generan una normo respuesta a la estimulacién farmacolégica asi como
una uniformidad en el desarrollo evolutivo de los ciclos reproductivos.

. El presente trabajo es el primer estudio que demuestra la inequivoca pre-
sencia de lasenzimas APN, PSA, APB, APA, Cys-AP, Asp-AP, PEP y PGl en
el ovario humano, mas concretamente, en la fraccion soluble del liquido
folicular. De igual modo, se corrobora la presencia previamente descrita
de la DPPIV. Los mayores valores de actividad los registran APN y PSA; el
resto de peptidasas presentan una actividad significativamente inferior.

. La actividad enzimatica de APN, PEP, DPPIV, PGI y APA es independien-
te de la edad de la mujer mientras que APB, Asp-AP y Cys-AP muestran
alteraciones de actividad entre determinados grupos de edad. PSA es la
Unica peptidasa que revela una tendencia clara: a mayor edad, mayor ac-
tividad enzimatica. Por lo que PSA podria ser considerada como un mar-
cador de envejecimiento ovocitario, cuya franja de actividad optima se
estableceria entre las 200 y las 300 UP/ L muestra.

. En el Grupo Fértil y en cuanto a la peptidasa PSA se ha observado que
tanto la concentracion de estradiol sérico (el dia de la hCG) como el nu-
mero de ovocitos obtenidos se correlacionan de forma negativa con la ac-
tividad enzimatica. Ademas, las mujeres no gestantes respecto a las que
si resultan embarazadas presentan un aumento de actividad estadistica-
mente significativo. Si este patrén se repitiera en sucesivos ciclos de una
misma paciente, PSA establecerse como un indicador prondéstico del éxito
del tratamiento reproductivo.

. El aumento significativo de actividad para las enzimas PSA y APB en in-
fertilidades como SOP o END respecto al Grupo Fértil o al FT podria es-
tar asociado a un inadecuado microambiente folicular, de hecho, ambos
tipos de problemas reproductivos se focalizan en el ovario. En resumen,
el metabolismo peptidico se encuentra alterado en el sindrome de ovario
poliquistico y en la endometriosis ovarica.
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6. Los niveles de actividad detectados para la peptidasa PSA son muy simi-

lares entre los siguientes subgrupos: mujeres del Grupo Fértil no emba-
razadas, mujeres del Grupo Control con una edad igual o superior a los
40 anos y mujeres del Grupo Infértil afectas de SOP o END. Actividad
enzimatica que es superior a las 300 UP/ L muestra. Lo cual corrobora la
presencia de un inadecuado microambiente folicular en estos tres sub-
grupos v la existencia de una franja de actividad éptima.

.La enzima PSA podria ser utilizada como un parametro predictivo de ca-

lidad folicular. Consecuentemente, la determinacion de la actividad de di-
cha peptidasa en LF se convertiria en una herramienta util para determi-
nar las probabilidades de éxito del ciclo de FIV, ayudando a orientar a la
paciente sobre sus posibles opciones reproductivas y permitiendo llevar a
cabo tratamientos cada vez més individualizados.
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1. ANEXO: FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO PARA PACIENTES

DD/MM/AAAA -ZARAGOZA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ESTUDIO
DE LA BIOQUIMICA DEL LIQUIDO FOLICULAR
Y SU RELACION CON LA INFERTILIDAD

NUMERO DE HISTORIA: /

El propdsito de este Consentimiento Informado es el de aportar una clara ex-
plicacién de la naturaleza de dicho estudio, ademas de dejar claro que su reali-
zacion no conlleva la aplicacion de ninguna técnica distinta a las utilizadas de
forma habitual en un procedimiento como el que le vamos a realizar.

El presente ensayo clinico se realiza en colaboracion con el Departamento de
Fisiologia de la Universidad del Pais Vasco. El objetivo de este estudio es el ana-
lisis de la bioquimica del liquido folicular obtenido tras la captaciéon ovocitaria,
con la finalidad de determinar la calidad del ovulo que se encuentra en dicho
liquido, para de esta forma, mejorar los conocimientos actuales sobre la fisio-
logia del ovocito y en un futuro contribuir a una mejora en los porcentajes de
embarazo.

Senalar que la participacion en este proyecto es estrictamente voluntaria. Sélo
se accederd a la parte de la historia clinica cuyos datos sean relevantes para el
estudio. La informacion que se recoja serd confidencial y no se utilizara para
ningun otro proposito fuera de los de esta investigacion. Las muestras obteni-
das seran codificadas usando un numero de identificaciéon y por lo tanto, seran
anonimas. Una vez analizadas, se procedera a su destruccion total. Todo ello en
base al cumplimiento de lo establecido en la legislacién vigente: Ley 29/2006, de
garantias y uso racional de medicamento y productos sanitarios, y Real Decreto
561/93 - Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos y R.D. 994/99.

Desde ya le agradecemos su participacion.
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Una vez leido y comprendido lo anterior quedamos informados de:

 El objetivo del estudio.

e Sus futuros beneficios.

e La confidencialidad de los datos obtenidos.
¢ El caracter voluntario de la participacion.

e La inclusiéon en este ensayo no conlleva compensacion econdémica ni

coste afiadido.

Y, en su consecuencia,

CONSENTIMOS libre, expresa y voluntariamente al personal de la Unidad de
Reproducciéon de Quirdn Zaragoza a utilizar el liquido folicular obtenido tras
la captacion para su posterior analisis bioquimico y su final destruccion.

Ensayo Clinico aprobado por el Comité de Etica de Grupo Hospitalario Quirén

Zaragoza.
Dha. D. Dr./Dra.
D.N.I D.N.I N° Colegiado
Fdo. Fdo. Fdo.

Reproduccion Asistida Quiron Zaragoza
rasistida.zar@quiron.es
Centro Acreditado.Codigo Id. 5001291
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2. ANEXO: ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS
NUEVE PEPTIDASAS ANALIZADAS

Tabla 1. Actividad de las peptidasas en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo Control.
La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por L de
muestra. Se representa la media + ES. G1 (n=10), G2 (n=12), G3 (n=16), G4 (n=18) y G5 (n=16).

GRUPO CONTROL (G.C.)
ENZIMAS
G1 G2 G3 G4 G5
APN 271,24 £ 4457 270,86 £51,92 266,87 + 46,88 261,01 £ 46,11 315,78 £ 106,18
PSA 227,63+43,9  25850+7790 27257 +70,73 274,17 + 85,83 333,48 + 80,09
APB 101,76 + 31,21 90,19 + 23,84 97,19 £ 29,21 93,75 + 19,52 120,37 £ 37,47
DPPIV 100,30 +£17,00 93,00 29,66 98,32 +2417 91,37 £15,63 95,39 2t L3
APA 4914 + 26,22 41,34 + 25,93 37,88 +10,02 32,89 + 6,03 37,31+£19,72
Cys-AP 33,79 £ 3,94 30,86 £ 7,25 29,01+7,31 28,64 + 5,51 33,02 £10,70
PEP 1514 £534 15,98 + 517 13,17 = 4,74 17,34 +7,84 16,40 £ 6,09
Asp-AP 15,94 +£ 5,48 16,11 £ 3,96 1513 £ 3,65 15,57 + 2,37 13,34 + 2,70
PGI 13,43 + 3,03 14,91+ 3,18 13,33+ 4,64 13,46 +1,99 13,63 + 3,67

Tabla 2. Actividad de las peptidasas en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo Fértil:
embarazo vs. no embarazo. La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico

hidrolizado/ min) por L de muestra. Se representa la media + ES. Embarazo (n=18), No embarazo (n=7).

ARG GRUPO FERTIL (FERT)
Embarazo No embarazo
APN 268,43 + 45,76 285,57 + 35,83
PSA 229,36 + 48,43 310,25 £ 72,46
APB 94,65 + 28,34 98,83 + 26,16
DPPIV 9414 + 18,76 112,41 + 25,05
APA 45,69 + 20,10 32,08 £ 5,24
Cys-AP 31,75 £ 6,04 30,96 £ 7,67
PEP 14,68 £ 513 13,93 £ 5,10
Asp-AP 16,13 + 4,97 15,39 £ 2,74
PGI 13,11+ 4,02 15,42 + 4,03
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Tabla 3. Actividad de las peptidasas en la fraccion soluble del LF de mujeres pertenecientes al Grupo Fértil
e Infértil. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min)
por L de muestra. Se representa la media + ES. FERT (n=38), SOP (n=8), END (n=10), FT (n=15) y ESCA (n=12).

GRUPO INFERTIL (G.C.)
ENZIMAS FERT
SOP END FT ESCA
APN 26928 £46,69  28211+42,07 259,06 + 47,39 237,51 £ 47,89 301,06 + 65,77
PSA 256,30+ 68,11 32556 £89,72 330,86 +12530 217,33 + 57,55 274,36 +76,13
APB 96,18 £ 27,79 143,76 £53,01 136,48 + 64,77 84,27 +12,68 105,40 + 24,70
DPPIV 9716 £ 24,03 106,24 +19,43 95,60 + 19,47 88,92 £ 18,58 90,58 + 23,71
APA 41,94 £ 20,71 31,22 £ 6,50 34,70 £13,46 41,62 +17,37 45,67 £ 21,40
Cys-AP 30,85 + 6,68 32,89 £ 4,66 29,68 £7,16 29,73 £7,52 33,47 + 6,87
PEP 14,58 + 5,06 15,64 £ 5,82 13,58 £ 4,92 1521+ 6,31 16,35+ 4,61
Asp-AP 15,65 + 4,20 17,13 + 3,43 14,64 + 4,09 15,20 + 2,86 15,74 + 3,30
PGI 13,86 £ 3,81 13,98 + 5,07 12,57 + 4,82 13,99 + 3,47 14,35+3,83
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3. ANEXO

Comunicaciones indexadas

Mugica J, Roméu C, Urries A, Sanz B, Pérez I, Casis L (2009). Metabolismo pepti-
dico en liquido folicular. Revista del Laboratorio Clinico 2:46.

Roméu C, Urries A, Lierta M, Sanchez-Rubio J, Duque JA, Sanz B, Pérez I, Casis L
(2009). Niveles de actividad de los sistemas de control encefalinérgico en liquido folicu-

lar de mujeres fértiles de diferentes edades. Revista de Embriologia Clinica y Biologia
de la Reproduccién 14(2):158.

Roméu C, Urries A, Lierta M, Sdnchez-Rubio J, Duque JA, Sanz B, Pérez I, Casis L
(2010). Metabolismo de los derivados de la proopiomelanocortina en el liquido folicu-
lar de pacientes infértiles. Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproducciéon
Humana 27:257.

Romeéu C, Urries A, Lierta M, Rubio JS, Sanz B, Pérez I, Casis L (2011). Amino-
peptidase activity in human follicular fluid. Human Reproduction 26:1226-17.

Romeéu C, Lierta M, Chueca A, Sobreviela M, Urries A, Sanz B, Pérez [, Casis L
(2012). Variacion del metabolismo peptidico en el liquido folicular segun la edad

de la mujer. Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccion Humana
29:150-1.

Roméu C, Lierta M, Chueca A, de Bonrostro C, Giménez I, Sobreviela M, Urries
A, Urizar I, Estomba H, Casis L (2013). Variacion del metabolismo peptidico en el
liquido folicular de mujeres patologicas. Revista de Embriologia Clinica y Biologia
de la Reproduccion 18(2):192.

Roméu C, Lierta M, Chueca A, de Bonrostro C, Giménez I, Urries A, Pérez I,
Casis L (2014). Metabolismo peptidico en el liquido folicular: correlacién clini-
ca. Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccion Humana. Pendiente
de publicacion.
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Participaciones en congresos
3 Congreso Nacional del Laboratorio Clinico
Valencia, 14-16 octubre 2009

5° Congreso Nacional de la Asociacién para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién
Valencia, 25-27 noviembre 2009

28° Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de Fertilidad
Valencia, 19-21 mayo 2010

27% Annual meeting of the European Society of Human Reproduction and Embryology
Estocolmo (Suecia), 3-6 julio 2011

29° Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de Fertilidad
Granada, 16-18 mayo 2012

7° Congreso Nacional de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproducciéon
Sevilla, 20-22 noviembre 2013

30° Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de Fertilidad
Barcelona, 29-31 mayo 2014















