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Introducciéon

La infertilidad a dia de hoy, es un problema médico y social con una
gran importancia a nivel mundial que afecta a unos 70 millones de
personas. La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 9% de las
parejas en todo el mundo sufren problemas de fertilidad y de este
porcentaje el 50% son debidos a un factor masculino (Fainberg y cols.,
2019; Wu vy cols., 2022). La infertilidad no solo genera problemas sociales,
fisicos y psicoldgicos, como el estrés y la depresién, sino que también
representa una importante carga econdmica (Mascarenhas y cols., 2012).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en los paises occidentales,
la prevalencia de la infertilidad se sitta en torno al 17%, lo que supone que
una de cada seis parejas en edad reproductiva presenta dificultades para

tener descendencia.

La definicién de esterilidad/infertilidad empleada por la Sociedad Espanola
de Fertilidad (SEF), la sociedad Europea de Reproduccién Humana vy
Embriologia (ESHRE) y la Asociacién Americana de Medicina de Ila
Reproduccion (ASRM) es la de la ausencia de consecucién de embarazo tras
12 meses de relaciones sexuales frecuentes sin proteccién. Aln asi, existen
una serie de motivos, como la edad avanzada de la mujer o la presencia de
distintas patologias masculinas o femeninas, en las que se aconseja el inicio
del estudio de la esterilidad antes de que transcurra un afio o el inicio directo

de un tratamiento de reproduccién asistida (Alama y Remohi, 2011).

Hoy en dia se sabe que la esterilidad puede ser de causa femenina,
masculina o mixta, afectando a los dos miembros de la pareja. Se sabe que
un 30% de los casos se deben a un factor masculino, otro 30% debido al
factor femenino, el 25% son de etiologia mixta y el 15% restante se debe
a una esterilidad de origen desconocido, por lo que se asume que el 50%
de los casos es de origen masculino y el otro 50% de origen femenino
(Collins y cols., 2004; Dohle y cols., 2005). Con todos estos datos la
esterilidad debe ser entendida como una enfermedad de pareja, donde
ambos progenitores deben ser estudiados con la misma atenciéon (Alama vy
Remohi, 2011).
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Introduccién

1.1. Fisiologia de la reproduccion masculina

1.1.1. Anatomia fisiolégica del aparato reproductor masculino

El aparato genital masculino estd constituido por una serie de

estructuras integradas para que se dé lugar la funcién reproductora.

Los testiculos son los encargados de la formacién y almacenamiento de los
espermatozoides y estan localizados en el escroto. Es importante esta
ubicacion ya que les facilita tener una temperatura 2-3 °C por debajo de la
temperatura corporal, que es la O6ptima para la produccién de

espermatozoides (Munkelwitz y Gilbert, 1998; Zorgniotti, 1980).

Cada testiculo contiene cientos de tubulos seminiferos, densamente
empaquetados y organizados en l|ébulos separados, donde ocurre la
espermatogénesis (Rhoades y Tanner, 1997). Estos tubulos se abren a la
rete testis donde vierten su contenido y este es transportado por los

conductos eferentes hasta el epididimo (Guyton y Hall, 2021).

El epididimo esta situado detras de los testiculos y une a estos con los
conductos deferentes. Se divide en tres partes (cabeza cuerpo y cola)
(Rhoades y Tanner, 1997). Los espermatozoides tardan en recorrer este
conducto varios dias (Wen y Yang, 2000), ya que aqui se da su largo
proceso de maduracion (Cosentino y Cockett, 1986). Las secreciones
durante este trayecto suponen un 5 % del semen, pero son imprescindibles
en la adquisicién de las propiedades necesarias para el proceso reproductivo

de la fecundacion (Jequier y Crich, 1986).

El contenido del epididimo lo recoge el conducto deferente y lo transporta
hasta el conducto eyaculador. Durante el trayecto existen unas glandulas
que aportan secreciones al semen. Estas secreciones proceden de las
vesiculas seminales, prdstata, glandulas bulbouretrales (Jequier y Crich,
1986), y son vertidas en la parte posterior de la uretra, empujando al

esperma desde los epididimos hacia la uretra.

Un 46-80% del liquido seminal lo aportan las vesiculas seminales. Contiene
entre otras sustancias, fructosa (sustrato principal para la glucdlisis en el

esperma), acido ascoérbico y prostaglandinas (Jequier y Crich, 1986).
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La glandula que esta situada debajo de la vejiga y estd conectada con la
uretra es la prostata (Rhoades y Tanner, 1997). Su secrecién supone un
13-33% del liquido seminal. Esta secrecion prostatica contiene prostasomas
gue son unas vesiculas membranosas que regulan algunos procesos
importantes para la fecundacion (Jequier y Crich, 1986). En los
prostasomas se identifican compuestos lipidicos, iones, moléculas pequefas
y diversas proteinas (Utleg 2003). Las glandulas bulbouretrales dan el 2-

5% al volumen del liquido seminal (Jequier y Crich, 1986).

1.1.2. Gametogénesis masculina
1.1.2.1. La espermatogénesis

Los espermatozoides se producen mediante un proceso de
diferenciacion celular llamado espermatogénesis, cuyo resultado es la
formacién de células haploides altamente especializadas a partir de células
madre de la linea germinal (Clemont, 1972). Este proceso tiene una

duracion de entre 65-75 dias.

El comienzo de la espermatogénesis se da en la pubertad, durante la subida
de concentracién de hormonas gonadotroficas (FSH y LH) y la secrecién de

testosterona llevada a cabo por las células de Leydig.

En la tercera semana de desarrollo embrionario aparecen las células
germinales en las paredes del saco vitelino. Aqui sufren divisiones mitdticas

y entre las semanas 4 y 5 llegan a las génadas.

En la pubertad, estas células germinales se diferencian a espermatogonios
de tipo A. Estos experimentan un nimero limitado de divisiones mitéticas
para formar un clon celular, la Jdltima division celular produce

espermatogonios de tipo B.

Estos espermatogonios de tipo B sufren la primera meiosis y al replicarse
su DNA se convierten en esparmatocitos primarios. Estos terminan la
primera division meiotica y cada uno da lugar a dos espermatocitos
secundarios. Posteriormente cada espermatocito secundario sufre la

segunda division meiotica para dar 2 espermatozoides.
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Desde la formacién de espermatogonios de tipo A hasta la formacién de
espermatidas la citocinesis es incompleta, por lo que las generaciones
celulares sucesivas estan unidas por puentes citoplamaticos (Dudeck y Fix,
2004)

1.1.2.2. La espermiogénesis

Los cambios que experimentan las espermatidas para llegar a ser
espermatozoides es el proceso de espermiogenesis, donde se da una
diferenciacion celular sin division. Lo que ocurre es la formacién del
acrosoma, condensacién del nudcleo, eliminacion de la mayor parte del

citoplasma y formacién del cuello, pieza media y cola.

Estos espermatozoides necesitan experimentar la capacitacion y la reaccion

acrosémica para poder fecundar.

1.1.2.3. Estructura de los espermatozoides

Los espermatozoides deben de llegar al ovocito para fecundarlo y
para poder realizarlo el espermatozoide debe tener una morfologia

concreta. El espermatozoide se divide en tres partes.

a) La cabeza: donde encontramos tres estructuras muy importantes que
son el acrosoma, el nucleo y el citoplasma (Browder y cols., 1991).

El acrosoma es una gran vesicula que se sitla en la parte apical de la cabeza
y donde se encuentran las enzimas hidroliticas que mediante exocitosis

(reaccidon acrosdmica) se encargan de digerir la zona pellcida del ovocito.

El nlcleo se sitla en la parte post-acrosémica. Aqui el DNA estd muy
condensado debido a que durante la espermatogénesis las histonas son
reemplazadas por protaminas. En el nlcleo también se encuentra RNA, con
funciones aun desconocidas. Los espermatozoides maduros tienen un

citoplasma muy reducido.

La pérdida del citoplasma de los espermatozoides se da cuando se liberan
del epitelio de los tubulos seminiferos. Esta fraccion de citoplasma que se

pierde contiene RNA, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, lisosomas
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y peroxisomas. Debido a la alta condensacion de la cromatina no se creara
RNA de novo y como se ha perdido citoplasma y organulos, los RNA
mensajeros no se traducen y no dan lugar a proteinas (Miller y Ostermeier,
2006). Esto significa que el espermatozoide no puede sintetizar nuevos
compuestos por lo que debe llegar al ovocito con lo creado durante la

espermatogénesis.

Durante el trayecto del epididimo y del tracto uterino, se da un intercambio
de proteinas y lipidos de membrana (Schuel y Burkman, 2005). Por ello,
puede ocurrir que los espermatozoides varien su actividad seguin el medio

en el que se encuentren.

b) Cuello: es la pieza de conexion entre la cabeza y la cola, es un segmento
estrecho que dontiene un par de centriolos y proteinas asociadas. El
centriolo distal origina el axonema, y el proximal contribuye al ensamblaje

de la pieza de conexidn a la envoltura nuclear (Kierszenbaum y Tres, 2012).

b) Cola o flajelo: la cola es una estructura compleja, especializada en
proporcionar movimiento a la célula. La podemos dividir en varias partes,
pieza intermedia, pieza principal y pieza final (Mortimer, 1997). Esta cola
se mueve gracias al axonema, que estd formado por microtubulos,
compuestos de tubulina. En total hay 9 pares en forma de anillo y en el
centro otros dos. Unidos a estos microtubulos, se encuentran los brazos de
dineina, que son estructuras proteicas con actividad ATPasa que
transforman la energia quimica en mecanica produciendo asi movimiento

(Marigomez y Cajaraville, 1999).

1.1.2.4. Maduracion espermatica

Una vez culminada de la espermatogénesis y liberados los
espermatozoides a la luz de los tubulos seminiferos, estos deben sufrir
grandes cambios fisioldgicos y bioquimicos ademas de la transformacion
morfoldgica para que sean capaces de fecundar el ovocito. Estos cambios

son los que se dan en la maduracidon espermatica.

Los objetivos de esta maduracion son la adquisicion de movilidad y de los

compuestos necesarios para el reconocimiento ovocitario (Gatti y cols,,
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2004). A pesar de esto, la capacidad de fecundar se adquiere durante el
paso por el tracto uterino, tras los procesos de capacitacion y reaccion

acrosémica (Sadler, 2004).

1.1.2.5. Eyaculaciéon espermatica

Los espermatozoides pueden permanecer durante un tiempo en los
conductos deferentes. Durante la ereccion los espermatozoides se unen a
las secreciones del liguido seminal. Con el semen en la uretra se crean
seflales que desencadenan la eyaculacién formada por un componente
celular que son los espermatozoides y otro liquido que es el liquido seminal.
Para que los espermatozoides lleguen al interior del tracto reproductor
femenino es necesario el liguido seminal que también es necesario para
otras funciones. El liquido seminal contiene sustratos energéticos para crear
ATP. También le da la propiedad de coagularse en un principio y que se
mantenga lo mas cerca del cuello uterino. Luego, tras 15-20 minutos, se
licua y permite una mayor movilidad espermatica. Gracias a los factores
inhibidores que se encuentran en el liguido seminal, la actividad
espermatica se encuentra reducida impidiendo la capacitacion y la reaccién

acrosémica (Guyton y Hall, 2021).

1.2. Fecundacion

La fecundacion es el proceso mediante el cual se une el
espermatozoide con el ovocito. Esta unién se da en la ampolla de la trompa
uterina. Por lo tanto, para que se dé la fecundacion el évulo debe salir del
ovario y llegar al oviducto, hasta donde debe Illegar también el

espermatozoide.

1.2.1. Transporte de los espermatozoides y de los ovocitos

El semen del eyaculado debe llegar a la vagina, donde gracias a la
proteccion del liquido seminal los espermatozoides pueden sobrevivir al pH

acido de la vagina. Los espermatozoides se separan del plasma seminal
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para atravesar el cuello uterino. Solo el 1% de los espermatozoides que
estan en la vagina atraviesa el cuello uterino. Los espermatozoides llegan
hasta las trompas, tras 2-7 horas, por el movimiento de su flagelo, aunque
también se ven ayudados por movimientos de los liquidos y por la accién
de los cilios uterinos. Al llegar al istmo de la trompa, los espermatozoides
disminuyen su movilidad y finalizan su migracidn hasta la ovulacién (Sadler,
2004).

Por otra parte, un poco antes de la ovulacion las fimbrias de las trompas
comienzan a cubrir la superficie del ovario y el oviducto inicia contracciones
ritmicas. El ovocito viaja hacia la trompa por los movimientos de las fimbrias

y por el movimiento de los cilios del revestimiento epitelial.

Desde la trompa, el ovocito sigue su camino gracias a que las células del
cumulo ooforo quitan sus prolongaciones citoplasmaticas de la zona
pellcida y se separan del ovocito, pudiendo llegar este hasta la ampolla de

la trompa.

El fendmeno de la ovulacion hace que los espermatozoides activen su
movilidad posiblemente debido a sustancias quimioatractivas producidas
por las células del cimulo ooforo, lo que facilita que los espermatozoides
lleguen al ovocito para poder fecundarlo (Sadler, 2004).

El proceso de capacitacion y de reacciéon acrosomica que se deben dar en
los espermatozoides para que puedan fecundar comienza con esta

hiperactivacion de la movilidad (Bedford, 1983).

1.2.2. Capacitacion espermatica

Este proceso de puesta a punto del espermatozoide comienza cuando
los espermatozoides se separan del plasma seminal y se ponen en contacto
con los fluidos del aparato genital femenino. Este proceso dura unas 7 horas

Yy €S un proceso irreversible.

Ya en la trompa uterina, se dan interacciones epiteliales entre el
espermatozoide y la mucosa de la trompa y también se eliminan factores

gue inhibian la actividad espermatica (Mortimer, 1997).
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Un ejemplo es la eliminacidon del colesterol de la membrana espermatica,
desestabilizando asi la membrana de la cabeza del espermatozoide (Cross,
1996). El cambio en la permeabilidad de la membrana provoca una entrada
de bicarbonato y calcio y salida de algunos iones, generando asi una

alteracion en el metabolismo espermatico (Flesch y Gadella, 2000).

1.2.3. Reaccion acrosomica

Durante el proceso de capacitacion, se fusionan la membrana externa
del acrosoma y la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide
(Flesh y Gadella, 2000). Esta fusidon conlleva una pequefia liberacion de las
enzimas del acrosoma para que el espermatozoide pueda atravesar las
células de la granulosa. Después los espermatozoides se unen a la zona
pelicida por mediacion de la proteina ZP3 y la membrana exterior del
acrosoma se disuelve, dando la liberacién completa de las enzimas del

acrosoma que digieren la zona pellcida (Guyton y Hall, 2021).

Tanto el proceso de capacitaciéon como el de reaccién acrosémica, estan
dirigidos por sustancias que se encuentran en la trompa, por lo que estos
procesos deben darse en un lugar y en un momento concreto, ya que, si no
es asi, los espermatozoides no tendran la capacidad de fecundar (Harrison,
1996).

1.2.4. Fusion del espermatozoide con el ovocito

Una vez el espermatozoide ha penetrado la zona pellcida, entra en
contacto con la membrana plasmatica del ovocito (oolema) y es aqui donde
ocurre la fusion entre las dos membranas celulares. El proceso de
fecundacion finaliza con la penetracion del material genético del

espermatozoide en el ovocito.

El cigoto formado se activa, probablemente por factores que lleva el
espermatozoide, y comienza su divisidén. Al alcanzar el estadio de moérula,
el cigoto ya llega al Utero donde se dara el proceso de implantacién vy

continuara el desarrollo del embrién (Sadler, 2004).
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1.3. Desarrollo embrionario

1.3.1. Segmentacion

Cuando el cigoto ha llegado al periodo bicelular, experimenta una
serie de divisiones mitdticas que producen un incremento del nimero de
células. Estas células, que se tornan mas pequenas con cada division de
segmentacién, se denominan blastdmeras y hasta la etapa de 8 células
estdn agrupadas en forma poco compacta. Sin embargo, después de la
tercera segmentcion, el contacto de las blastdmeras entre si es maximo vy
forman una bola compacta de células que se mantienen juntas por medio
de uniones estrechas. Este proceso, denominado compactacién, separa a
las células internas, que se comunican ampliamente por medio de uniones
en hendidura, de las células externas. Tres dias después de la fecundacién,
aproximadamente, las células del embridon compactando vuelven a dividirse
para formar una morula de 16 células. Las células centrales de la mérula
constituyen la masa celular interna, y la capa circundante de células forma
la masa celular externa. La masa celular interna origina los tejidos del
embrion propiamente dicho y la masa celular externa forma el trofoblasto,

gue mas tarde contribuira a formar la placenta (Sadler, 2004).

1.3.2. Formacion del blastocisto

Aproximadamente en el momento en que la modrula entra en la
cavidad del Utero, comienza a introducirse liquido por la zona pellicida hacia
los espacios intercelulares de la masa celular interna. Poco a poco los
espacios intercelulares confluyen y, por ultimo, se forma una cavidad Unica,
denominada blastocele o cavidad del blastocisto. En esta etapa, el embridn
recibe el nombre de blastocisto. Ls células de la masa celular interna, que
en esta fase se denomina embrioblasto, estan situadas en un polo, y las de
la masa celular externa, o trofoblasto, se aplanan y forman la pared epitelial
del balstocisto. En este momento la zona pelicida ha desaparecido para

permitir el comienzo de la implantacién (Sadler, 2004).
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1.4. Implantacion

La implantacidn embrionaria se define como el proceso por el cual un
embrién en fase de blastocisto se adhiere a la pared uterina y penetra
primero en el epitelio y luego en el sistema circulatorio de la madre para

formar la placenta.

La implantacién del blastocisto humano es una paradoja bioldgica que no
puede explicarse facilmente (Denker, 1993; Ojosnegros, 2021). Es
complicado entender como dos tipos de células epiteliales (células del
blastocisto y células del endometrio) pueden conectar a través de sus
membranas apicales (Bischof y cols., 1996). Finn (1986) propuso que “la
respuesta del Utero a la implantacidon del blastocisto recuerda a un proceso
inflamatorio”. Este proceso se produce generalmente en el tercio medio y
superior de la pared posterior del Utero y tiene lugar en un momento
especifico dentro del ciclo menstrual (Valbuena y cols., 1996). Este periodo
comprende del dia 6 al 10 despues de la ovulacién y debe coincidir con el
desarrollo embrionario en estadio de blastocisto (Vigano y cols., 2003). La
implantacion transcurre en cuatro fases distintas, relacionadas vy
consecutivas, denominadas: aposicién, adhesién, rotura de la barrera
epitelial e invasidon. Durante la aposicién el blastocisto “busca” su lugar de
implantacién, orientandose de forma especifica con su masa celular interna
en el polo en el que el trofoctodermo se va a adherir al epitelio endometrial
superficial. En la fase de adhesion, se produce el contacto directo con el
epitelio endometrial y el trofoctodermo del blastocisto, con lo que el
embrién queda “pegado” al Utero. Ambas fases se producen entre el sexto
y séptimo dia después de la fecundacion. La rotura de la barrera epitelial
(epitelio y membrana basal) es fundamental para permitir la progresion del
blastocisto hacia el estroma endometrial. Finalmente, durante la invasion,
el trofoblasto embrionario penetra en el estroma e invade los vasos
endometriales-miometriales, reemplazando en parte las células endoteliales

(Simon y cols., 1999a).

Todo este proceso estd regulado por multitud de factores que actian de
forma sistémica (endocrina) o local (paracrina y autocrina) tanto a nivel

endometrial como embrionario (Simon y cols., 2000; Krlssel y cols., 2003).
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El papel crucial de los esteroides ovaricos en la preparacion del endometrio
en la fase de receptividad estd fuera de toda duda; sin embargo, no son
estas hormonas los efectore finales, sino que desencadenan una cadena de
sucesos moleculares paracrinos intermedios (Simon y cols., 1999b). Dicha
comunicaciéon implica a tres compartimientos diferentes: a) la comunicacion
entre el epitelio y el estroma durante la adquisicion de la receptividad y de
la decidualizacion, b) las interacciones entre el embrién y el epitelio
endometrial en las fases de aposicién y adhesion; y c) el dialogo entre el

estroma endometrial y el embrién durante la fase de invasion.

La clave del proceso de implantacién es la cascada de mecanismos
moleculares regulados por moduladores endocrinos, paracrinos y autocrinos
de origen embrionario y materno. La seleccion mejorada tanto de los
embriones viables como del fenotipo endometrial o6ptimo para la
transferencia sigue siendo crucial para mejorar las posibilidades de
implantacidon. Sin embargo, tanto la seleccién embrionaria morfoldgica
clasica como las nuevas estrategias incorporadas a la practica clinica, como
el anadlisis genético embrionario, la morfocinética o la datacién endometrial
por ultrasonido, siguen siendo insuficientes para predecir el éxito de la
implantacion. Ademas, no se aplican técnicas para analizar las sefales
moleculares involucradas en la interaccién embrién-utero. Por este motivo
se estudian marcadores bioldgicos para predecir la competencia
reproductiva embrionaria y uterina para mejorar los resultados del
embarazo como pueden ser las “omicas”, que permiten la evaluacion de
perfiles moleculares endometriales y embrionarios completos durante la
implantacidon. Las émicas han mejorado nuestro conocimiento del proceso
de implantacién, identificando biomarcadores potenciales (Hernandez-
Vargas y cols., 2020).

Las investigaciones mas actuales hablan de un papel de la biologia
reproductiva inflamatoria, epigenética, microARN, y microbioma vaginal y

endometrial en la implantacién (Sehring y cols 2022).
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1.5. Esterilidad e infertilidad

1.5.1. Problemas de infertilidad

La definicion de esterilidad es la incapacidad de una pareja para la
concepcion natural en el plazo de un ano. En paises desarrollados, los
problemas de esterilidad afectan aproximadamente a un 10-15% de las
parejas en edad reproductiva (Remohi y cols., 2012). Estas cifras aumentan
afo 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 y cols., 1998; Balasch, 2008; Bonilla-
Musoles, 2010). En Espafia aproximadamente un 40,1% de las causas de
esterilidad son de origen femenino, un 19,8% de procedencia masculina,
un 21,0% de causa mixta, un 11,4% de origen desconocido, un 0,3% de
parejas con enfermedades infecciosas transmisibles y un 7,4% de mujeres
sin pareja masculina (Registro SEF, 2019). Sin olvidarnos de que, en cierta

medida, la prevalencia de cada porcentaje varia con la edad.

Segln la ESHRE en 2022, una de cada seis parejas en todo el mundo
experimenta algun tipo de problema de infertilidad al menos una vez
durante su vida reproductiva. Se estima que la prevalencia actual de
infertilidad en mujeres de 20 a 44 afos que dura al menos 12 meses afecta
entre el 8 y el 12 % en todo el mundo. Por otro lado, se estima que en el
mundo ya han nacido mds de 10 millones de nifios por técnicas de
reproduccidon asistida. Este es un motivo por lo que las técnicas de
reproduccion asistida estdn en una constante investigacion y avance para

incrementar las posibilidades de las parejas para concebir un embarazo.

1.5.2. Estudio de la pareja estéril

El estudio de la esterilidad debe ser simultdéneo en ambos miembros
de la pareja. Estos deberan acudir a consulta tras un afio de haber
mantenido relaciones frecuentes y no protegidas, y no se haya conseguido
la gestacién (Maruani y Schwartz, 1983). Dado que la edad de la mujer es

determinante para su capacidad reproductiva (Quartim y cols., 2012), en
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pacientes mayores de 35 anos 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 evaluacién. Este seria el caso
de mujeres con: patologias uterinas, tubaricas u ovaricas, enfermedades de
transmisidon sexual, ciclos menstruales irregulares, etc. (Gonzalez y cols.,
2007; Bruna y cols., 2008).

La pareja se sometera a una serie de pruebas para poder determinar, en la
medida de lo posible, el origen de la esterilidad y el tipo de tratamiento que
se ajuste mas a su situacién. 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
procederd a aplicar la técnica de reproduccion asistida mas adecuada en

cada caso.

1.5.3. Fecundacion in vitro (FIV)

Las técnicas de reproduccién asistida abarcan todas las practicas que
implican la manipulacién in vitro de ovocitos, espermatozoides y/o
embriones humanos con fines reproductivos (Zegers-Hochschild y cols.,
2009). Debido a la existencia de un nimero cada vez mayor de parejas con
problemas de fertilidad, el uso de técnicas de reproduccién asistida esta
experimentando un notable aumento. Segun el registro SEF (Sociedad
Espafola de Fertilidad) se calcula que en el afio 2019 los tratamientos de
fertilidad generaron un total de 30.609 partos, donde han nacido 33.205
nifios (Registro SEF, 2019).

La técnica de reproduccién 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 recuperacién de los ovocitos bajo
ecografia transvaginal, fecundacion y cultivo embrionario en el laboratorio
y transferencia cervical del embrién/es al Utero materno. Actualmente, la
fecundacion in vitro puede realizarse mediante dos procedimientos
diferentes: fecundacidn in vitro convencional, en la que ovulo vy
espermatozoide se unen de forma natural en el laboratorio, y la

microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, en la que la
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fecundacién se realiza seleccionando e inyectando un Unico espermatozoide

en cada ovulo.

Actualmente, los indicadores del éxito de un ciclo de FIV son la edad
materna, la reserva folicular, la calidad seminal, la capacidad reproductiva
previa, la respuesta a la estimulaciéon ovarica, el niumero de embriones
obtenidos y la calidad de los mismos (Ardoy y Calderén, 2008; Loépez,
2008). No obstante, seria de gran utilidad poder determinar mas factores
prondsticos del éxito del tratamiento. Si la composicion bioquimica del
semen pudiera pronosticar la calidad embrionaria, podriamos considerar su

utilizaciéon como un indicador de fertilidad.

1.5.4. Métodos de evaluacion y seleccion embrionaria

La fecundacidn in vivo en la especie humana se produce en la region
ampular de la trompa de Falopio. Una vez fecundado, el ovocito es
transportado a través de la trompa hasta el Utero tardando en llegar entre
3 y 5 dias. Durante estos dias el embridon se nutre de sus propias células
del complejo cumulo-corona y de secreciones tubaricas procedentes del
epitelio tubarico. Los procesos de fecundacion in vitro han promovido el
estudio de estos procesos embrionarios tempranos in vitro. Se ha visto que
el desarrollo in vitro es muy similar a lo que sucede in vivo, aunque la
velocidad de desarrollo del embridn humano in vitro parece que es mas
lenta que in vivo, debido principalmente a las propias condiciones in vitro.
También se sabe que un gran nimero de embriones cultivados in vitro se
bloquearan entre el estadio de 4-8 células. Este bloqueo ocurre
generalmente coincidiendo con la puesta en funcionamiento del propio
mecanismo de activacidon del genoma embrionario. Muchos de los centros
gue trabajan en FIV llevan a cabo la transferencia embrionaria en el dia 3
de cultivo para evitar la degeneracidn de los embriones in vitro. Esta
discordancia entre el estadio embrionario y la receptividad endometrial en
el momento de la transferencia puede ser la responsable de las bajas tasas

de nifio en casa obtenida en estos procesos (Remohi y cols., 2002).
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1.5.4.1. Tasas de fecundacion tras una fecundacion in vitro

La fecundacion de los ovocitos se confirma en el laboratorio de FIV
con la presencia de dos pronucleos y dos corpusculos polares entre 16-20
horas después de la inseminacién. El proceso de fecundacion comprende
una serie de eventos empezando por la fusidn del ovocito y el
espermatozoide que lleva a la aparicién de dos prunucleos situados juntos
entre 12-16 horas después de la inseminacién, y que tienden a desaparecer
a las 20-22 horas tras la inseminacion. Aunque la apariciéon de los dos
pronucleos significa el final del proceso de fundacién, la entrada en singamia
y la divisidn embrionaria pueden reflejar problemas ocurridos durante la
incorporacion del espermatozoide, el desarrollo y la alineacién pronuclear,
asi como al inicio de la singamia. El ambiente citoplasmico del ovocito es el
que regula la descondensacién de la cromatina del espermatozoide y la
formacién de lo pronucleos, y estos procesos son importantisimos la
maduracion meiotica y la activacion. La morfologia de los pronucleos, en la
especie humana, es uniforme, siendo imposible reconocer el origen parental
de cada uno. El nimero, tamafio, posicidon y el contenido nucleolar en la
especie humana se relaciona con el potencial de desarrollo de los zigotos
(Remohi y cols., 2002).

1.5.4.2. Evolucion embrionaria

La evaluacion tradicional de los embriones humanos en el laboratorio
de FIV, basada principalmente en criterios morfoldgicos, tiene limitaciones
considerables. Se han llevado a cabo muchos estudios para encontrar otros
parametros indicadores de la viabilidad embrionaria que nos permita

aumentar la tasa de embarazo y bajar la de los embarazos multiples.

Asi, para poder identificar los embriones mas viables y con mayor potencial
implantatorio entre la cohorte obtenida se usa cominmente la evolucién de

la morfologia embrionaria.

Los criterios estandar para la evaluacién de la morfologia embrionaria son:
a) ritmo de division, analizado a través del niumero de células, b) presencia

de fragmentos enucleados, c) tamano y simetria celular, d) multinucleacién,

27



Introduccién

e) apariencia del citoplasma, f) contacto entre las células, g) llegada al

estadio de blastocisto (Remohi y cols., 2002).

a) Ritmo de divisién: El nimero de células refleja el ritmo de division de los
embriones cultivados in vitro, y es un indicador importante de la capacidad
de desarrollo e implantacién. El nUmero de células 6ptimo en dia 2 es de 4
células y, en dia 3 de 7-8 células; 6-9 o 10 células pueden ser aceptables

si no hay asociadas otras anomalias.

Los embriones de 5 células o mas de 10, sin mas anomalias relevantes se
consideran subdptimos. Los embriones que presentan en D2 6 células o mas
y en D3, 9 celulas o mas poseen una alta posibilidad de presentar
aneuploidias o blastdmeras multinucleadas (Alikani y cols., 2000). Los
embriones con 4 células o menos en D3 llegan a implantarse en raros casos,

pero casi todos se bloquearan in vitro; se descartan como no viables.

Una velocidad de division normal es la que presenta un embridn que duplica
su nimero de células en 24 horas de dia2adia3(de4a8,de3a6,deb5
a 10, de 2 a 4), y constituye un prondstico de viabilidad (Gerris y cols.,
1999). Una velocidad mayor se relaciona con anomalias cromosdmicas
(Munné y cols., 1998), y una menor, con un posible bloqueo embrionario
(Alikani y cols., 2000).

b) Presencia de fragmentos enucleados: Ademas del nimero de células, la
fragmentacién embrionaria es el parametro mas importante en la
evaluacion de la viabilidad de un embrion (Roseboom y cols., 1995).
Aunqgue se han propuesto desde hace tiempo categorias simplificadoras, se
debe cuantificar la fragmentacion del embrién como el procentaje del
volumen que ocupa la fragmentacién. Se desconoce si la apariciéon de la
fragmentacién es un efecto externo o es una propiedad inherente del
desarrollo embrionario. El mecanismo debe ser la defensa del embridén para
liberarse de componentes citoplasmaticos daninos o para mantener cierta
relacién entre el citoplasma y el nlcleo. Se han propuesto distintas hipdtesis
para explicar los efectos perniciosos de la presencia de fragmentos: el
secuestro de proteinas reguladoras (Antczak y cols., 1999), la interferencia
entre blastdmeras (Edwards y Beard, 1997), o la induccién de la apoptosis

(Jurisicova y cols., 1996). La mayoria de los fragmentos se forman en la
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mitosis, durante las dos primeras divisiones celulares. Si la pérdida es
grande y muy temprana, el desarrollo se puede ver gravemente perjudicado
(Jurisicova y cols., 1995). La presencia de fragmentos no es indicativa, por
si sola, de una menor viabilidad, y los embriones con hasta un 35% de
fragmentacion se implantan en una proporcidén razonable tras retirarles con

micromanipulacion los fragmentos (Alikani y cols., 1999).

Si la distribucion de los fragmentos es relevante, se distinguen cinco tipos.
Los tipos I, II y III no se consideran perniciosos para un embrién hasta un
grado de fragmentacion del 10%. Si la proporcién de fragmentaciéon es de
un 35%, se considera subdptimo. Si es mayor del 35% o del tipo 1V,
independientemente de la proporcion, se considera anormal (Scott y cols.,
2007).

c) Tamaho y simetria celular: En el embridn, las blastdmeras evolucionan
de una forma esférica irregular a una elipsoidal al llegar al estadio de 8
células. Se considera normal una distribucién regular del volumen celular,
de tal manera que todos las blastdmeras tengan un tamafo similar en
embriones con 2, 4 u 8 células. En el resto de embriones es normal una
relativa asimetria. En este caso, se considera que tienen una simetria
normal. Un embrién con un numero impar de células y exactamente del
mismo tamafo se considera que es asimétrico. Una ligera asimetria
(diferencias de volumen de hasta el 20%) no se considera de mal
pronostico, pero los embriones con células claramente asimétricas se
pueden considerar como subdptimos (Hardarson y cols., 2001). Las células
muy alargadas y algo deformes pueden estar en divisién. Los embriones
gue presentan una blastdbmera de gran tamafio en relacion al resto
(presencia de célula dominante, que ocupa una tercera parte o mas del
volumen del embridn) se consideran anormales, puesto que se asocia a una

alta tasa de poliploidia (Munné y Cohen, 1998).

d) Multinucleacidon: Los embriones humanos muestran tanto in vitro como
in vivo blastdmeras multinucleadas. Este fendmeno se puede deber a una
divisidon nuclear sin la correspondiente celular, a la fragmentacion del ntcleo
0 una migracion incorrecta de los cromosomas durante la anafase. La

presencia de blastdmeras multinucleadas en D2 y D3 se correlaciona con
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una menor tasa de implantacién y desarrollo hasta el estadio de blastocisto
(Van Royen y cols., 2003). Estos embriones suelen ser mosaicos o
aneuploides. Cuando aparecen sélo en D3, no parece que afecte tanto a su
capacidad implantacional (Sandalinas y cols., 2001), de tal manera que los
embriones con blastdomeros multinucleados en D2 se consideran anormales
y los que tienen embriones multinucleados en D3 y no en D2 son
subodptimos. A la hora de evaluar la multinucleacién tanto en D2 como en
D3, se distinguira la ausencia de multinucleacidon de la falta de visibilidad
de los nucleos (si estd en interfase no se observara nucleo alguno). Los

primeros son los de mejor prondstico.

e) Apariencia del citoplasma: El aspecto del citoplasma puede variar entre
claro y algo granulado. La aparicién de vesiculas en el tercer dia de
desarrollo se considera una sefial de activacion del genoma embrionario, al
aumentar la transcripcion y, por lo tanto, el reticulo endoplasmatico y los
lisosomas. Es, por consiguiente, un indicio de buena salud embrionaria
(Desai y cols., 2000), pero no es un indicador de gran relevancia para

distinguir la capacidad implantacional de un embrion.

Por otra parte, la aparicion de vacuolas y la contraccion del citoplasma se
correlacionan con la degeneracion vy lisis del embridén. Los embriones que
presentan estas alteraciones en mas de dos blastdmeras se consideran
anormales. Los embriones que presentan estas alteraciones en sélo una o
dos blastémeras se pueden considerar subdptimos dependiendo del tamafio
de la anomalia. Habitualmente, es preferible dejarlos en observacién hasta

el estadio de blastocisto.

f) Contacto entre células: A veces, las células presentan muy pocas zonas
de contacto entre ellas. La formacion de uniones de adherencia (tight
junctions) comienza en el estadio de 6-8 células y las uniones comunicantes
(tipo gap) no aparecen hasta el estadio de morula (Fleming y cols., 2000).
Estas uniones son relevantes para la compactacion y diferenciacion
temprana del embridén. Los embriones cuyas células tienen pocas o ninguna
zona de contacto entre si presentan un mal prondstico de supervivencia tras

la congelacién.
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Dependiendo de las condiciones de cultivo, la compactacién puede
comenzar a observarse en dia 3. Se considera de buen prondstico la
compactacién en un embriéon de al menos 8 celllas si ocurre por igual con
todas las blastdmeras. Se considera de mal prondstico una compactacién
localizada o regional, pues demuestra una asincronia entre los blastdmeros.
Estos embriones se consideran desorganizados. También se consideran
desorganizados los embriones que, no siendo asimétricos, presentan células
de forma no elipsoidal, aunque no se puede descartar que la blastdmera
esté en divisidn.

g) Llegada al estadio de blastocisto: El desarrollo embrionario es un proceso
que ocurre durante varios dias. Después de la compactacién celular, en la
que las células pierden su identidad celular, empieza a formarse una
cavidad denominada blastocele y se produce la diferenciacién celular. Esta

nueva disposicién morfoldgica del embridon recibe el nombre de blastocisto.

Dentro del estadio de blastocisto, pueden diferenciarse cinco tipos:
Blastocisto temprano: comienza a formarse la cavidad y empieza la
diferenciacion celular. Blastocisto cavitado: el blastocele ocupa mas del
50% del volumen del embrién. Blastocisto expandido: se observa el
blastocele rodeado por una monocapa celular o trofoectodermo, que
formara la placenta y una masa celular interna, que dara lugar al embridn.
Con la expansiéon del embridén se produce un aumento del volumen y una
disminucidon del grosor de la zona pellicida. Blastocisto eclosionando o
hatching: el blastocisto comienza a salir a través de la zona pellcida. En
este tipo, se puede diferenciar entre bastocisto eclosionando (cuando
empieza la eclosion) y blastocisto eclosionando en 8 (cuando la mitad del
blastocisto estd fuera de la zona pellcida). Blastocisto eclosionado o
hatched: el blastocisto estd completamente fuera de la zona pellcida. Se
observa la zona pellcida vacia, aunque, en algunas ocasiones, es posible
observar dentro fragmentos, e incluso, células que no compactaron y

guedaron como células independientes en el espacio perivitelino.

Ademas del estadio del blastocisto, también se clasificara el tipo de masa
celular interna (MCI) vy el trofoctodermo (Tf) segun el niumero de células

que se observan.
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1.6. Biomarcadores asociados a la fertilidad

La fertilidad masculina se define como la capacidad de un hombre
para embarazar a una mujer sana y fértil en edad reproductiva. El
diagndstico de un hombre fértil o infértil es extremadamente dificil, dado
que este estado puede variar en cortos periodos de tiempo e incluso con
diferentes parejas. En este sentido, es interesante definir una muestra de
esperma como capaz de lograr un embarazo o no, en lugar de definir un

hombre fértil o infértil (Braundmeier y Miller, 2001).

La Unica herramienta aceptada para estimar el potencial para convertirse
en padre de un hombre es el analisis basico del semen segun la
Organizacion Mundial de la Salud. Este analisis se basa en la evaluacién de
caracteristicas macroscopicas y microscépicas de espermatozoides
(volumen, concentracion de espermatozoides, el porcentaje de

espermatozoides con movilidad progresiva y la morfologia).

Los hombres subfértiles también se pueden definir como aquellos que no
pueden lograr una concepcién natural, pero son capaces de concebir con la
ayuda de las técnicas de reproduccion asistida. Cuando el andlisis del semen
es normal pero el hombre es infértil, este es diagnosticado de infertilidad
idiopatica (Kumar y cols., 2006), y este hecho apunta claramente a la
necesidad de buscar marcadores mas precisos para predecir un embarazo
exitoso, ya sea por medio de la concepcidén natural o de reproduccion
asistida. Sin embargo, este es un tema complicado, ya que los marcadores
estudiados en uno de los gametos tienen que predecir los resultados

obtenidos por la interaccion de ambos gametos.

Excepto las investigaciones de aneuploidias cromosdmicas (Rubio y cols.,
2001; Bernardini y cols., 2005), y microdelecciéones del cromosoma Y
(Martinez y cols., 2000), que estan vinculados a graves alteraciones en el
recuento de espermatozoides, no hay mas estudios moleculares que nos
sirvan como herramienta diagnostica para completar en el analisis basico

del semen.

Los parametros clinicos no siempre permiten evaluar el potencial fértil del
vardn, ya que las causas de infertilidad no siempre pueden ser observadas

en un analisis seminal. Por ello, se han llevados a cabo diversos estudios
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para identificar y comprender los mecanismos moleculares que intervienen
en la fertilidad masculina. Debido a ello, se han descrito diferentes
mecanismos morfolégicos y moleculares de los espermatozoides
considerados como esenciales para la obtencién de descendencia. Esto ha
resultado en el desarrollo de distintas metodologias como pueden ser la
tecnologia de columnas de anexinas donde se seleccionan espermatozoides
con baja fragmentacion de su ADN, que permiten una seleccion objetiva de
los mejores espermatozoides para usar en las distintas técnicas de

fecundacion in vitro.

En la literatura encontramos estudios de otros fendmenos celulares
relacionados con la infertilidad como son la apoptosis, la integridad del ADN
de los espermatozoides (Evenson y Wixon, 2006), el estrés oxidativo
(Agarwal y cols., 2006; Garrido y cols., 2004) y los mRNA que nos permiten
caracterizar perfiles de fertilidad (Garcia-Herrero y cols., 2011). Todas estas
nuevas aportaciones estan permitiendo un mayor conocimiento sobre las
moléculas implicadas en los procesos bioldgicos que sufren los

espermatozoides.

Hasta ahora poseemos de pocas pruebas que puedan prever la posibilidad
de un hombre de lograr un embarazo, aunque ya disponemos de estudios
gue demuestran la implicacién de factores moleculares en la fertilidad
masculina (Meseguer y cols., 2004; Meseguer y cols., 2006; Agirregoitia y
cols., 2006; Ravina y cols., 2007). También se han estudiado marcadores
moleculares en el semen que se han relacionado con la calidad y desarrollo

embrionario, asi como con el éxito de embarazo (Muriel y cols., 2006).

Sin embargo, sigue siendo necesario un estudio mas detallado de todos
estos elementos y procesos, para asi, por una parte, lograr entender su
funcion, su regulacion, y por otra parte, poder determinar biomarcadores

de infertilidad masculina.

La descripcién de biomarcadores que ayuden a predecir o valorar la
infertilidad masculina, supondria una gran mejora para su tratamiento.
Estos biomarcadores podrian ser usados como pruebas complementarias al

espermiograma, mejorando su poder diagndstico.
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Las peptidasas tienen una actividad facilmente cuantificable y hay diversos
estudios que analizan el posible papel de estas enzimas en la fisiologia
seminal (Subiran y cols., 2011). Por ello, las peptidasas se postulan como

posibles biomarcadores de fertilidad masculina.

1.7. Las peptidasas

Las peptidasas constituyen un grupo muy amplio y heterogéneo de
enzimas. Se localizan en multitud de tejidos y humores del organismo,
estado implicadas en la regulacion de una gran cantidad de péptidos
bioactivos, fundamentales en la comunicacién intercelular del organismo
(Fujiwara y cols., 1999). Actualmente, el amplio conocimiento de sus
funciones ha hecho que se utilicen como marcadores de enfermedades y
dianas terapéuticas. Durante los ultimos anos se descrito el rol que los
sistemas de comunicacién peptidica pueden tener en distintos procesos

fisioldgicos y patoldgicas relacionadas directamente con la fertilidad.

1.7.1. Clasificacion y nomenclatura de las peptidasas

Las peptidasas son uno de los mayores grupos de proteinas
funcionales. De hecho, el 2% de los genes que se transcriben son
peptidasas. Constituyen un grupo muy heterogéneo de proteinas, que
pueden encontrarse tanto unidas a membrana como en las fracciones
solubles y que pueden presentar tamafios entre 25 y 300 kDa (Taylor,
1993).

En cuanto a la terminologia, hay que tener en cuenta que en ocasiones se
han empleado nombres diferentes para referirse a la misma enzima.
Histéricamente, los términos proteasa, proteinasa y peptidasa han tenido
significados ligeramente diferentes. En la actualidad, el NC-IUBMB
(Nomenclature Committe of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) recomienda emplear el término “peptidasa” para
referirse a todas aquellas enzimas que rompen enlaces peptidicos. Los
miembros de este grupo de proteinas se clasifican en exopeptidas y

endopeptidasas, en funcion de la situacidon del enlace que hidrolicen.
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Asi, las exopeptidasas rompen el enlace peptidico del altimo, o de los
ultimos 2 6 3 aminoacidos de la cadena. Si su actuacién tiene lugar en el
extremo amino terminal se denominan aminopeptidasas, dipeptidil-
peptidasas o tripeptidil-peptidasas, respectivamente. Si la hidrélisis sucede
en el extermo carboxilo terminal, las enzimas serian carboxipeptidasas, o
peptidil-dipeptidasas. Finalmente, las endopeptidasas catalizan la ruptura
de enlaces peptidicos dentro de la cadena, y se clasifican en base a su
mecanismo catalitico. Es decir, segun la naturaleza quimica de los grupos

responsables de la catalisis

Una posible clasificacion de estas enzimas proteoliticas es la propuesta por
Marks y cols., (1974, 1968a, 1968b), basada en la afinidad por diferentes
sustratos cromogénicos. Segun esta clasificacién, las aminopeptidasas se
agruparian en acidas, basicas 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 sobre el

gue actuan.

En los afios 90, se establecieron las bases de un sistema de clasificacidén
segln las secuencias y estructuras de las peptidasas. De esta clasificacion
surgié 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 clasificacidn jerarquica construida sobre los conceptos de Tipo

Catalitico, Clan, Familia y Peptidasa (Barret y cols., 2004).

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 clasificacidon. A continuacién, las peptidasas
se agrupan en clanes o familias, atendiendo a grupos de peptidasas

homodlogas.

Aunque existen diversas clasificaciones, las aportadas por la Enzyme
Commission (EC), son las aceptadas actualmente. En esta clasificacion, las
peptidasas se encontrarian dentro del grupo E.C. 3.4, que hace referencia

a las hidrolasas que actuan sobre enlaces peptidicos. La subclasificacion
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posterior estaria de acuerdo con la nomenclatura anteriormente

mencionada, propuesta por Rawlings y Barrett en 1995 y 1999.

1.7.2. Funciones de las peptidasas

1.7.2.1 Las peptidasas como enzimas interconvertidoras de

péptidos bioactivos

La comunicacidn entre células es una condicion indispensable para el
funcionamiento coordinado de cualquier organismo. Esta comunicacién se
realiza principalmente 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
aminoacidos que pueden encontrarse libres o encriptadas en proteinas.
Estos Ultimos requeririan la hidrélisis enzimatica para su liberacion
(Sumitomo y cols., 2005; Ansorge y Reinhold, 2006; Daffre y cols., 2008).
La accidn conjunta de estos péptidos bioactivos con las enzimas vy
receptores involucrados forman los diferentes sistemas peptidicos, de vital

importancia en la comunicacion celular (Turner, 1986; 1987).

El control peptidico es un fendmeno altamente complejo, y 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” especificas que los hidrolizan (Hallberg y cols., 2005).

La funcion bioldgica mas conocida de las peptidasas es la conversién de
péptidos bioactivos. Gracias a su actividad hidrolitica, las peptidasas pueden
modular las funciones de los mensajeros peptidicos, produciendo tanto
formas activas, como inactivas (Antczak y cols., 2001). En su concepto
clasico, las responsables de la conversion de péptidos bioactivos son las
peptidasas de superficie celular o ectopeptidasas (Turner, 1986; 1987).
Estas, tienen el centro catalitico dirigido hacia el exterior de la célula,
regulando asi las funciones de estos mensajeros peptidicos (Turner, 1986;
1987; Taylor, 1993).
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1.7.2.2. Acciones intracrinas de las peptidasas

Las enzimas proteoliticas no sélo se han localizado en la superficie
celular, sino que también se encuentran en forma soluble en el citosol, en
el espacio extracelular, en la sangre y en otros fluidos corporales (Mantle,
1992; O’'Cuinn, 1998; Gil y cols., 2001; Irazusta y cols., 2004; Valdivia y
cols., 2004; Larrinaga y cols., 2005). Actualmente, existen varias hipdtesis

para explicar la funcién de estas diferentes localizaciones (Figura 1).

Por un lado, se ha descrito que tanto las formas unidas a la membrana
como las formas solubles intracelulares pueden ser secretadas al exterior,
donde participarian en la conversion de péptidos (Balogh y cols., 1998;
Shrimpton y cols., 2002). Por otro lado, hasta hace 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, y dado
gue la accién de los péptidos bioactivos ocurre en la superficie celular, las
peptidasas citosdlicas no tomarian parte en su regulacion metabdlica, salvo
gue se secretaran al exterior. Sin embargo, en la Ultima década, se ha
descrito que ademas de la funcién endocrina, paracrina y autocrina, estos

mensajeros peptidicos podrian tener funciones dentro de la propia célula.

Segun algunos autores, muchos péptidos podrian actuar en el interior de la
misma célula donde son sintetizados. Estos péptidos, mediante su unién a
receptores intracelulares, regularian por accion intracrina funciones como
el crecimiento celular (Re, 2002, 2003; Re y Cook, 2006).
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Figura 1. Representaciéon grafica de las diferentes localizaciones de las
peptidasas y sus funciones en estos lugares.

PM: peptidas anclada a la membrana; PS: pepidasa soluble, tanto citosdlica
como secretada al espacio extracelular; N: nucleo; M:membrana
citoplasmatica (Blanco, 2010)

1.7.2.3 Otras acciones de las peptidasas

Mas alld de su accion sobre péptidos bioactivos, y gracias a su
actividad catalitica, la accion de las peptidasas también forma parte de los
procesos que conllevan a la degracién de la matriz extracelular. Asi, se ha
comprobado que tienen importancia en el desarrollo de nuevos tejidos, en
la inflamacidn y, en procesos neoplasicos (Carl-McGrath y cols., 2006; Pérez
y cols., 2009; Blanco y cols., 2010).

Algunas peptidasas pueden ejercer su funcion como moléculas de adhesién,
proceso vital en el reconocimiento celular y necesario en fendbmenos como
la migraciéon celular (Riemann y cols., 1999; Antczak y cols., 2001; Carl-
McGrath y cols., 2006; Pro y Dang, 2004).
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1.7.3. Las peptidasas en la fisiologia

Las peptidasas cumplen una tarea fundamental en la comunicacion
intercelular, condicionando diferentes funciones fisioldgicas e influyendo en
el desarrollo de diferentes procesos patoldogicos. Es conocida su
participacion en funciones como la memoria, el comportamiento y la
nocicepcidon (Hui, 2007). En relacién al sistema cardiovascular y en la
funcion renal las vias metabdlicas del sistema renina-angiotensina estan
reguladas por peptidasas (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008; Carrera y cols.,
2009). En este sentido existen numerosos estudios que relacionan la
actividad y la expresidon de distintas peptidasas con patologias de estos
sistemas (Hui, 2007; Pérez 2011). Ademas, algunas peptidasas son
utilizadas como marcadores tumorales (Murakami y cols., 2005; Liu y cols.,
2007; Havre y cols., 2008; Larrinaga y cols., 2010, 2011a, 2011b, 2012).

La utilizacion de inhibidores de estas enzimas es de uso comun es en
distintas terapias. Por ejemplo, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) se emplean habitualmente en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (Wilcox y cols., 1988). Inhibidores
selectivos de la enzima dipeptidil-peptidasa IV (DPP IV) se emplean en el
tratamiento de la diabetes tipo II (Drucker y 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 neutra (APN) en el tratamiento del dolor, entre otros

(Garcia-Hornsman y cols., 2007; Noble y Roques, 2007).

Algunas de estas enzimas mencionadas en el parrafo anterior han sido
objeto de estudio en el trabajo que se presenta en esta Memoria. En paginas
posteriores se llevara a cabo una descripcion mas amplia y detallada de

algunas de sus funciones y caracteristicas.

1.7.4. Papel de las peptidasas en la fertilidad

El ciclo reproductivo es un proceso fisioldgico en los que se producen

cambios importantes de los niveles hormonales. Por ello, no es de extrafar
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que se produzcan alteraciones en las actividades de las enzimas

proteoliticas a lo largo de él.

Los primeros estudios que relacionan las peptidasas con las hormonas
sexuales aparecen a mediados del siglo XX. Vanhaper (1969) describe un
aumento de actividad hipofisaria de leucina aminopeptidasa (Leu-AP) por
accién de los estrégenos. También se observaron variaciones en actividades
aminopeptiddsicas hipotaldmicas tras tratamientos con hormonas sexuales
en ratas (Bickel y cols., 1972; Kuhl y cols., 1978). Al mismo tiempo, se
observo, que tras administracion gonadotropinas, la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) era inactivada por la cistina aminopeptidasa (Cys-

AP) y por un enzima parecido a la oxitocinasa (Kuhl y Taubert, 1975).

A finales de la década de los 80, nuestro grupo de investigacion realizé un
estudio sobre la variacién de las actividades aminopeptidasicas tras la
reseccion de testiculos y ovarios. Pudimos observar un incremento mayor
de actividad enzimatica en ratas machos, que coincidia con una mayor
elevacién de los niveles de LH plasmaticos en los primeros dias tras la
castracién (De Gandarias y cols., 1989). A partir de los trabajos
mencionados anteriormente, se realizaron numerosos estudios de
seguimiento de la actividad proteolitica durante el ciclo sexual,
detectdndose cambios ciclicos en estas actividades enzimaticas asociados a
los cambios ciclicos de las gonadotropinas (De Gandarias y cols., 1990,
1993, 1994, 1996, 1999a, 1999b).

1.7.4.1. Sistemas de comunicacion celular y fertilidad

Los péptidos opioides y sus peptidasas, ademas de actuar sobre el
eje hipotalamo-hipdfisis, modulando la secrecién de GnRH, FSH y LH (Fabbri
y cols., 1989; Dobson y Smith, 2000; Parvizi, 2000), tienen también una
acciéon directa sobre el aparato reproductor masculino y femenino
(Dell’Aquila y cols., 2002; Kaminski y cols., 2003).

El sistema opioide enddgeno, es uno de los sistemas de comunicacion
peptidica mas conocidos. Se encuentra presente en érganos y tejidos del

tracto genital masculino y femenino, interviniendo en la funcidn

40



Introducciéon

reproductora. Otro importante sistema de comunicacion intercelular es el
sistema renina-angiotensina, presente en el ovario de multiples especies
(entre ellas la humana) (Nemeth y cols., 1994), de hecho, se ha propuesto
su intervencidén en procesos tan importantes como la esteroidogénesis, la
ovulacién, el sindrome de ovario poliquistico y el sindrome de

hiperestimulacidon ovarica (Harata y cols., 2006).

Respecto a la fertilidad masculina se han descrito tres tipos de receptores
opioide en la membrana de espermatozoides humanos (Agirregoitia y cols.,
2006; Albrizio y cols., 2006). Este hallazgo sugiere una accién regulatoria
del sistema opioide sobre los espermatozoides, y por lo tanto, sobre la
fertilidad masculina. Péptidos opioides como las encefalinas y las endorfinas
estan presentes, en elevadas concentraciones, en el fluido seminal (Sharp
y Pekary, 1981). Ademas, son varios los estudios que relacionan al sistema
opioide con la movilidad espermatica, obteniendo resultados
contradictorios. Elevadas concentraciones de encefalinas y B-endorfinas
afectaban negativamente a la movilidad espermatica (Sastry y cols., 1982).
Se describid que los adictos a los opidceos tenian peores valores de
movilidad esperatica (Ragni y cols., 1988). Por el contrario, existen estudios
que describen bajos niveles de met-encefalina en el seen pacientes
astenozoospérmicos (Fujisawa y cols., 1996). 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 depende 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 y cols., 2011).

Otros procesos fundamentales en la fertilidad son la gametogénesis y el
desarrollo folicular de los ovocitos, procesos que estan regulados tneto
hormonalmente como a través de otras sefiales quimicas producidas por el
propio foliculo ovocitario (Karlsson y cols., 1997; Eppig, 2001; Gilchrist y
cols., 2004). Cada vez hay mayor evidencia cientifica que indica que las
sustancias presentes en el entorno reproductivo influyen en procesos clave
como la fecundacién, la implantacion y el desarrollo embrionario
(Pardanaud y Dieterlenlievre, 1993; Hannoun y cols., 2010; Bianchi y cols.,
2013).
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En resumen, durante el ciclo sexual las células ovaricas y endometriales
sufren cambios en el crecimiento, diferenciacion y regresién celular, por lo
gue el 6rgano reproductor femenino representa un buen modelo para el

estudio de la regulacién peptidérgica (Fujiwara y cols., 1999).

El sistema renina-angiotensina es un sistema peptidico con caracteristicas
endocrinas, principalmente conocido por su importancia en el
mantenimiento de la presion arterial y la homeostasis de electrolitos y
fluidos, a través de mecanismos renales y no renales (Paul y cols., 2006).
Sin embargo, ademas de esta funcidn sistémica, también se ha demostrado
su existencia en distintos drganos y tejidos, ejerciendo diversas funciones
especificas, asi como en el interior de distintas células (Herr y cols., 2013).
Todo esto supone que el sistema renina-angiotensina no solo actla a nivel
sistémico sino también, a nivel local e intracelular, mediante mecanismos

paracrinos y autocrinos (Atlas, 2007; Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

El sistema renina-angiotensina fue descrito tras observar que varios
componentes de dicho sistema estaban presentes en los distintos 6rganos
y tejidos reproductivos, entre los que se encuentran los testiculos, el
epididimo, los conductos deferentes, la prostata, el liguido seminal y los
espermatozoides (Leung y Sernia, 2003). Ademas, existen multiples datos
que indican que el sistema renina-angiotensina participa en la regulacién
de la fertilidad masculina interviniendo a multiples niveles (Leung y Sernia,
2003; Paul y cols., 2006). De esta forma se ha visto que este sistema local
puede ser regulado por las hormonas del eje hipotalamo-hipofisiario-
testicular, y que a su vez, el sistema renina angiotensina local puede
modular tanto la funcion testicular, como la funcién espermatica (Okuyama
y cols., 1988; Vinson y cols., 1997; Paul y cols., 2006).

Los espermatozoides para llevar a cabo correctamente su funcién, deben
pasar por una serie de procesos como son la adquisicion de la movilidad, la
capacitacién, la reaccidn acrosémica, y el reconocimiento, uniéon vy
fecundacién del ovocito (Yoshida y cols., 2008; Sakkas y cols., 2015). Estos
procesos estan regulados por la actuacidon conjunta de diversos mecanismos
moleculares, entre los cuales se encuentra el sistema renina-angiotensina
(Yoshida y cols., 2008; Vinson y cols., 1997; Speth y cols., 1999). Asi, tanto

la presencia y distribucion de los componentes del sistema renina-
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angiotensina en los espermatozoides, como la actividad de Ilas
angiotensinas asociadas, sugieren que este sistema estaria regulando la
funcion reproductora, actuando directamente sobre la capacidad fértil de

los espermatozoides (Leung y Sernia, 2003).

1.7.5. Peptidasas analizadas en este trabajo

En apartados anteriores de esta introduccién, se han mencionado
algunas enzimas con actividad peptidasica, asi como su vinculacién con
ciertos procesos patoldgicos La necesidad de simplificar y sistematizar los
procesos en las terapias de reproduccién asistida, permitiria un
refinamiento de las técnicas, mejorando los resultados de las mismas, a la
vez que limitarian sus costes y los tiempos que requieren. Un elemento
fundamental para ello es hallar marcadores bioquimicos sencillos de
cuantificar, que mejoren la toma de decisiones del personal sanitario en las
diferentes fases de la terapia. En este sentido, la determinacién de la
actividad enzimatica de peptidasas relacionadas con la regulacién de la
fisiologia reprodutiva y del desarrollo embrionario, como un factor de
pronostico del éxito gestacional seria de gran ayuda en la clinica
reproductiva. La presencia en el semen humano de los enzimas de este
estudio, APN, DPP IV, PEP y NEP, ha sido descrita, total o parcialmente,
pero sus niveles de actividad no han sido vinculados hasta la fecha con la
calidad de los embriones obtenidos ni con el éxito en la fecundacién o la
implantacién embrionaria, aun cuando estas proteinas han demostrado ser
elementos de relevancia en la regulacion de diversos procesos de
comunicacion celular, tanto en la fisiologia reproductiva como en otros

sistemas.

Las actividades APN, PEP y NEP fueron descritas en diferentes fracciones
seminales por este grupo de investigacion (Fernandez y cols., 2002) vy
asociadas a alteraciones seminales relacionadas con la infertilidad (Irazusta
y cols., 2004; Valdivia y cols., 2004), pero no se ha relacionado ninguna de
estas actividades seminales con indicadores de calidad embrionaria y éxito
en las terapias de reproduccién asistida. El hecho de poder acotar, a través

de marcadores enzimaticos seminales sencillos de cuantificar, las
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probabilidades de obtencién de embriones de calidad mediante técnicas de
reproduccion asistida, facilitaria la labor y la toma de decisiones en las

terapias reproductivas.

Recientemente, se han hallado indicios de la implicacion de la APN
espermatica en el desarrollo de blastocistos derivados de las muestras
seminales estudiadas (Gianzo y cols., 2022). Sin embargo, no se ha
relacionado la actividad directa de esta enzima en las diferentes fracciones
seminales con cada uno de los indicadores que, de manera mas especifica,

derterminan la calidad embrionaria.

La actividad NEP ha sido descrita en la fraccion seminal de prostasomas
(Fernandez y cols., 2002), asi como su presencia, de manera muy
localizada, en la membrana del espermatozoide (Subiran y cols., 2008)
asociada a la regulacién de la motilidad espermatica. Siendo esencialmente
una endopeptidasa de membrana con un numero limitado y especifico de
susbstratos bioactivos sobre los cuales actua (principalmente encefalinas y
angiotensinas), relacionar los niveles de actividad seminal de esta enzima
con indicadores de calidad embrionaria sugeriria una implicacion muy

precisa de estos sistemas peptidicos reguladores en procesos de desarrollo.

La PEP es principalmente un enzima presente en la fraccidn soluble
citosédlica. Cuenta, como en el caso de la NEP un nimero de sustratos diana
limitado (angiotensinas y péptidos bioactivos como la TRH y su analogo el
FPP, fertilization promoting peptide). Esta especifidad haria que resultados
significativos en su actividad seminal, asociada a la fecundaciéon y desarrollo
embrionario, nos pusiera sobre la pista del papel en el desarrollo temprano
de los sistemas de seializaciéon en los que participa, sabiendo que esta
enzima tiene relaciéon con procesos de desarrollo mas especializados en el

desarrollo fetal (Agirregoitia y cols., 2010).

Por otra parte, la DPPIV es una endopeptidasa soluble poco estudiada hasta
la fecha, en relacién a la biologia de la reproduccién y la fertilidad. Se ha
descrito su presencia en los prostasomas (Schrimpf y cols., 1999) pero no
en otras fracciones seminales y no se le ha atribuido una funcion especifica

en relacién a la fertilidad ni desarrollo embrionario. No obstante, algunos
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de los péptidos sobre los que actua pueden tener relevancia en los procesos

reproductivos.

El hecho de poder acotar, a través de marcadores enzimaticos seminales
sencillos de cuantificar, las probabilidades de obtencién de embriones de
calidad mediante técnicas de reproduccion asistida, facilitaria la labor y la

toma de decisiones en las terapias reproductivas.

En la Figura 2 se representa la localizacidon subcelular de las mismas, asi
como la identificacion del cromosoma en que se encuentra el gen que
codifica para cada una de ellas y en la Tabla 1 aparecen mencionadas las

cuatro peptidasas analizadas en este trabajo.

1.7.5.1 Aminopeptidasa neutra (APN)

La APN es una metaloproteina que pertenece a la familia M1 de
aminopeptidasas. Es una aminopeptidasa situada en la membrana
plasmatica y con el centro activo orientado hacia el exterior celular
(McLellan y cols., 1988; Riemann y cols., 1999). En ocasiones, también se
puede encontrar de forma soluble en fluidos corporales tales como el
plasma sanguineo, el liguido seminal (Jung y cols., 1984; Erbeznik y Hersh,
1997; Antczak y cols., 2001; Fernandez y cols., 2002; Ramédn, 2011;
Subiran y cols., 2011) y el liquido folicular (Roméu, 2014).

Presenta una amplia distribucidén, siendo abundante en el epitelio renal, el
intestino delgado, la placenta, el higado y en el cerebro, donde se le
atribuye un papel en la hidrdlisis e inactivacidon de encefalinas (Gross y cols.,
1985, Matsas y cols., 1985). También actua sobre otros péptidos, como
encefalinas, angiotensinas, bradiquininas, citoquinas y quimocinas entre

otras (Gross y cols., 1985; Matsas y cols., 1985).

Actla preferentemente sobre péptidos en cuyo extremo aminoterminal hay
un aminoacido neutro, como la alanina, a pesar de que también actua sobre

otros aminoacidos (McDonald y Barrett, 1986).

El gen que codifica para esta enzima (ANPEP) se encuentra localizado en el

brazo largo del cromosoma 15, ocupa 35 kb (Kruse y cols., 1988, Watt y
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Willard 1990), y su expresidon varia durante el crecimiento y la

diferenciacion celular (Riemann y cols., 1999).

Esta enzima presenta una actividad 6ptima a pH neutro y es activada por
la presencia de DTT. Ademas de los agentes metaloquelantes, los agentes
thiol-reactivos, bestatina y particularmente la amastatina provocan la
inhibicién de la APN (O "Cuinn, 1998; Riemann y cols., 1999; Sjostrom y
cols., 2000; Turner, 2004).

En relacion a la presencia de la APN en el aparator reproductor femenino,
esta enzima ha sido descrita en el ovario, la placenta y en el endometrio
(Fujiwara, 2004). Ademas, estudos mas recientes han propuesto que esta
enzima podria afectar a la receptividad endometrial hacia los embriones
(Shui y cols., 2019). Fernandez y colaboradores (2002) identificaron esta
actividad enzimatica en el semen humano, la cual fue asociada a
indicadores de baja calidad seminal (Subiran y cols., 2008).

Recientemente, se han hallado indicios de la implicacion de la APN
espermatica en el desarrollo de blastocistos derivados de las muestras
seminales estudiadas (Gianzo y cols., 2022). Sin embargo, no se ha
relacionado la actividad directa de esta enzima en las diferentes fracciones
seminales con cada uno de los indicadores que, de manera mas especifica,

derterminan la calidad embrionaria.

1.7.5.2 Dipeptidil-peptidasa IV (DPP 1V)

La dipeptidil-peptidasa IV es una exopeptidasa que pertenece a la
familia S9 de peptidasas, en la que se engloba un grupo bastante variado
de seril-aminopeptidasas. Esta enzima actua liberando un dipéptido del
extremo amino terminal de algunos oligopéptidos, siempre que el
anteultimo residuo corresponda a una prolina (o alanina aunque con menor
afinidad) y el anterior no sea ni prolina ni hidroxiprolina (O "Cuinn, 1998;
Pro y Dang, 2004). La identidad del ultimo aminodacido no es critica para la
accion de esta enzima, siempre que tenga el grupo amino libre (Yoshimoto
y cols., 1978).

Es una glicoproteina de membrana, que presenta un extremo amino

terminal de tan sélo 6 aminoacidos hacia el citoplasma, un dominio
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hidrofébico que la ancla a la 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 soluble en suero humano (Iwaki-Egawa y
cols., 1998). Asi, se ha descrito que esta enzima esta involucrada en la
activacién e inactivacidn de un gran numero de citoquinas y quimocinas
(Havre y cols., 2008), entre los que se encuentran las hormonas GH vy
GHRH, las incretinas GLP1 (Glucagon Like Peptide 1) y 2, el neuropéptido
Y, el péptido YY o la substancia P (Abbott y cols., 1999). Ademas de su
accién sobre péptidos bioactivos y su papel en el sistema imnune, esta
aminopeptidasa tendria especial relevancia en el transporte especifico de

algunos dipéptidos y tripéptidos (Tiruppathi y cols., 1990).

La presencia de DPP IV ha sido descrita en diversos tejidos. En algunos de
ellos, su presencia tiene lugar en una proporcién bastante elevada, como

en el rifdn, intestino delgado o placenta (Rawlings y cols., 1991).

La DPP 1V tiene una actividad éptima a pH 7,8 y posee un peso molecular
de aproximadamente 110 kDa en su forma madura glicosilada. Puede ser
inhibida por PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), diprotina A, bacitracina,
puromicina y por los agentes thiol-reactivos: p-cloromercuribenzoato y N-
etilmaleimida (O "Cuinn, 1998; Kikkawa y cols., 2005).

La DPP IV es una endopeptidasa soluble poco estudiada hasta la fecha, en
relacion a la biologia de la reproduccion y la fertilidad. Ha sido descrita en
diferentes érganos del aparato reproductor femenino (Fujiwara, 2004) y se
la implica en la formacién del cuerpo lUteo en el ovario. Tambien se ha
descrito la presencia de esta enzima en el semen, concretamente en la
fraccion de prostasomas (Schrimpf y cols. 1999), aunque hasta la fecha no
se le han atribuido funciones reguladoras en ningln proceso reproductivo.
No obstante, algunos de los péptidos sobre los que actua pueden tener
relevancia en los procesos reproductivos. Incretinas como el GLP1,
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y la obtencidn de energia
en las células, y que cuentan con receptor especifico en la membrana de
los espermatozoides (Rago y cols., 2020), son sustratos degradables por

esta enzima. De hecho, existen estudios que indican que el tratamiento con

47



Introduccién

sitagliptina, inhibidor de la DPPIV podria mejorar la maduracidon ovocitaria

(Dsaneshjou y cols., 2020).

1.7.5.3. Prolil-endopeptidasa (PEP)

Junto a la DPP 1V, la PEP es una enzima perteneciente a la familia S9
de las peptidasas del Clan S. Es una enzima citosdlica que ha sido descrita
ademads, como enzima sérica y de membrana (Gotoh y cols., 1988; O "Leary
y cols., 1996; Szeltner y Polgar, 2008).

Esta endopeptidasa hidroliza péptidos en el residuo prolina interno, de su
extremo carboxilo unido al péptido (Gass y Khosla, 2007). Inicialmente se
descubrid su presencia en el Utero, como enzima degradadora de oxitocina
(Walter y cols., 1971), y en la actualidad se conoce su accidn sobre otros
péptidos bioactivos. Asi, rompe especificamente la unién prolina, en
péptidos tales como, sustancia P, vasopresina, neurotensinas,
angiotensinas I y II, dinorfinas, bradiquininas, TRH, LHRH y hormona
estimuladora de alfa-melanocitos (Welches y cols., 1991; Ito y cols., 2004;
Ruiz-Ortega y cols., 2007; Myohanen y cols.,2011). Sin embargo, no es
capaz de hidrolizar moléculas de mayor tamano, por lo que su especificidad
viene dada no sélo por la presencia del aminoacido prolina en la penultima
posicién del extremo carboxilo terminal, sino que también viene

determinada por el peso de la molécula.

Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en el organismo,
localizandose principalmente en musculo, testiculo, rindn y glandula
submaxilar (Gass y Khosla, 2007). Respecto a sus posibles funciones, se
cree que participa en la regulacion del metabolismo de las sustancias
peptidicas mencionadas, y que su accidon podria estar relacionada con la
memoria y otros procesos neuroldgicos (Li y cols., 1996; Morain y cols.,
2000, 2007; Agirregoitia y cols., 2003). A nivel reproductivo, se ha
involucrado a PEP con la meiosis de los espermatocitos, la diferenciacion de
las espermatidas, y motilidad de los espermatozoides (Kimura y cols.,
2002). La presencia de la actividad PEP en el semen humano fue descrita
por Valdivia y colaboradores (2004) asocidandola a baja viabilidad

espermatica. Sin embargo, ha sido mas recientemente cuando se ha han
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detectado elevados niveles de expresion de esta proteina en el testiculo y
epitelio germinal de rata, asociados a toxicidad por metales pesados, y ha
sido propuesta como posible marcador de fertilidad (Venditti y cols., 2020).
Como ya se ha explicado con anterioridad esta enzima es capaz de degradar
la hormona peptidica TRH, pero también puede actuar sobre péptidos
analogos a esta como el Fertilization Promoting Peptide (FPP), presente en
el semen y con funciones de activacién de la capactitacion espermatica
(Fraser, 2008). En cuanto a la fisiologia de la reproduccién femenina, se
han descrito variaciones en la expresién de este enzima en el ovario, en el
contexto de su papel como enzima conversora de angiotensina I a

angiotensina 1-7 (Pereira y cols., 2020).

Se trata de una peptidasa monomérica de aproximadamente 75 kDa, cuya
actividad resulta 6ptima 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 (6g22), descrito por Goossens y cols. (19964,
1996b).

1.7.5.4. Endopeptidasa neutra (NEP)

En su forma purificada aparece como una Unica cadena polipeptidica
con un peso molecular aproximado de 90 kDa, que varia en funcion del
grado de glicosilacion de la misma (Malfroy y cols., 1988). En todos los
tejidos arriba mencionados, aparece exclusivamente como una proteina
integral de la membrana de tipo II, con el extremo amino terminal hacia la
cara citoplasmica, un fragmento hidréfobo que la ancla a la membrana, vy
el centro activo, junto con la mayor parte de la enzima hacia el espacio

extracelular.

Ademds, la NEP presenta una zona de unidn a Zn?' hacia el espacio
extracelular, aunque también es activada por otros cationes divalentes en
un menor grado. Su actividad puede ser inhibida por quelantes metalicos

(EDTA: 4acido etileno diamino tetracético; B-mercaptoetanol y 1,10
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fenantrolina), tioles (DTT), tiorfan y sus derivados. Su pH Optimo de

actividad se da alrededor de 6 (Kerr y Kenny, 1974b; Roques y cols., 1980).

Sus principales sustratos in vivo parecen ser las encefalinas, taquicininas,
sustancia P, endotelinas, bombesina, bradiquininas y angiotensina I
(McLellan y cols., 1988; Roques y Beaumont, 1990; Ruiz-Ortega y cols.,
2007).

La actividad NEP fue descrita por primera vez en el semen humano en la
fraccion de prostasomas por Fernandez y colaboradores (2002). Ha sido
asociada a la regulacion de la motilidad espermatica mediada por
taquicininas, sustratos portenciales de este enzima (Pinto y cols., 2010).
Por otra parte, se ha hallado un péptido derivado de la proteina
semenogelina, relacionada con la coagulacién seminal, el péptido RSIY-11,
gue podria actuar como inhibidor endégeno de la NEP, afectando a la
motilidad espermatica (Fritz y cols. 2019). Niveles elevados de esta
actividad en el semen también han sido relacionados a una mayor
hiperactivaction espermatica (Turunen vy cols., 2020), fendmeno

caracteristicamente asociado a la capacitacién.
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Figura 2. Representacion grafica de las peptidasas.Localizacién celular
(soluble en el citoplasma, de membrana o extracelular), cromosoma en el
gue se encuentra el gen que las codifica, asi como la dnominacién del
mismo (Blanco, 2010).
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Tabla 1. Clasificacion jerarquica de las peptidasas objeto de
estudio. Las enzimas marcadas con (*) son aquellas que han sido
ampliamente descritas como marcadores tumorales. M:
metaloendopeptidasa; S: seril-aminopeptidasa. CALLA: common acute
lymphoblastic leucemia-associated. Tomado de IUBMB Biochemical
Nomenclature home page (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/)

Tipo Clan Familia N°EC Enzima

M MA M1 3.4.1 (*) APN, Alanil-aminopeptidasa de membrana,
1.2 Aminopeptidasa microsomal,  Aminopeptidasa M,
Aminopeptidasa N, Aminopeptidasa unida a particulas,
Amino-oligopeptidasa, Alanina aminopeptidasa,
Aminopeptidasa de membrana I, Pseudoleucina
aminopeptidasa, Aminopeptidasa especifica de alanina,
Cisteinilglicina-dipeptidasa, Cisteinilglicinasa, L-Alanil-
aminopeptidasa, CD13

M13 3.4.2 (%) NEP, Neprilisina, Endopeptidasa neutra,
4.11 Endopeptidasa 24.11, Peptidasa neutra del borde en
cepillo de rifion, Encefalinasa (erréneo),Endopeptidasa 2,
Antigeno CALLA, Endopeptidasa, Metaloendopeptidasa
de membrana, Proteinasa neutra del borde en cepillo de
rinon, Endopeptidasa-2, Glicoproteina CALLA, CALLA,
Metaloendopeptidasa neutra, Metaloendopeptidasa de
membrana, Endopeptidas neutra 24.11, CD10

S SC S9 3.4.1 (*) DPP IV , Dipeptidil-peptidasa IV, Dipeptidil
4.5 aminopeptidasa IV, Xaa-Pro-dipeptidil-aminopeptidasa,
Gly-Pro naftilamidasa, Postprolina dipeptidil

aminopeptidasa IV, Antigeno de linfocito CD26,
Glicoproteina GP110, Dipeptidil dipeptidasa 1V,
Glicilprolina aminopeptidasa, X-prolil dipetidil
aminopeptidasa, Pep X, Antigeno de leucocito CD26,
Glicilprolil dipeptidilaminopeptidasa, Dipeptidil-péptido
hidrolasa, Glicilprolil aminopeptidasa, Dipeptidil-
aminopeptidasa IV, DPP IV/CD26, Amino acil-prolil
dipeptidil aminopeptidasa, Molécula Tp103 activadora de
células T, X-PDAP

3.4.2 PEP, Prolil oligopeptidasa, Enzima de actuacién post-

1.26 prolina, Endopeptidas especifica de prolina,
Endopeptidasa post-prolina, Endoprolilpeptidasa, Prolil
endopeptidasa
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Objetivos

2.1. Objetivo General

Analizar la relacién entre las actividades enzimaticas APN, NEP, DPP

IV y PEP en el semen humano y los indicadores de calidad seminal y

embrionaria, y con las tasas de éxito en Terapias de Reproduccion Asistida

con el fin de valorar la utilidad de estas enzimas como parametros

predictivos en lo tratamientos de reproduccién asistida.

2.2. Objetivos Especificos

1.

3.

Comparar los niveles de actividades enzimaticas de las peptidasas APN,
NEP, DPP IV y PEP en diferentes fracciones del semen humano
(espermatozoides, liquido seminal y prostasomas), con los parametros
de referencia de valoracién de la calidad seminal propuestos por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

. Estudiar la correlacion de los niveles de actividades enzimaticas de las

peptidasas APN, NEP, DPP IV y PEP en diferentes fracciones del semen
humano (espermatozoides, liquido seminal y prostasomas), con la tasa

de fecundacion.

Analizar la relacién de los niveles de actividades enzimaticas APN, NEP,
DPP IV y PEP en diferentes fracciones del semen humano
(espermatozoides, liquido seminal y prostasomas) con los parametros
de evaluacion de la calidad embrionaria (simetria, nimero de células y
fragmentacion  embrionaria) obtenidos mediante ciclos de

fecundadacion in vitro.

. Establecer la implicacion de los niveles de actividades enzimaticas APN,

NEP, DPP IV y PEP de diferentes fracciones del semen humano
(espermatozoides, liquido seminal y prostasomas) en la tasa de

gestacion, implantacién y evolucion del embarazo.
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Materiales y métodos

3.1. Reactivos y productos

En este trabajo se han empleado los aparatos, soluciones, reactivos
y productos 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 Lifeglobal® Media de Lifeglobal® Group.

Tabla 2. Aparatos, soluciones, reactivos y productos. (I) Aparatos.
Se representa el modelo y marca del aparato (II) Soluciones y su
composicidén, (v/v) volumen/volumen, (p/v) peso/volumen. (III) Reactivos
y productos. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el pais de origen.
(IV) Medios de cultivo usados en los tratamientos de reproduccidn asistida.

(I) Aparatos

Centrifuga
Inmunoanalizador

Ecografo

Cabina de flujo laminar
Estereomicroscopio - lupa
Incubador

Incubador

Centrifuga

Frigorifico

Equipo de micromanipulacion
Ultracongelador
Ultracentrifuga

Estufa

Espectrofluorimetro
pH-metro

Mezclador magnético termoestable
Homogeneizador Ultraturrax
Rotor de angulo fijo

Balanza de precision

Modelo. Marca

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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(II) Soluciones

Tampon Tris-HCI 0,2 M (pH 7,4)

Solucion homogeneizacion, Tris-
HCI 10 mM

Tampon Fosfato 0,1 M (pH 7,4)
Fosfato A
Fosfato B
Tampon Acetato 0,1 M (pH 4,2)
Acetato A

Acetato B

(III) Reactivos y productos

H-Gly-Pro-B-naftilamida
Z-Gly-Pro-B-naftilamida
Dansyl-D-Ala-Gly-p-Nitro-Phe-Gly

Composicion

1000 ml H20
24,22 g TRIZMA-base

5 % Tris-HCI 0,2 M

18,7 mlA + 81,3 mIB

1000 ml H20

27,6 g NaH2PO4 «H20 0,2 M
1000 ml H20

28,4 g Na2HPO4 0,2 M

36,8 mlA+ 13,2 mlB + 50 H20

1000 ml H20
11,55 ml CH3COOH 0,2 M

1000 ml H20
27,22 g CH3COONae3H20 0,2 M

Proveedor
Ciudad, Pais

Bachem
Bubendorf, Suiza

Acido Etilen-diamino tetracético (EDTA)

Cloruro de Manganeso (MnCi2)

Acetato sodico trihidratado (CH3COONae3H20 )
Fosfato sodico dibasico (NaH2P04)

Fosfato sodico monobasico monohidrato
(Na2HPO4) Cloruro sédico (NacCl)

Ala-B-naftilamida
Seroalbiamina bovina(BSA)
Dimetil-sulféoxido (DMSO)
DL-ditiotreitrol (DTT)
Cloruro calcico (CaCl2)
Puromicina

Merck
Darmstadt,
Alemania

Sigma-Aldrich
Steinheim,
Alemania

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris-base)

Acido acético (CH3COOH)

Acido clorhidrico (HCI)
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(IV) Medios de Cultivo Proveedor
Gradientes de densidad Puresperm
Global W/HEPES LIFE GLOBAL
Global for Fertilitation LIFE GLOBAL
Global Life Global
HSA Life Global

3.2. Obtencion del tejido biolégico empleado

Todas las muestras seminales analizadas proceden de 115 pacientes
gue son sometidos a tratamientos de reproduccién asistida en la Clinica IVI
Bilbao. En la Tabla 3 se expresa la edad de los pacientes estudiados, asi

como su distribucién por sexos.

Tabla 3. Distribucién por edad y sexo de los sujetos a estudio

. Valor Valor
Media SD (+) Minimo Maximo
EDAD MUJER
(ANOS) 37.06 4.09 29 48
EDAD HOMBRE
(ANOS) 38.05 4.56 28 52

Las muestras seminales se procesan inmediatamente después de su
obtencidn mediante una centrifugacion de 10 min a 600 g., separando de
esta manera la fraccién celular del liquido seminal. Estas fracciones
separadas se conservan en un ultracongelador MDF-U5 186 S (Sanyo) a -
80 °C.
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3.3. Fraccionamiento de la muestra

Las dos muestras que se obtienen de cada paciente, liguido seminal
y fraccidén celular se procesan por separado, manteniendo durante todo el

proceso una temperatura constate de 4°C.

Al procesar la fraccion de liquido seminal se va a obtener dos fracciones, la
de liquido seminal propiamente dicho y la de prostasomas. Para ello se
deben realizar diferentes centrifugaciones. La primera es una centrifugacion
de 15 min a 1000 g de donde se va a recoger el sobrenadante. Este
sobredanante se centrifuga 2 horas a 100.000 g. De esta centrifugacién se
van a usar las fracciones tanto el sobrenadante como el pellet. El
sobrenadante se centrifuga 2 horas a 100.000 g dandonos lugar a la
fraccion de liquido seminal final y el pellet se resuspende en 600 ul de Tris
10 mM, se centrifuga 2 horas a 100.000 g y el pellet se vuelve a
resuspender en 600 pl de Tris 10 mM obteniendo asi la fraccion de

prostasomas.

La fraccion celular la se va a diluir con el mismo volumen de Tris 30 mM y
se va centrifugar 5 min a 600 g, el pellet se va a resuspender en 1 ml de
Tris 30 mM y se va centrifugar 5 min a 600 g, el pellet se va a resuspender
en 600 ul de Tris 10 mM. En este paso hay que sonicar y volver a centrifugar
35 min a 100.000 g, el pellet se resuspende en 600 pl de Tris 10 mM vy ya
se tiene preparada la fraccién de espermatozoides.

Estas fracciones separadas se conservan en un ultracongelador MDF-U5 186
S (Sanyo) a -80 °C (Figura 3).

62



Materiales y métodos
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Figura 3. Esquema del protocolo de separacién de la muestra seminal en
las fracciones de espermatozoides, liquido seminal y prostosamas.
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3.4. Analisis de la actividad peptidasica

3.4.1. Preparacion de las muestras seminales

En las muestras obtenidas se analiz6 la actividad de 4 enzimas (APN,
DPP IV; PEP Y NEP) con actividad peptidasica. Dicha actividad se determind
en tres fracciones, espermatozoides, liquido seminal y prostasomas.
Durante todo el proceso las muestras se mantuvieron a 49C. Al descongelar
las muestras, estas se sometieron a un proceso de homogenizacion con

ayuda de un homogenizador PZR 50 (Heidolph).

3.4.2. Determinacion de la cantidad de proteina

La proteina total de las muestras se determiné mediante el método
Bradford y cols., (1976). Para ello, se afiadieron 2 ml del reactivo Bradford
(azul brillante Coomasie 0,117 mM, etanol al 5% y acido ortofosforico al
15%) a 10 pl de muestra de cada una de las fracciones separadas con
anterioridad. Transcurridos 10 min se leyo la absorbancia a una longitud de
onda de emision de 595 nm en un espectrofotdmetro UV-2401 PC
(Shimadzu). Se empled una recta patrén usando concentraciones conocidas

de albimina se suero bovino (BSA).

3.4.3. Ensayos enzimaticos

Se analizé la actividad peptidasica de las tres fracciones obtenidas
espermatozoides, liquido seminal y prostasomas. Todos los ensayos
enzimaticos realizados estaban basados en técnicas espectrofluorimétricas.
Tras la puesta a punto de los métodos enzimaticos en el Laboratorio, se
comprobd que 10 pl de fraccion de muestra, preparada como previamente
se ha mencionado, ofrecian una cantidad de proteina de, aproximadamente,
10 mg. Esta concentracién se sitlaba aproximadamente en la regién
intermedia de la recta patrén realizada con BSA. Asi, tras determinar la
cantidad de proteina, en caso necesario se diluyd con tampén Tris-HCI 0,2

M, pH 7,4 hasta obtener la cantidad de proteina mencionada.
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La reaccion se inicié al afiadir 1 ml de sustrato artificial fluorogénico (Tabla
4) sobre la muestra, y permitir que transcurriera la reaccién durante 30 min
a 30 ©C. La reaccién se detenia por la adicion de 1 ml de tampdn acetato
0,1 M a pH 4,2. La actividad enzimatica de las peptidasas, se determind en
todos los casos por métodos espectrofluorimétricos, para lo que se empled

un espectrofluorimetro RF-540 de Shimadzu.

Todas las muestras se analizaron por triplicado y se calculd la media y la
desviacion estandar. Los valores obtenidos espectrofluorimétricamente se
transformaron en picomoles de metabolito liberado mediante extrapolacion,
por ajuste no lineal de los datos a una ecuacion de regresiéon calculada a
partir de una curva patron de concentraciones conocidas. Posteriormente,
estos datos fueron convertidos en unidades de actividad peptidasica (UP),
definiéndose dicha unidad como la cantidad de enzima que hidroliza un
picomol de sustrato por minuto. Los resultados finales se expresaron como
actividad especifica (unidades de actividad peptidasica/miligramo de

proteina en la muestra).
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Tabla 4. Composicién de las disoluciones empleadas en la determinacion

de la actividad enzimatica.

Otros compuestos

(A) Sustrato (mM)
pH DTT EDTA NacCl Puromicina
(mM) (mM) (mM) (pM)
PEP Z-Gly-Pro- B-NA 0,125 7,4 2 - - -
APN Ala- B- NA 0,125 7,4 0,65 - - 40
Otros compuestos
(B) Sustrato (mM)
H MnCl, Captopril
P (mM) (nM)
NEP N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO,-Phe-Gly 0,125 7,4 - 4,6
DPPIV H- Gly-Pro-B- NA 0,2 8,3 - -

En todos los casos contenian BSA, en una concentracién de 0,1 mg/ml. (A)
sustratos preparados en tampdn fosfato 50 mM, pH 7,4. (B) sustratos preparados
en tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4. NA: naftilamida.
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3.4.3.1. Ensayos enzimaticos empleando pB-naftilamidas como

sustrato

Para analizar la actividad peptidasica de APN, DPP IV, y PEP se usaron

sustratos del tipo peptidil-B-naftilamida o aminoacil-B-naftilamida.

Se emplearon 10 uyl de muestra, segun las condiciones descritas para la
preparaciéon de la misma en el apartado 3.1, correspondiente tanto a la APN,
DPP IV y PEP. Los controles se realizaron con extracto enzimatico y sustrato
B-naftilamida que se encontraban en presencia de acido acético con el fin
de que no fuera posible la reaccion. Para obtener los valores de los blancos

se utilizé tampodn.

La presencia de actividad peptidasica en la muestra hace que la aminoacil-
B-naftilamida se rompa liberando aminoacidos libres y moléculas de B-
naftilamina como muestra la Figura 4. Esta ultima molécula tiene la
particularidad de ser fluorescente, emitiendo energia a una longitud de
onda de 412 nm cuando es excitada a 345 nm. Asi, empleando rectas
patron de B-naftilamida es posible conocer la actividad enzimatica de las
peptidasas arriba mencionadas, teniendo en cuenta que una unidad
peptidasica (UP) cataliza la formacion de 1 picomol de B-naftilamida/min,

en las condiciones del ensayo descritas.

HOOC- CH-R
[

NH,

-NH-OC-CH-R
o
-NH,,
Peptidil-p -naftilamida

B —naftilamina
o \
; \

\

N

Aexcitacion= 345 nm Aemision= 412 nm

Figura 4. Esquema de la hidrélisis del sustrato de peptidasa en el ensayo
enzimatico.

Uno de los productos obtenidos, B-naftilamina, emite fluorescencia a 412 nm
cuando es excitado a 345 nm.
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3.4.3.2. Ensayo enzimatico empleando DAGNPG (N-Dansyl-D-Ala-
Gly-p-Nitro-Phe-Gly) como sustrato

Para la determinacién de la actividad enzimatica de NEP se empled
un método fluorimétrico basado en la utilizacion de DAGNPG (N-Dansyl-D-
Ala-Gly-(p-Nitro)-Phe-Gly) como sustrato artificial fluorogénico (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemania).

En este caso, se incubaron 100 pl de Fraccién Membrana con 1 ml de
sustrato durante 30 min a 37 °C. NEP actua sobre el enlace nitro-fenil, Gly-
(pNO,)-Phe, en la secuencia peptidica. En el DAGNPG, la fluorescencia
nativa del grupo Dansil estd apantallada por la proximidad espacial del
grupo (pNO,)Phe. De esta manera, cuando el péptido N-Dansyl-D-Ala-Gly
(DAG) es liberado por la accién enzimatica se produce un aumento de la
fluorescencia que puede ser detectada y cuantificada a 562 nm tras ser

excitada a 342 nm (Figura 5).

Asi, empleando rectas patréon de DAG es posible conocer la actividad
enzimatica de NEP, teniendo en cuenta que una unidad peptidasica (UP)
cataliza la formacién de 1 picomol de DAG/min, en las condiciones del

ensayo descritas.

Aexcitacion= 342 nm Aemision= 562 nm

P
/

. /

x /

N-Dansyl-D-Ala-Gly-NH,

N-Dansyl-D-Ala-Gly-pNO,-Phe-Gly

(DAGNPG)
COOH-Phe-Gly

Figura 5. Esquema de la hidrélisis del sustrato de NEP en el ensayo
enzimatico.

Uno de los productos obtenidos, Dansyl-D-Ala-Gly, emite fluorescencia a 562 nm
cuando es excitado a 342 nm.
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3.5. Analisis de los parametros de calidad seminal

Consiste en evaluar los parametros descriptivos cldsicos en una
muestra obtenida por masturbacidon. Las caracteristicas que se han de
valorar en el analisis de semen son: concentracion espermatica movilidad
y morfologia, segun criterios del afio 2010 de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS)

3.5.1. Concentracion espermatica

La concentracién espermatica son los millones de espermatozoides
que hay por mililitro de semen. Para el recuento de los espermatozoides se
utiliza una camara Makler que consta de una cuadricula de 1 mm?2 dividida
en 100 cuadros, con una profundidad de 10 pym. Los espermatozoides
contados en 10 de estos cuadrados corresponden a una concentracién de

millones por mililitro.

Para realizar este andlisis se siguieron los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) donde un valor de normalidad es de 15 millones
de espermatozoides por cada mililitro de volumen eyaculado o 39 millones
en la totalidad de la muestra. Si no se alcanzaran esos valores hablariamos
de Oligozoospermia y en los casos mas severos de Criptozoozpermia

(<100.000 espermatozoides por ml).

3.5.2. Movilidad espermatica

Se lleva a cabo el recuento de espermatozoides, mdviles e inmoéviles
en varios campos seleccionados al azar y con un objetivo de 20 aumentos
en una camara Makler. Se deben de contar no menos de 100
espermatozoides. Existen tres categorias de espermatozoides en funcion de

la movilidad que presentan.

- Progresivos: Se desplazan.
- No Progresivos: Se mueven, pero no se desplazan.

- Inmodviles: No se mueven.
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Para realizar este andlisis se siguieron los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) donde se valora el porcentaje de
espermatozoides moviles y el de progresivos. Los moviles progresivos

deben superar el 32%de lo contrario se denomina Astenozoospermia.

3.5.3. Morfologia espermatica

En el espermatozoide se pueden distinguir tres regiones:

- Cabeza: debes ser lisa, sin irregularidades y oval. Tiene que
disponer de una acrosoma bien definido que ocupe entre el 40 y
el 70% del area de la cabeza. El acrosoma no debe mostrar
vacuolas.

- Pieza intermedia: debe ser delgada, regular y de la misma
longitud que la cabeza.

- Cola: solo debe de tener una, recta, con un calibre uniforme un

toda su longitud y algo mas fina que la pieza media.

La valoracién de estos parametros se realizé mediante una tincion Diff-

Quick®, para ello se realizan los siguientes pasos.
- Extensién de 5-10 ul de semen en un portaobjetos.
- Dejar secar al aire.
- Tefir con los colorantes.
- Observar con el objetivo (100x) y aceite de inmersion.
- Evaluar 200 espermatozoides.

Para ello se siguieron los criterios de morfologia espermatica de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) donde un espermigrama normal
debe tener igual o mas del 4 % de espermatozoides normales Si se

encuentra por debajo de este valor se considera Teratozoozpermia.

70



Materiales y métodos

3.6. Capacitacion espermatica

Este concepto se refiere a la mejora e incremento del potencial de
fertilidad de los espermatozoides. Por lo tanto, esta recuperacién de
espermatozoide moviles se relaciona con la facilidad de adquirir la

capacidad de fecundar (Mortimer y cols., 1998).

El método usado para la capacitacion es el de gradientes de densidad. Se
fundamenta en la seleccién de los espermatozoides que pueden vencer la
dificultad que presentan los gradientes de densidad del 90 y 45 % vy llegar

hasta el fondo del tubo. Su procedimiento es el siguiente.

- Deslizar un volumen determinado de medio de gradiente de 90%

impregnando las paredes hasta el fondo de un tubo cdénico.
- Depositar el mismo volumen de gradiente de 45%.
- Depositar 1 ml de semen.

- Centrifugar 20 min a 1400 rpm y, posteriormente, con una pipeta
Pasteur, recuperar el sedimento, que sera lavado con medio de

cultivo a 2000 rpm durante 5 minutos.

- Eliminar el sobrenadante y resuspender con un volumen de medio

de cultivo a determinar segun el pellet que se haya creado.

- Volver a evaluar la muestra, donde se vuelve a valorar tanto la

concentracidn como la movilidad espermatica post-capacitacion.
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3.7. Puncion folicular y recuperacion de ovocitos

El objetivo de este procedimiento es recuperar los ovocitos
contenidos en los liquidos foliculares de las pacientes, mediante puncion
ecoguiada en el quiréfano y posterior busqueda en el laboratorio de los
ovocitos que contiene el liquido folicular (Dellenbach y cols., 1984; Gleicher
y cols., 1983).

La puncion folicular se realiza en quiréfano, de este van a llegar los tubos
con liquido folicular al laboratorio. Este liquido se vierte sobre placas Petri
precalefactadas y se buscan los complejos cumulo-corona-ovocito. Esta

blsqueda se realiza con la ayuda de una lupa a 8-10 aumentos.

Los ovocitos recuperados se lavan en una placa con medio de cultivo y se

quitan las partes necréticas y con restos de sangre de la granulosa.

Estos ovocitos se depositan en otra placa con medio de cultivo en un
incubador a 37°C y 6.5 % de CO2 donde van a permanecer hasta el
momento de la inseminacidon o de la microinyeccidon intracitoplamatica de

espermatozoides.

3.8. Inseminacion de ovocitos

Consiste en la fecundacion del ovocito en condiciones de cultivo in
Vitro, previa obtencién y preparacion de los gametos para la posterior

transferencia de los embriones a la cavidad uterina.

3.8.1. Preparacion de la dilucion de inseminacion

Para llevar a cabo la inseminacion se necesita capacitar el semen
utilizando gradientes de densidad. Una vez capacitado hay que realizar una
dilucién de 80.000 espermatozoides moviles progresivos por mililitro
(EMP/ml) y teniendo en cuenta que el volumen final que se obtenga tiene

que ser suficiente para preparar una gota de 50 pl para cada ovocito.
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3.8.2. Preparacion de las placas de inseminacion

Las placas de inseminacién constan de microgotas de lavado y de

inseminacién (Figura 6).

- Tres gotas de 100 pl de medio Fertilizatium Medium® gaseado del

dia anterior.

- Gotas de inseminacidon de 50 pl de dilucién seminal.

Medium

" 100 pl Fertilizatium

O O O
O ‘ 50 pl dilucién

Figura 6. Ejemplo de la disposicién de una placa de inseminacidn.

3.8.3. Procedimiento de inseminacion de los ovocitos

Tras 4 y 6 horas depuse de la puncion folicular se procede a la
inseminacién. La inseminaciéon se realiza con una pipeta Pasteur
previamente flameada con la que se pasa cada complejo corona-cimulo-

ovocito (CCOO0) a una gota de la dilucion.

Se deja la placa en el incubador durante 17-20 horas.
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3.9. Preparacion de los ovocitos para la

microinyeccion intracitoplasmatica

Los ovocitos que son utilizados para microinyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) deben pasar por un proceso
de decumulacién, en el cual se eliminan las células del cdmulo del ovocito
(Van de Velde H y cols., 1998). La eliminacion de las células del cimulo se
realiza entre 2 y 4 horas después de la puncién folicular. Se lleva a cabo
usando una dilucion de hialuronidasa al 50% vy pipetas de varios didmetros
(Joris H y cols., 1998). La decumulaciéon nos permite conocer la madurez
nuclear del ovocito, y utilizar tnicamente los que se encuentran e el estadio
de metafase II (MII), que se evidencia por la presencia del primer

corpusculo polar (Rienzi L y cols., 1998).

3.9.1. Preparacion de las placas de hialuronidasa

Las placas de hialuronidasa constan de microgotas con la dilucion

hialuronidasa y Fertilizatium Medium® (Figura 7).
- Tres gotas de 100 pl con hialuronidasa al 50%

- 6 gotas de Fertilizatium Medium®

50 pl Fertilizatium
Medium

00 @

‘ 100 pl hialuronidasa

Figura 7. Ejemplo de la disposicién de una placa de decumulacion.
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3.9.2. Decumulacion de los ovocitos

Pasar el complejo corona-ciumulo-ovocito, por las gotas de
hialuronidasa donde este cumulo se empezard a disgregar. Ir cambiando
las pipetas cada vez de menos tamafio para acabar de quitar todas las

células del cdmulo en las gotas de Fertilizatium Medium®.

3.9.3. Clasificacion de la maduracion nuclear ovocitaria

Se van a encontrar tres grados de madurez diferentes (Figura 8).

- Ovocitos con estadio de vesicula germinal: ovocitos en los que se

observa la presencia de la vesicula germinal.

- Ovocitos en estadio de Metafase I: ovocitos en los que no se
observa el primer corpusculo polar y ha desaparecido la vesicula

germinal.

- Ovocitos en estadio de Metafase II: son ovocitos en estado
preovulatorio, en los que se observa la presencia del primer

corpusculo polar.

VG MI MII

Figura 8. Imagen donde se observa un ovocito en estadio de vesicula
germinal (VG), un ovocito en estadio de metafase I (MI) y un ovocito en
estadio de metafase II (MII).
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3.10. Microinyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides

Consiste en la microinyeccién de un espermatozoide en el interior de
un ovocito decumulado. Una vez decumulado los ovocitos y se han
capacitado los espermatozoides se procede a la placa de ICSI. La placa de
ICSI consta de (Figura 9):

- Dos gotas de 7 pul de polovinilpirrolidona (PVP) cuyas
caracteristicas son su alta viscosidad e incompresibilidad,
cualidades que, por un lado, impiden moverse rapidamente a los

espermtozoides y posibiltan su manipulacion.

- Seis gotas de 10 pl de Fertilizatium Medium® atemperado para

colocar los ovocitos.

- Tres gotas de 20 pl de Fertilizatium Medium® atemperado para

lavar los ovocitos antes de colocarlos en cada una de las gotas.

PVP

Wash Hepes

Figura 9. Ejemplo de la disposicién de una placa de microinyeccion
intracitoplasmatica.

Para poder comenzar la microinyeccién necesitamos colocar las pipetas en
el microinyector una de Holding con la que se sujeta el ovocito y una de

ICSI con la que se va a microinyector el espermatozoide.
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La inmovilizacion del espermatozoide, previa rotura de su flagelo, es
necesaria tanto para facilitar la manipulacién del espermatozoide y para que
no destruya las estructuras del ovocito una vez que este dentro de éste,
como para facilitar la descondensacién del nucleo (Palermo GD vy cols.,
1996). Después de la inmovilizacién se procede a la microinyeccion del
espermatozoide dentro del ovocito colocando el corpusculo polar en la
posicion horaria de las 12:00 horas o las 6:00 horas, ya que la posicion del
corpusculo polar indica cual puede ser la posicidon del huso meidtico (Nagy
y cols., 1995; Blake y cols., 2000).

3.11. Valoracion de la fecundacion

Consiste en valorar que se ha producido la fecundacion correcta con
la observacion bajo microscopio éptico de la presencia de dos corpusculos
polares y dos pronucleos. Esto es visible 17-20 horas después de la

inseminacién (Figura 10).

La evaluacién de la fecundacion tras fecundacién in vitro convencional se

realiza tras liberar los ovocitos de las células del cumulo con ayuda de un
capilar de 140 um. Una vez liberados los ovocitos del cumulo se valoran al
igual que los que provienen de microinyeccidn intracitoplasmatica. Esta

valoracion se lleva a cabo con un microscopio invertido a 400 aumentos.

Figura 10. Imagen donde se observa un ovocito fecundado.
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3.12. Valoracion de calidad embrionaria

Consiste en evaluar las caracteristicas embrionarias que nos van
servir para poder clasificar los embriones en el laboratorio y poder tomar

una decision sobre su destino.

Segln Sela y cols., (2012) la clasificacion embrionaria que predice el
potencial implantatorio del embrion se establece combinando el grado de
fragmentacion, el nUmero de blastdmeros y el patrén de divisién en dia 2 y

3 de desarrollo.

Los embriones se observan en un microscopio invertido a 600 aumentos,
con un objetivo de contraste modular y pletina calefactada. Es necesario

observarlos cada 24 horas para distinguir los distintos tipos de evolucién.

Para realizar la valoracién embrionaria se siguio la clasificacion embrionaria
y las recomendaciones que se proponen en los criterios de calidad
embrionaria ASEBIR (Asociacién para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion) obtenidos de datos bibliograficos unido a un estudio
multicéntrico de validacién del criterio (Pons y cols., 2014). Los resultados
del trabajo de Pons demuestran que la calificacion de ASEBIR tienen valor
pronostica tanto en la tasa de implantacién como para la tasa de nacido
vivo, ya que dichas tasas aumentan gradualmente segun la categoria
embrionaria, siendo maximas en los embriones de categoria A y minimas

en los de categoria D.

3.12.1. Numero de células

La valoracion de la morfologia embrionaria incluye la observacién del
embrion en el segundo dia de cultivo (D2). Dicha observacion debe
realizarse 44 + 1 horas después de la inseminacién (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011). En este momento los embriones Odptimos seran aquellos que
presenten 4 células (Munné, 2006; Holte y cols., 2007; Scott y cols., 2007)
(Figura 11).
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Si el cultivo embrionario continda, el siguiente momento de observacion es
en D+3, a las 68 + 1 horas después de la inseminacién (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011). En este momento los embriones con mayor probabilidad de
implantacidn seran aquellos que presenten 7-8 células y que a su vez

procedan de 4 células en D2 (Racowsky y cols., 2011) (Figura 11).

D2 D3

Figura 11. Imagen donde se observa un embrién en dia 2 de desarrollo
(D2) y un embrion en dia 3 de desarrollo (D3).

3.12.2. Fragmentacion embrionaria

Podemos definir un fragmento celular como una estructura anuclear,
formada por citoplasma delimitado por una membrana celular, de origen
blastomérico, con un tamano de <45um de diametro en dia 2 de desarrollo

y <40um en dia 3 de desarrollo (Prados y cols., 2012).

La presencia de fragmentos en los embriones humanos cultivados in vitro
ocurre con cierta frecuencia; hasta el momento solo se ha podido observar
en la especie humana y no siempre se correlaciona con una tasa de

implantacién baja.

La fragmentacién en los estadios tempranos del desarrollo reduce la
viabilidad del embrién debido a anomalias que acaban provocando un
blogueo embrionario, por lo general antes de llegar a la blastulacion

(Racowsky y cols., 2009; Pelinck y cols., 2010). Actualmente todos los

79



Materiales y métodos

estudios coinciden en que la fragmentacién es un parametro morfoldgico
importante para establecer la clasificacién embrionaria y mayoritariamente

se evalla en dia 2 y 3 de desarrollo.
Segun la cuantificacion y la distribucién tenemos cinco tipos de
fragmentacion (Alikani y cols., 1999).

- Tipo I: Menos de 5% de fragmentacion asociada a una blastémera
(Figura 12).

Figura 12. Imagen donde se observa un embrién con
fragmentacion tipo I.

- Tipo II: Fragmentos localizados en una zona del embrién, que
corresponden a la fragmentaciéon parcial o completa de una

blastdmera (Figura 13).

Figura 13. Imagen donde se observa un embridn con
fragmentacion tipo II.
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Tipo III: Fragmentos pequefos y distribuidos por todo el embridn,

entre las blastémeras o periféricamente (Figura 14).

Figura 14. Imagen donde se observa un embrién con
fragmentacion tipo III.

Tipo 1V: Fragmentos grandes que parecen blastomeras
distribuidos por todo el embrién y asociados a blastomeras

irregulares (Figura 15).

Figura 15. Imagen donde se observa un embrién con
fragmentacion tipo IV.

Tipo V: Fragmentos necréticos granulares asociados a

blastdmeras con el citoplasma contraido (Figura 16).

Figura 16. Imagen donde se observa un embrién con
fragmentacion tipo V.
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Cuando predominan fragmentos de gran tamafio repartidos por todo el
embridén, que pueden confundirse con células pequefias, las posibilidades
de implantacién son escasas. Este patrén de fragmentacion es el
denominado Tipo IV (Alikani y Cohen, 1995)

Existe un mayor nimero de anomalias cromosémicas en embriones que
presentan una fragmentacion dispersa por todo el volumen embrionario, en
comparaciéon con aquellos en los que se encuentra localizada (Magli y cols.,
2007).

El volumen que ocupan los fragmentos respecto al volumen total del
embridén, donde porcentajes bajos de fragmentacién (hasta un 10%) no
parecen influir significativamente en el potencial implantatorio del embrioén,
asi como tampoco en la tasa de embarazo, mientras que un elevado
porcentaje de fragmentos (40%) reduce mucho el potencial de implantacién
del embrién (Alikani y cols., 2000)

3.12.3. Simetria celular

Cuando el zigoto realiza las primeras divisiones mitdticas, sus células
no siempre se dividen simétrica y sincrénicamente. Un embridon con
divisiones simétricas y sincrénicas presentara 2, 4, 8 o 16 células de tamafio
similar, con una ausencia casi total de periodos de tiempo en los que se
muestren estadios de divisién intermedios. En cambio, un embriéon con
divisiones simétricas, pero asincronicas, presentara células de tamafio
diferente durante periodos de tiempo considerables, porque corresponden
a ciclos celulares diferentes; por ello debe ser considerado como un embridn
“estadio-especifico” y no como un embrién con células “desiguales”, por lo
gue su categoria morfolégica no debe ser penalizada. El concepto de
desigualdad en el tamafo de los blastdmeros estd relacionado
exclusivamente con las divisiones asimétricas, de tal manera que, por
ejemplo, un embrién de 5 células de tamafio semejante no es “estadio-
especifico” (Prados y cols., 2012), y deberia ser clasificado como un
embrién con células desiguales, mientras que un embridon de 5 células con
3 grandes (en el segundo ciclo de division) y 2 pequenas (en el tercer ciclo

de divisidn) si que seria “estadio-especifico” y deberia ser valorado como
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un embridon con células iguales. En definitiva, y para evitar errores de
concepto, se recomienda utilizar la nomenclatura siguiente para definir la

simetria celular de los embriones:

- Embrién estadio-especifico, seria aquel cuyas células presenten

todas un tamarfio acorde con su ciclo de division.

- Embrién no estadio-especifico, seria aquel que contenga células
cuya relacion de tamanos sea incompatible con su ciclo de
division.

Segun diversos autores, la falta de simetria en la divisidon de los blastomeros
se asocia con una disminucién en la capacidad implantatoria (Steer y cols.,

1992; Veeck, 1999; Van Blerkom y cols., 2000; De Placido y cols., 2002;
Hnida y cols., 2004).

Segun la simetria de las blastémeras podemos clasificar los embriones:
- Simetria 1: embriones en estadio especifico.

- Simetria 2: embriones en no estadio-especifico com blastomeras

de dos tamanos diferentes.

- Simetria 3: embriones en no estadio-especifico com blastomeras

de tres tamanos diferentes.

- Simetria 4: embriones en no estadio-especifico donde se observa

una célula dominante.
Para poder realizar el estudio estadistico se han hecho diferentes grupos:
- Grupo 1: valores de 0.5 a 1.5 de simetria.
- Grupo 2: valores de 1.5 a 2.5 de simetria.
- Grupo 3: valores de 2.5 a 3.5 de simetria.

- Grupo 4: valores de 3.5 a 4.5 de simetria.
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3.12.4. Multinucleacion

La visualizacion de los nucleos en la practica diaria en los laboratorios
de reproduccién asistida es un procedimiento que debe seguir siendo
considerado de gran importancia en la valoracién morfoldgica de los

embriones.

Ademas, se ha observado que la visualizacién de un nucleo Unico por
blastdmero es un buen predictor del potencial de implantaciéon (Moriwaki y
cols., 2004; Saldeen y Sundstrém, 2005).

La multinucleacion se define como la presencia de mas de un nucleo en al
menos uno de los blastdmeros de un embrién (Jackson y cols., 1998;
Staessen y Van Steirteghem, 1998; Van Royen y cols., 2003; Elder y Cohen,
2007); se puede evaluar en diferentes momentos del desarrollo

embrionario, desde 2 células hasta el dia 3 del desarrollo.

Se observa con mas facilidad en el estadio de 2 células (Balakier y Cadesky,
1997). A partir del dia 3 de desarrollo es mas dificil la visualizacién de los
nucleos, debido al tamano menor de los blastdmeros y al nUmero mayor de
células (Van Royen y cols., 2003; Parriego y cols., 2013), pero es posible
hacerlo mediante movimientos secos de la platina, para que el embridn gire
y permita observar tanto la multinucleacion como la uninucleacion. La
presencia de multinucleacion es frecuente, pero la incidencia varia mucho
en los distintos estudios, existiendo incluso variaciones significativas entre
observadores (Paternot y cols., 2009). Numerosos trabajos han mostrado
gue la observaciéon de la nucleacién y en particular de la multinucleacion es
un parametro de alto valor predictivo de la viabilidad de un embrién
(Jackson y cols., 1998; Pelinck y cols., 1998; Van Royen y cols., 2001,
2003; Meriano y cols., 2004; Cuadros y cols., 2011).

La multinucleacion suele ir asociada a otros parametros de mal prondstico,
como un porcentaje alto de fragmentacién y blastomeros con divisién
desigual, asi como una tasa menor de formacion de blastocistos (Balakier y
Cadesky, 1997; Jackson y cols., 1998; Hnida y cols., 2004; Yakin y cols.,
2005). Ademas, segun diversos autores, los embriones multinucleados
presentan un numero mayor de alteraciones cromosdmicas (Grifo y cols.,
1990; Pickering y cols., 1995; Hardarson y cols., 2001; Munne, 2006;
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Agerholm y cols., 2008; Parriego y cols., 2013) y una mayor tasa de abortos
(Jackson y cols., 1998; Scott y cols., 2007; Fauque y cols., 2013). Sin
embargo, en algunos estudios se muestran casos de implantacion y nacidos
vivos a partir de embriones multinucleados (Elder y Cohen, 2007; Parriego
y cols., 2013).

3.13. Valoracion morfologica del blastocisto

Después de la compactacién celular, en la que las células pierden su
identidad celular, empieza a formarse una cavidad denominada blastocele
y se produce la diferenciacién celular. Esta nueva disposicidon recibe el
nombre de blastocisto. Las partes principales de evaluacién de los

blastocistos son dos, masa celular interna y trofoctodermo.

El cultivo y transferencia en estadio de blastocisto arroja tasas de gestacion
y recién nacido vivo mayores a las observadas en las transferencias de
embriones en dia 3 de desarrollo (Papanikolaou y cols., 2006; Styer y cols.,
2008), por lo que se considera que puede ser una buena herramienta de
seleccion embrionaria, que permite ademas reducir el numero de
gestaciones multiples (Gardner y Schoolcraft, 1999). Los datos publicados
en la revision de Cochrane (Glujovsky y cols., 2012) asi lo demuestran,
mostrando que las tasas de nacido vivo son mejores que las que se
consiguen con embriones en estadios mas tempranos, aunque la tasa de
embarazo clinico acumulada con la descongelacién es significativamente
mas alta en dia 2 y 3 que en dia 5 y 6 de desarrollo, probablemente debido
a que en estadios tempranos se congela con mas frecuencia y hay menos
cancelaciones de las transferencias (Glujovsky y cols., 2012). No todos los
embriones son capaces de llegar a la fase de blastocisto. Esta descrito que
sOlo entre el 40% y el 60% de los ovocitos fecundados in vitro llegan a este
estadio (Gardner y cols., 1998; Behr y cols., 1999), y esta capacidad esta
relacionada directamente con la morfologia que presenta el embridn en

estadios mas tempranos.

En este estudio se siguid la clasificacion ASEBIR muy parecida a la de

Gardner (Gardner y cols., 1998), donde los parametros que se tienen en
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cuenta son: el tamafio, forma y grado de compactacidon de la masa celular
interna (MCI), el grado de expansion del blastocele, y la estructura y
numero de células del trofoectodermo (TE), estipulando cuatro categorias:
A, B, C y D. que ademas concuerda con estudios publicados previamente
gue adjudican mayor relevancia a la morfologia del TE respecto a la MCI
(Ahlstrém y cols., 2011; Hill y cols., 2013).

3.13.1. Masa celular interna

Este es un parametro importante para definir las distintas categorias
de blastocistos, ya que la MCI origina el hipoblasto y el epiblasto, que daran
lugar respectivamente a la vesicula vitelina y a los tres linajes celulares,
ectodermo, endodermo y mesodermo, ademas del saco amnidtico
(Trounson, 2002). La masa celular interna ha de tener una forma ovalada

y sus células deben estar compactadas.

El tamafio favorable varia entre 1900 y 3800 pm,. Tamafios inferiores

implicarian un menos potencial implantatorio (Richter y cols., 2001).

Se clasifica por el numero de células que se observa. Se diferencian cuatro

tipos:

Tipo 1: Ausente o degenerada.

Tipo 2: muy pocas células.

Tipo 3: varias células agrupadas y de aspecto laxo.

Tipo 4: compacta, con muchas células, redonda y bien definida.

Para poder realizar el estudio estadistico se han hecho diferentes grupos:

Grupo 1: valores de 0.5 a 1.5 de masa celular interna.

Grupo 2: valores de 1.5 a 2.5 de masa celular interna.

Grupo 3: valores de 2.5 a 3.5 de masa celular interna.

Grupo 4: valores de 3.5 a 4.5 de masa celular interna.

86



Materiales y métodos

3.13.2. Trofoctodermo

Esta estructura se caracteriza por presentar una monocapa de células
cohesionadas que constituyen la pared del blastocele o cavidad del
blastocisto. El nimero, la forma y el grado de cohesiéon nos ayudaran a

clasificar el blastocisto en las distintas categorias:

A pesar de que la calidad morfoldgica del TE es fundamental para valorar el
embrion, los blastocistos con TE subdptimo presentan buenas tasas de
implantacidn, siempre que la MCI tenga una morfologia normal (Kovacic y

cols., 2004; Ahlstrém y cols., 2011; Hill y cols., 2013).

Se clasifica segun el numero de células que se observan. Se

diferencian cuatro tipos:
- Tipo 1: con células degeneradas.
- Tipo 2: formado por pocas células.
- Tipo 3: incompleto, presenta alguna zona lineal.
- Tipo 4: completo, formado por muchas células.
Para poder realizar el estudio estadistico se han hecho diferentes grupos:
- Grupo 1: valores de 0.5 a 1.5 de trofoctodermo.
- Grupo 2: valores de 1.5 a 2.5 de trofoctodermo.
- Grupo 3: valores de 2.5 a 3.5 de trofoctodermo.

- Grupo 4: valores de 3.5 a 4.5 de trofoctodermo.

3.14. Prueba de embarazo

La prueba de embarazo se lleva a cabo 10 dias después de la
transferencia midiendo los niveles de B-HCG en sangre. La prueba es

positiva a partir de un valor de 10 mUI/ml.
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3.15. Tasa de implantacion

La transferencia en el laboratorio puede ser de uno o dos embriones
por lo que la tasa de implantacion puede variar en funcidon del nimero de
sacos gestacionales, dandole nosotros unos valores para poder realizar el

analisis estadistico.
- 1: 0% de implantacidn.
- 2:50% de implantacion.

- 3:100% de implantacion.

3.16. Seguimiento del embarazo

Se realiza un seguimiento del embarazo para saber su evolucion,

valorando los abortos.

1: embarazo positivo. Prueba en sangre de la hormna B-HCG con

valor mayor a 10.

- 2! embarazo negativo. Prueba en sangre de la hormna pB-HCG con

valor menor a 10.

- 3. aborto bioquimico. Cuando tras una prueba de B-HCG positiva

se negativiza antes de ver el saco vitelino ecograficamente.
- 4! aborto clinico. Aborto tras observar el saco vitelino.
- 5! ectdépico. Anidacién del embridon fuera del utero.

- 6. no transferencia. Debido a que la calidad embrionaria no llega

a unos minimos para poder transferir.

3.17. Tratamiento estadistico y ajuste de datos
Los datos numeéricos de los diferentes experimentos se procesaron
utilizando hojas de calculo Microsoft Excel.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS versidon 22.0. (IBM,
Chicago, IL, EE.UU.). Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov (o

Shapiro-Wilk si es menor de 50) para comprobar la normalidad de los datos.
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Las variables cualitativas se presentaron como frecuencias y porcentajes y

las variables cuantitativas se desribieron como media £ SD.

Para establecer las diferencias entre las actividades enzimaticas en funcién
de los diferentes tipos de simetria y embriones que consiguen embarazo se
utilizd el test t-de Sudent cuando la distribucion resulté normal y se
comparaban dos grupos y el test ANOVA en caso de mas de dos categorias.
Cuando la distribucion de los datos era no paramétrica se aplico el test U
de Mann Whitney en caso de dos categorias y Krukall- Wallis cuando eran

mas de dos.

Se realizaron correlaciones de Pearson para examinar las asociaciones entre
calidad seminal, tasa de fecundaciéon, calidad embrionaria y actividades
enzimaticas. Cuando las variables no presentaron una distribucion normal

se utilizaron correlaciones de Spearman.

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos

cuando p<0,05.
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Resultados

4.1. Parametros seminales, tasa de fecundacion y

parametros de calidad embrionaria

4.1.1. Parametros de calidad seminal

Para la realizacion de este trabajo se llevd acabo el estudio de
actividades enzimaticas en las muestras seminales empleadas en ciclos de
fecundacion in vitro de 115 pacientes de la Unidad de Reproduccién asistida

de la clinica IVI Bilbao.

Al inicio del tratamiento en el laboratorio de fecundacién in vitro se
analizaron las siguientes variables relativas a la calidad seminal:
concentracién espermatica (M/ml); movilidad de los espermatozoides
clasificandolos en progresivos, no progresivos e inmoviles (%); morfologia
espermatica normal (%). Las medias, desviaciones tipicas (SD) y valores
maximos y minimos de los citados parametros se representan en la Tabla

5.

Tabla 5. Parametros descriptivos de calidad seminal

Media SD Valor Valor Muestras

(%) Minimo Maximo (n)
Concentracion (M/ml) 52.15 34.14 2 150 112
Espermatozoides 53.82  14.74 6 82 115
progresivos (%)
Espermatozoides no 9.26  8.14 0 77 115
progresivos (%)
Espermatozoides 35.7  15.54 0 78 115
inmoviles (%)
Morfologia espermatica 236 2.20 0 14 89
normal (%)

SD: desviacidn tipica
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4.1.2. Tasa de fecundacion

La tasa de fecundacion se analizé 17-20 horas post inseminacion o
microinyeccion intracitoplasmatica En la Tabla 6 pueden observarse los
valores descriptivos para la tasa de fecundacion en la presente muestra,

calculada mediante la siguiente formula:

» N2 de ovocitos correctamente fecundados
Tasa de Fecundacion = = - x 100
N2 de ovocitos maduros

Tabla 6. Parametros descriptivos referentes a la tasa de fecundacién

. Valor Valor Muestras
Media SD () Minimo Maximo (n)
Tasa de
fecundacién (%) 63.84 22.81 0 100 116

SD: desviacidn tipica

4.1.3. Parametros de calidad embrionaria

Las variables relativas a la calidad embrionaria, asi como sus valores
descriptivos pueden observarse en la Tabla 7. Para determinar la calidad
embrionaria se cuantificaron en el dia 2 y el dia 3 de desarrollo embrionario
el niumero de células del embridn, la fragmentacion celular y el nUmero de

células multinucleadas.

Otro de los indicadores de calidad embrionaria analizados fue la simetria
embrionaria. En la Figura 17 se representan la frecuencia en porcentaje, de
los tipos de simetria para las muestras analizadas pasados dos y tres dias
desde la fecundacidon. En ambos grupos muestrales, la simetria tipo 2 fue
la mas frecuente. El 72% de las muestras analizadas al 2° dia de desarrollo
presentaron una simetria tipo 2, el 24% de las mismas tipo 1 y el 3,6% tipo
3. Entre las muestras analizadas al 3° dia el 78,6% presentaron una

simetria tipo 2, el 11,9% de las mismas tipo 1 y el 9,7 tipo 3.
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Tabla 7. Parametros descriptivos relativos a la calidad embrionaria tanto

en dia 2 como en dia 3 de desarrollo embrionario

Media SD Valor Valor Muestras

() Minimo Maximo (n)
Células D2 (n) 3.75 0.71 1 6 111
Fragmentacion D2 (%) 4.83 5.21 0 25 111
Células multinucleadas
D2 (n) 0.43 1.08 0 5 53
Células D3 (n) 6.57 1.26 3.5 10 102
Fragmentacion D3 (%) 5.44 5.40 0 24 104
Células multinucleadas
D3 (n) 0.33 0.87 0 4 49

SD: desviacion tipica; D2: dia 2 de desarrollo embrionario; D3 dia 3 de desarrollo
embrionario
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Figura 17. Distribucién de la muestra en porcentajes segun el tipo de
simetria embrionaria en dia 2 y dia 3 de desarrollo
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4.2. Niveles de actividades peptidasicas en las
diferentes fracciones seminales y su relacion con

indicadores de la calidad seminal

4.2.1. Distribucion de la actividad enzimatica en fracciones

seminales

Se estudid la actividad de las enzimas APN, DPP IV, PEP y NEP en las
siguientes fracciones de eyaculado: espermatozoides, liquido seminal vy
prostasomas. Las medias, desviaciones tipicas y valores maximos vy
minimos de los citados parametros se representan en las Tablas 8, 9, 10 y
11.

Tabla 8. Actividad enzimatica APN en fracciones seminales

. Valor Valor Muestras
Media SD (%) Minimo Maximo (n)
APN . 19816,1 17693,0 13494  97865,2 70
espermatozoides
APN liquido 26429,8 19447,6  2353,9 78816,9 81
seminal
APN prostasomas | 108699,8 74148,4  1879,3 334660,6 96

APN: Aminopeptidasa N; La actividad enzimdatica esta expresada como UP (pmol
de sustrato fluorogénico hidrolizado/min) por L de muestra; SD: desviacion tipica

Tabla 9. Actividad enzimatica DPPI IV en fracciones seminales

. Valor Valor Muestras

Media SD (%) Minimo Maximo (n)
DPP IV . 27460,0 30284,8 1826,0 128416,0 34
espermatozoides
DPP IV liquido 3075,9 25150 358,48  8552,8 34
seminal
DPP IV 70164,5 64394,4 5889,0  273795,0 36
prostasomas

DPPI IV: Dipeptidil Peptidasa IV; La actividad enzimatica esta expresada como UP
(pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/min) por L de muestra; SD: desviacion
tipica

96



Resultados

Tabla 10. Actividad enzimatica PEP en fracciones seminales

. Valor Valor Muestras
Media SD (%) Minimo Maximo (n)
PEP . 464,78 646,45 28,0 3275,0 36
espermatozoides
PEP liquido 56,37 45,33 8,00 178,0 41
seminal
PEP prostasomas 341,77 381,25 1,19 1544,26 41

PEP: Prolil Endopeptidasa; La actividad enzimdatica esta expresada como UP (pmol
de sustrato fluorogénico hidrolizado/min) por L de muestra; SD: desviacion tipica

Tabla 11. Actividad enzimatica NEP en fracciones seminales

. Valor Valor Muestras
Media SD (%) Minimo Maximo (n)
NEP . 9,01 5,35 1,67 25,46 38
espermatozoides
NEP liquido 0,76 0,40 0,23 2,24 55
seminal
NEP prostasomas 20,98 7,43 10,39 39,85 66

NEP: Endopeptidasa Neutra; La actividad enzimatica estda expresada como UP
(pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/min) por L de muestra; SD: desviacion

tipica
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4.2.2. Relacion entre la actividad enzimatica y la edad en las

diferentes fracciones seminales

La relacion entre la actividad enzimatica y la edad de los varones
analizada mediante el coeficiente de correlacién de Spearman, se muestra
en la Tabla 12.

Se hallé una correlacidn negativa estadisticamente significativa (p<0,05)
entre la actividad de la enzima APN en la fraccién de prostasomas y la edad
del hombre, asi como una correlacion positiva estadisticamente significativa
(p<0,05) entre la actividad de la enzima NEP en la fraccién de prostasomas
y la edad del hombre. (Tabla 12).

Tabla 12. Correlaciones entre las actividades enzimaticas APN, DPP IV, PEP
y NEP y la edad de los pacientes, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
APN -0.064 0.620 62 | -0.140 0.242 72| -0.214 0.050" 82

DPP IV | -0.202 0.275 31 -0.271 0.141 31| -0.270 0.129 33

PEP -0.145 0.414 34 0.096 0.561 39| -0.047 0.777 39

NEP 0.198 0.233 38 0.228 0.093 55| 0.239 0.050" 66

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05
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4.2.3. Relacion entre la actividad enzimatica e indicadores de

calidad seminal

La relacidon entre la actividad de las mencionadas enzimas y las
variables indicadoras de calidad seminal (concentracién espermatica,
porcentaje de espermatozoides progresivos, no progresivos e inmoéviles y
morfologia espermatica normal) fue analizada mediante la prueba de
correlacién de Spearman para todos los casos a excepcion de la correlacion
entre espermetazoides inmdviles y actividad NEP en prostasomas, en la que

se utilizé la prueba de Pearson.

Se hallaron correlaciones negativas estadisticamente significativas entre la
actividad de la APN en liquido seminal y la concentracién de
espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides progresivos. La
correlacién para la actividad de la APN de la mencionada fraccién de liquido
seminal fue positiva y estadisticamente significativa con el porcentaje de
espermatozoides no progresivos, asi como con la morfologia normal de los
mismos. También se hallé una correlacién positiva y significativa entre el
porcentaje de espermatozoides morfoldgicamente normales y la actividad

de la APN en la fraccion de prostasomas (Tabla 13).

Tabla 13. Correlaciones entre la actividad enzimatica APN y los indicadores
de calidad seminal, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

R p n R p n R p n

Concentracio |  o45 0,723 66 | -0.245 0.028" 81 |-0.130 0.220 90
n (M/ml)
Progresivos
(%)

No
progresivos 0.051 0.680 68 | 0.230 0.037° 83 |-0.034 0.746 93
(%)

-0.159 0.197 68 | -0.266 0.015" 83 | -0.072 0.492 93

Inmoviles

0.063 0.607 68 | 0.179 0.105 83 | 0.088 0.399 93
(%)

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05
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En la Tabla 14 se representan las correlaciones de la actividad de la enzima
DPP IV con los pardmetros seminales analizados. Unicamente se revelé una
correlacién negativa y significativa entre actividad enzimatica de la fraccién

de prostasomas y la concentracidon seminal.

Tabla 14. Correlaciones entre la actividad enzimatica DPP IV y los
indicadores de calidad seminal, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Concentracion "
(M/ml) -0.207 0.263 31 | -0.201 0.278 31 | -0.418 0.015" 33
Z,’/:;”es"’“ -0.327 0.073 31 | -0.199 0.284 31 | -0.234  0.189 33
No progresivos
(%) -0.039 0.836 31 | -0.136 0.466 31 | -0.295  0.095 33

Inméviles (%) | 0.299 0.103 31 | 0.183 0.324 31 0.322 0.068 33

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05
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La actividad de la enzima PEP no mostrd correlaciones estadisticamente
significativas con los parametros seminales estudiados. La relacién entre la
actividad de la mencionada enzima en la fraccién de espermatazoides y
liguido seminal y la concentracién seminal de espermatozoides fue positiva,
pero negativa para la correlacion con la actividad de prostasomas. Se
observé para las tres fracciones (espermatozoides, liquido seminal vy
prostasomas) una relacién negativa, aunque no significativa, entre la
actividad de PEP y el porcentaje de espermatozoides progresivos, asi como
con el de no progresivos y una relaciéon positiva con el porcentaje de

inmoviles, asi como con el de morfoldgicamente normales (Tabla 15).

Tabla 15. Correlaciones entre la actividad enzimatica PEP y los indicadores
de calidad seminal, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Concentracio | , 13 gs7 34 | 0.253 0.121 39 |-0.018 0.911 39
n (M/ml)
Progresivos
(%)

No
progresivos -0.255 0.133 36 | -0.109 0.499 41 |-0.206 0.196 41
(%)

-0.036 0.841 34 | -0.085 0.607 39 |-0.170 0.300 39

:Eﬁ"‘;m"'es 0.074 0.670 36 | 0.123 0.445 41 | 0.248 0.118 41
Morfologia

0.213 0.428 16 | 0.070 0.768 20 | 0.110 0.655 19
normal (%)

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05
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La actividad de la enzima NEP en la fraccién de liquido seminal mostré una
correlacién negativa y estadisticamente significactiva con el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales. Aunque no se hallaron mas
correlaciones estadisticamente significativas, se observé para las tres
fracciones (espermatozoides, liquido seminal y prostasomas) una relacién
negativa de la actividad de NEP con la concentracion seminal y con la
cantidad de espermatozoides morfoldgicamente normales. La correlacion
entre la actividad enzimatica de NEP y el porcentaje de espermatozoides
progresivos fue positiva para las fracciones espermetazoides vy
prostasomas, pero negativa para la actividad de liquido seminal, al contrario
de lo observado para la cantidad de espermatozoides no progresivos, asi
como para la cantidad de inmodviles, aunque ninguna de ellas fue
significativa. La correlacién entre la actividad enzimatica en prostasomas vy
el porcentaje de inmdviles se ha calculado mediante la correlacion de
Pearson (Tabla 16).

Tabla 16. Correlaciones entre la actividad enzimatica NEP y los indicadores
de calidad seminal, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Concentracion | 554 (ggs 38 |-0.204 0.135 55 | -0.046 0.715 66
(M/ml)
Progresivos
(%)

No
progresivos -0.029 0.864 38 | 0.138 0.315 55 | -0.166 0.184 66
(%)

0.041 0.807 38 |-0.179 0.192 55 | 0.167 0.180 66

:Q/L‘;m’“es -0.075 0.653 38 | 0.150 0.274 55 | -0.121 0.333 66
Morfologia

-0.118 0.573 25 | -0.325 0.050° 35 | -0.005 0.976 39
normal (%)

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05
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4.3. Actividades peptidasicas seminales y tasa de

fecundacion

La relacidn entre la actividad enzimatica seminal y la tasa de
fecundacion se estudid mediante la prueba de correlacion de Spearman
excepto para la enzima NEP en la fraccién de prostasomas, para la que se
utilizé6 la prueba de Pearson. Se halld6 una correlacidn negativa
estadisticamente significativa (p<0,05) entre la tasa de fecundacién vy la

actividad de NEP de la fraccién de espermatozoides.

La correlacién entre la actividad enzimatica de la enzima NEP en
prostasomas y la tasa de fecundacion se ha calculado mediante la

correlacién de Pearson (Tabla 17).

Tabla 17. Correlaciones entre las actividades enzimaticas APN, DPP IV, PEP
y NEP y la tasa de fecundacion, en las fracciones seminales

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
APN 0.056 0.657 65| -0.099 0.381 81| -0.041 0.702 90

DPP 1V 0.213 0.250 31 0.308 0.092 31 -0.138 0.443 33

PEP 0.033 0.853 34 0.035 0.833 38 -0.014 0.933 38

NEP -0.770 0.000"" 38 | -0.202 0.139 55 0.077 0.539 66

R: Coeficiente de correlacion; Significacion estadistica: * p<0,05; ** p<0,005

4.4. Actividades peptidasicas seminales y calidad
embrionaria

La relacidn entre la actividad enzimatica y la calidad embrionaria fue
estudiada en los dias 2 y 3, 5 y 6 tras la fecundacidon. Como indicadores de

calidad embrionaria en dia 2 y 3 se utilizaron las siguientes variables:

numero de células, porcentaje de fragmentacién, nuimero de células
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multinucleadas y simetria. Como indicadores de calidad embrionaria en dia
5y 6 de desarrollo embrionario, se utilizé el porcentaje de embriones que
alcanzan dicho estadio. La relacion de la actividad enzimatica con las
mencionadas variables fue estudiada mediante la prueba de correlacién de
Pearson o Spearman, excepto en el caso de la simetria, cuya comparacion
intergrupal fue realizada mediante los test de Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis.

4.4.1. Actividad enzimatica y calidad embrionaria en Dia 2 de

desarrollo embrionario

Durante el dia 2 la actividad de la enzima APN de la fraccién de liquido
seminal y prostasomas correlaciond negativamente de manera
estadisticamente significativa con el nimero de células del embridn.
También se halld una correlacidon estadisticamente significativa (p<0,05)
pero positiva entre la actividad de la mencionada enzima en las mismas
fracciones y el porcentaje de fragmentacion. La correlacidon con el niumero
de células multinucleadas en el embrién fue negativa para la actividad de
las fracciones de espermatozoides, asi como para prostasomas y positiva

para liquido seminal, aunque no estadisticamente significativa (Tabla 18).

Tabla 18. Correlaciones entre la actividad enzimatica APN en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D2

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

R p n R p n R p n

Células D2 (n) 0.032 0.799 65 | -0.251 0.025° 80 | -0.246 0.020" 89

Fragmentacion o x
D2 (%) 0.023 0.858 64 0.324 0.003 80 | 0.224 0.035 89
Multinucleacion

D2 (n) -0.022 0.918 24 | 0.002 0.994 24 | -0.141 0.482 27

D2: Dia 2 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05
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No se hallaron correlaciones estadisticamente significativas para las
enzimas DPP IV, PEP y NEP con los parametros embrionarios del dia 2,
aungue si se observo tendencia a la disminucion del nimero de células con
mayor actividad de NEP en la fraccion de liquido seminal (Tablas 19, 20 y
21).

Tabla 19. Correlaciones entre la actividad enzimatica DPP IV en las
fracciones seminales y los parametros de calidad embrionaria en D2

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Células D2 (n) | -0.117 0.538 30 | -0.130 0.492 30 0.107 0.559 32

Fragmentacién )
D2 (%) 0.021 0.914 29 0.033 0.867 29 0.059 0.754 31
Multinucleacién

0.032 0.871 29 | 0.086 0.656 29 0.237 0.198 31
D2 (n)

D2: Dia 2 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 20. Correlaciones entre la actividad enzimatica PEP en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D2

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Células D2 (n) 0.052 0.769 34 | 0.198 0.228 39 0.078 0.637 39

Fragmentacién )
D2 (%) 0.058 0.747 34 0.076 0.647 39 0.163 0.321 39
Multinucleacién

-0.241 0.199 30 | -0.086 0.635 33 | -0.056 0.759 32
D2 (n)

D2: Dia 2 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05
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Tabla 21. Correlaciones entre la actividad enzimatica NEP en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D2

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Células D2 (n) 0.186 0.272 37 | -0.258 0.062 53 0.033 0.795 63

Fragmentacion | ) )
D2 (%) 0.019 0.913 37 0.084 0.551 53 0.228 0.072 63
Multinucleacién

D2 (n) ND ND 0.225 0.532 10

D2: Dia 2 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; ND: no hay
datos disponibles; Significacion estadistica: * p<0,05
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A continuacidon, se muestra la comparacién de la actividad de la APN en
diferentes grados de simetria de las blastomeras como indicador de la
calidad embrionaria. Durante el dia 2 se utilizé6 la prueba Mann-Whitney

comparando dos grupos de simetria (simetria tipo 1 y tipo 2).

Durante el 20 dia la actividad enzimatica de APN en las tres fracciones
analizadas (espermatozoides, liquido seminal y prostasomas) fue mayor
para los sémenes que dieron lugar a embriones con simetria tipo 2, siendo
la diferencia intergrupal estadisticamente significativa (p<0,05) para la

fraccion de liquido seminal (Figura 18).

ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D2

x 10000

L4 Simetrial

LISimetria 2

UP/mg proteina

Espermatozoides Liquido seminal Prostasomas

Figura 18. Actividad enzimatica de la enzima APN en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 2 de
desarrollo embrionario.

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, * P<0,05
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La actividad seminal de la enzima DPP IV fue mayor en aquellos que
obtuvieron células con simetria tipo 1 en dia 2, siendo la diferencia
intergrupal estadisticamente significativa (p<0,05) en la actividad de la

fraccidon de prostasomas (Figura 19).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D2
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Figura 19. Actividad enzimatica de la enzima DPP IV en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en el dia 2 de
desarrollo embrionario.

La actividad enzimatica estda 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
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La actividad enzimatica de PEP en las fracciones de espermatozoides y
liguido seminal fue mayor para los sémenes que dieron lugar a embriones
con simetria tipo 2 en el dia 2, siendo la diferencia intergrupal
estadisticamente significativa (p<0,05) en la primera de las mencionadas

fracciones (Figura 20).

ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D2
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Espermatozoides Liquido seminal Prostasomas

Figura 20. Actividad enzimatica de la enzima PEP en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en el dia 2 de
desarrollo embrionario.

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, * P<0,05
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La actividad enzimatica de NEP en las fracciones de espermatozoides y
prostasomas fue mayor para las células con simetria tipo 2 en dia 2, siendo
la diferencia intergrupal en la segunda estadisticamente significativa
(p<0,05) (Figura 21).

ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D2

25 A

15 L4 Simetrial

L1Simetria 2
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Espermatozoides Liquido semminal Prostasomas

Figura 21. Actividad enzimatica de la enzima PEP en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 2 de
desarrollo embrionario.

La actividad enzimatica estda 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
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4.4.2. Actividad enzimatica y calidad embrionaria en Dia 3 de

desarrollo embrionario

En lo que se refiere a los embriones de 3 dias, la actividad de la
enzima APN en el liguido seminal se correlacion6 de manera positiva y
estadisticamente significativa con el porcentaje de fragmentacion celular.
Aungue no fueron estadisticamente significativas, las correlaciones entre la
actividad enzimatica de APN en todas las fracciones y el nimero de células
de sus embriones correspondientes fueron negativas. La actividad en
espermatozoides y en prostasomas mostraron una relacién positiva con el
porcentaje de fragmentacion y el nimero de células multinucleadas de sus

embriones (Tabla 22).

Tabla 22. Correlaciones entre la actividad enzimatica APN en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D3

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

R p n R p n R p n

Células D3 (n) | -0.052 0.704 55 | -0.186 0.117 72 | -0.157 0.164 80

Fragmentacién 5
D3 (%) 0.087 0.514 58 0.340 0.003 74 | 0.188 0.091 82
Multinucleacién

D3 (n) 0.209 0.351 22 | 0.046 0.836 23| 0.192 0.359 25

D3: Dia 3 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tal como se puede observar en las siguientes Tablas (23 y 24), las
actividades de la DPP IV y de la PEP mostraron una correlacién positiva y
estadisticamente significativa (p<0,05) con el del n° de células
multinucleadas en dia 3 de desarrollo embrionario. La actividad de la enzima
NEP mostré una correlacion negativa y estadisticamente significativa con el
porcentaje de fragmentacion celular (Tabla 25). La correlacion de la Tabla
25 entre el nUmero de células en dia 3 de desarrollo y los prostasomas se

ha calculado mediante la correlacion de Pearson.
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Tabla 23. Correlaciones entre la actividad enzimatica DPP IV en las
fracciones seminales y los parametros de calidad embrionaria en D3
Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Células D3 (n) | -0.413 0.036" 26 | -0.247 0.224 26 | 0.044 0.826 28
Fragmentacion
D3 (%) 0.006 0.976 26 | 0.010 0.960 26 | 0.004 0.984 28
Multinucleacion | ., (071 26| 0479 0.013° 26| 0.323 0.093 28

D3 (n)

D3: Dia 3 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 24. Correlaciones entre la actividad enzimatica PEP en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D3

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Células D3 (n) | -0.216 0.242 32| -0.067 0.700 36| -0.119 0.490 36
Fragmentacién
D3 (%) 0.176 0.343 31 0.133 0.439 36 0.157 0.360 36
M“'t'l';;'c(':)acm“ 0.250 0.209 27| 0.471 0.009° 30| 0.285 0.134 29

D3: Dia 3 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05
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Tabla 25. Correlaciones entre la actividad enzimatica NEP en las fracciones
seminales y los parametros de calidad embrionaria en D3

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Células D3 (n) -0.246 0.138 33 | -0.057 0.693 50 0.128 0.335 59
Fragmentacién | ) . o
D3 (%) 0.176 0.319 34| -0.127 0.375 51 0.396 0.002 60
Multinucleacion ND ND 0.209 0.620 8

D3 (n)

D3: Dia 3 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; ND: Datos no

disponibles; Significacion estadistica: * p<0,05
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Al estudiar las diferencias de las peptidasas seminales en blastomeras de
embriones en dia 3 de desarrollo con diferente grado de simetria, se utilizd
la prueba Kruskal-Wallis para comparar tres grupos de simetrias (simetria
tipo 1, tipo 2 y tipo 3) excepto para la enzima NEP, para la que se utilizé la

prueba Mann-Whitney.

Para la enzima APN, en se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
intergrupales en la fraccidén de liquido seminal, siendo mayor la actividad
en muestras seminales que dan lugar en el dia 3 a blastdmeras con simetria
tipo 2. Se produce la misma tendencia en la actividad de prostasomas, pero

sin llegar a tener diferencias significativas (Figura 22).

ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D3
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Figura 22. Actividad enzimatica de la enzima APN en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 3 de
desarrollo embrionario.

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, * P<0,05
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La actividad de la enzima DPP IV en las tres fracciones fue mayor en
aquellas muestras que producen embriones con células de simetria tipo 1
en el dia 3, aunque no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) (Figura 23).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D3
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Figura 23. Actividad enzimatica de la enzima DPP IV en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 3 de
desarrollo embrionario.

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
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Para la enzima PEP en la fraccién de espermatozoides las muestras que
producen blastomeras con simetria tipo 3 mostraron mayor actividad
respecto a las que producen de tipo 1 y tipo 2 respectivamente. En la
fraccion de liquido seminal, asi como en la de prostasomas las que mas
actividad mostraron fueron las muestras que produjeron blastomeras con

simetria de tipo 1, seguidas de las de tipo 2 y tipo 3 (Figura 24).

ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D3
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Figura 24. Actividad enzimatica de la enzima PEP en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 3 de
desarrollo embrionario.

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, * P<0,05
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En la enzima NEP, para las tres fracciones analizadas la actividad fue mayor
en aquellas muestras que produjeron embriones con simetria tipo 2 en dia
3 de desarrollo siendo la diferencia en prostasomas estadisticamente

significativa (p<0,05) (Figura 25).

ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE SIMETRIA EMBRIONARIO D3
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Figura 25. Actividad enzimatica de la enzima NEP en las diferentes
fracciones y en embriones segun el grado de simetria celular en dia 3 de
desarrollo embrionario.

La actividad enzimatica estda 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
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4.4.3. Actividad enzimatica y calidad embrionaria en Dia 5 de

desarrollo embrionario

Para los embriones en dia 5 de desarrollo no se hallaron correlaciones
estadisticamente significativas entre actividad enzimatica y nimero de
células. La correlacion entre la actividad enzimatica de APN, DPP IV y PEP
y el nimero de células en la fraccion de espermetazoides, asi como de
prostamomas fueron negativas, mientras que para la fraccion de liquido
seminal fue positiva (Tablas 26, 27 y 28). De la actividad enzimatica de NEP
no se obtuvieron datos para las fracciones de espermatozoides y liquido
seminal, observandose correlaciéon positiva, aunque no estadisticamente

significativa con la fraccidon de prostasomas (Tabla 29).

Tabla 26. Correlaciones entre la actividad enzimatica APN en las fracciones
seminales y el porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D5

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

R p n R p n R p n

Embriones D5 | .50 0350 2| 0031 0895 21 |-0.167 0457 22
(%) 0

D5: Dia 5 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 27. Correlaciones entre la actividad enzimatica DPP IV en las
fracciones seminales y el porcentaje de embriones que llegan a
desarrollarse en D5

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Emb"('f,’/:)es D5 | 0270 0.237 f 0.060 0.792 22 | -0.153 0.486 23

D5: Dia 5 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05
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Tabla 28. Correlaciones entre la actividad enzimatica PEP en las fracciones
seminales y el porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D5

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Embr('f,’/:)es D5 | 0.031 o0.887 i 0.004 0.984 27 |-0.031 0.881 26

D5: Dia 5 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 29. Correlaciones entre la actividad enzimatica NEP en las fracciones
seminales y el porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D5

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Embriones D5
(%) ND ND 0.331 0.423 8

D5: Dia 5 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; ND: Datos no
disponibles; Significacion estadistica: * p<0,05
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4.4.4. Actividad enzimatica y calidad embrionaria en Dia 6 de

desarrollo embrionario

Para los embriones en dia 6 de desarrollo no se hallaron correlaciones
estadisticamente significativas entre actividad enzimatica y calidad
embrionaria. La correlacidn entre la actividad enzimatica de APN y el
nimero de células en la fraccion de espermatozoides, asi como de
prostasomas fueron negativas, mientras que para la fraccion de liquido
seminal fue positiva (Tabla 30). La correlacion entre la actividad enzimatica
de DPP IV y el nimero de células fue negativa en la fraccion de
espermetazoides y positiva en liquido seminal y prostasomas (Tabla 31).
Para la actividad enzimatica de PEP se observd una correlacién positiva con
la fraccion de liguido seminal, asi como de prostamomas y una correlacion
negativa con la fracciéon de espermatozoides (Tabla 32). De la actividad
enzimatica de NEP no se obtuvieron datos para las fracciones de
espermatozoides y liquido seminal, observandose  correlacion
estadisticamente no significativa y positiva con la fraccion de prostasomas
(Tabla 33).

Tabla 30. Correlaciones entre la actividad enzimatica APN en las fracciones
seminales y porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D6

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Embr('f,’/:)es D6 | 0220 0.350 S 0.031 0.895 21 | -0.167 0.457 22

D6: Dia 6 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05
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Tabla 31. Correlaciones entre la actividad enzimatica DPP IV en las
fracciones seminales y porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse
en D6

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Embriones D6 -0.028 0.921 é 0.190 0.481 16 0.037 0.888 17
(%)

D6: Dia 6 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 32. Correlaciones entre la actividad enzimatica PEP en las fracciones
seminales y porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D6

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas

Embr('f,’/:)es')s 0003 0763 1| 0080 0777 15 |-0127 0652 15

D6: Dia 6 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; Significacion
estadistica: * p<0,05

Tabla 33. Correlaciones entre la actividad enzimatica NEP en las fracciones
seminales y porcentaje de embriones que llegan a desarrollarse en D6

Espermatozoides Liquido Seminal Prostasomas
R p n R p n R p n
Embriones D6 | ND 0.327 0.429 8
(%)

D6: Dia 6 de desarrollo embrionario; R: Coeficiente de correlacion; ND: Datos no
disponibles; Significacion estadistica: * p<0,05
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4.5. Actividades peptidasicas seminales e

implantacion embrionaria

A continuacion, se exponen los resultados del andlisis de la relacién

entre la actividad enzimatica y la implantacién de los embriones.

4.5.1. Implantacion

En esta seccion se detallan los resultados del analisis de la relacidn
entre la actividad enzimatica seminal y la implantacién embrionaria tras la
transferencia (embriones que implantaron y embriones que no implantaron)

llevados a cabo con el test Mann-Whitney.

El ensayo enzimatico realizado en prostasomas y en liquido seminal mostré
mayor actividad de APN en muestras que produjeron embriones que
implantaron respecto a los que no lo hicieron, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en la fraccidn de liquido seminal
(Figura 26). No se hallaron diferencias intergrupales estadisticamente
significativas en las enzimas DPPI IV (Figura 27), PEP (Figura 28) y NEP
(Figura 29).
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ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

=
o
)

12

x 10000

10 ~

M Embriones que implantan
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Figura 26. Niveles de actividad APN en fracciones seminales
correspondientes a embriones que implantan y no implantan.

La actividad enzimatica estda 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

ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DEL GRADO DE LA IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 27. Niveles de actividad DPP IV en fracciones seminales
correspondientes a embriones que implantan y no implantan.

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, * P<0,05
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ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE LA IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 28. Niveles de actividad PEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que implantan y no implantan.

La actividad enzimatica estda 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

ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL GRADO DE LA IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 29. Niveles de actividad NEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que implantan y no implantan.

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, * P<0,05
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4.5.2. Porcentaje de implantacion por transferencia

En esta seccion se detallan los resultados del analisis de la relacidon
entre la actividad enzimatica seminal y el porcentaje de implantacién
embrionaria tras la transferencia analizados mediante kruskal-Wallis: 0%
cuando no implanta ningun embrién de los dos embriones transferidos, 50%
cuando implanta uno de los dos embriones transferidos y 100% cuando

implantan los dos embriones transferidos.

El analisis de la enzima de APN en la fraccion de espermatozoides reveld
mayor actividad en los espermatozoides correspondientes al grupo de
transferencias que consiguieron un 100% de implantacidon respecto a los
grupos que consiguieron el 50 y el 0%. En la fraccion de liquido seminal el
nivel de actividad enzimatica fue muy semejante entre los tres grupos. En
la fraccion de prostasomas el predominio de actividad enzimatica lo
obtuvieron los sémenes correspondientes a las transferencias que
consiguieron el 50 y el 100% de implantaciéon (Figura 30). La enzima DPP
IV en la fraccion de espermatozoides mostré mayor actividad en la fraccidn
de espermatozoides del grupo con una implantacion del 100%. La actividad
en el liquido seminal fue muy semejante para los que consiguieron el 50 y
el 100% de implantacion y levemente inferior para el grupo que no
consiguid implantacién. El andlisis en prostasomas revelé una actividad
semejante para los tres grupos de implantacion, siendo el grupo que
consiguidé el 50% el que tuvo mayor actividad, seguido del grupo que
consiguid el 100% de la implantaciéon (Figura 31). El ensayo enzimatico para
PEP mostré mayor actividad en espermatozoides correspondientes al grupo
de transferencias que consiguidé una implantacion del 100% y menos de la
mitad de actividad para el grupo del 50%. La actividad de ésta enzima fue
levemente mayor en liquidos seminales correspondientes al grupo de
transferencias que consiguieron el 100% de implantacién. En la fraccion de
prostasomas, el grupo con mayor actividad fue el que no consiguid
implantacion (Figura 32). No se hallaron diferencias intergrupales
estadisticamente significativas en el analisis de la actividad de las enzimas
APN, DPP IV y PEP. La actividad de la enzima NEP en las tres fracciones fue
mayor para el grupo de transferencias que consiguieron una implantacion

del 100%, seguido de las que no consiguieron implantacion y de las que
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consiguieron un 50%. Las diferencias intergrupales en la fraccién de

prostasomas fueron estadisticamente significativas (p<0,05) (Figura 33).

ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL % DE IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 30. Niveles de actividad de la enzima APN en fracciones seminales
dependiendo del % de implantacidon de los embriones.

La actividad enzimatica estda 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
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DEL % DE IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 31. Niveles de actividad de la enzima DPP IV en fracciones
seminales dependiendo del % de implantacién de los embriones.

La actividad enzimatica estda 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

ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL % DE IMPLANTACION EMBRIONARIA

°12-
o
= -
10 -
e 8
i (%
o
bt 6
§ H50%
N 4 1 - - I I “100%
2_
0' T ﬁIII‘ 1

Espermatozoides Liquido seminal Prostasomas

Figura 32. Niveles de actividad de la enzima PEP en fracciones seminales
dependiendo del % de implantacidon de los embriones.

La actividad enzimatica estda 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
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ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL % DE IMPLANTACION EMBRIONARIA
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Figura 33. Niveles de actividad de la enzima NEP en fracciones seminales
dependiendo del % de implantacidon de los embriones.

La actividad enzimatica estda 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
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4.6. Actividades peptidasicas seminales y evolucidon

en la gestacion

A continuacidn, se exponen los resultados del analisis de la relacion
entre la actividad enzimatica seminal y la evolucion del embarazo cuando
se realizé la transferencia embrionaria (embarazo, no embarazo, aborto
bioguimico, aborto clinico y no posibilidad de transferencia) mediante el test
Kruskal-Wallis.

Para la enzima APN en la fraccidn de espermatozoides, se hallaron niveles
de actividad similares en todos los casos con predominio para los casos que
finalmente resultaron en abortos bioquimicos. El analisis de la mencionada
enzima en liquido seminal reveld el doble de actividad para los casos en los
que posteriormente no fue posible realizar la transferencia, seguido de los
casos de embarazo respecto a los casos en los que no hubo embarazo. En
la fraccién de prostasomas la actividad de APN predominé en el caso de los
abortos bioquimicos. Ninguna de las mencionadas diferencias fue

estadisticamente significativa (Figura 34).
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ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE LA EVOLUCION DE LA GESTACION
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Figura 34. Niveles de actividad de la enzima APN en fracciones seminales
y evolucién de la gestacion.

La actividad enzimatica estda 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
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La actividad de la enzima DPP IV en la fraccidn de espermatozoides obtuvo
mayores niveles de actividad en el grupo de muestras que derivaron en
abortos clinicos, seguido de los no embarazos y embarazos. Los niveles de
actividad mas bajos se obtuvieron en los grupos de aborto bioquimico y de
imposibilidad de transferencia. En la fraccidon de liquido seminal, la actividad
de DPP 1V fue similar en todos los casos excepto en los que derivaron en
aborto bioquimico, con una actividad 6 veces inferior a la de los embarazos.
La mayor actividad en prostasomas se hallé en los casos que derivaron en
aborto bioquimico seguido de los de imposibilidad de transferencia. Ninguna
de las mencionadas diferencias fue estadisticamente significativa (Figura

35).

ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DE LA EVOLUCION DE LA GESTACION
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Figura 35. Niveles de actividad de la enzima DPP IV en fracciones
seminales y evolucion de la gestacion.

La actividad enzimatica estda 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
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La enzima PEP en la fraccién de espermatozoides mostrd su mayor nivel de
actividad para los casos que derivaron en aborto clinico, siendo superior al
doble de la hallados en los casos de embarazo. En el liquido seminal, los
niveles de actividad enzimatica fueron muy similares para todos los casos.
En la fraccion de prostasomas se hallé mayor actividad de PEP para el grupo
de no embarazo, seguido de los casos de embarazo y de los de aborto
clinico. Ninguna de las mencionadas diferencias fue estadisticamente

significativa (Figura 36).

ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE LA EVOLUCION DE LA GESTACION
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Figura 36. Niveles de actividad de la enzima PEP en fracciones seminales
y evolucién de la gestacion.

La actividad enzimatica estda 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
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La actividad de la enzima NEP en la fraccidon de espermatozoides fue mayor
en las muestras seminales del grupo de no embarazo, no transferencia y
embarazo. El grupo de muestras que derivo en de aborto clinico presentaron
la menor actividad en ésta fraccién. En el analisis de liquido seminal, se
hallaron niveles similares de actividad para todos los casos. En la fraccion
de prostasomas se hallaron los mayores niveles de actividad en las
muestras de grupos de no embarazo y de embarazo. La menor actividad de
NEP se hallé en los casos que derivaron en aborto clinico o en los que no se
realizd la transferencia. Ninguna de las mencionadas diferencias fue

estadisticamente significativa (Figura 37).

ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE LA EVOLUCION DE LA GESTACION
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Figura 37. Niveles de actividad de la enzima NEP en fracciones seminales
y evolucién de la gestacion.

La actividad enzimatica estda 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
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Otra relacidon estudiada dentro de la evoluciéon del embarazo es la de la
actividad enzimatica en cada una de las fracciones seminales
correspondientes a grupos de embriones que han conseguido embarazo
(aunque posteriormente sean un aborto) y los que no han conseguido

embarazo. Este analisis se realizd mediante el test Mann-Whitney.

La actividad de la enzima APN en las tres fracciones estudiadas fue mayor
en las muestras seminales correspondiente a embriones que dieron lugar a
embarazo frente a los que no dieron lugar (Figura 38). El anadlisis de DPP IV
reveld niveles de actividad mayor para las muestras seminales
correspondientes al grupo de embriones que no dieron lugar a embarazo
(Figura 39). La enzima PEP tuvo una actividad levemente superior en la
fraccion de espermatozoides correspondientes al grupo de embriones que
dio lugar a embarazo, tendencia que se invirtié en el liquido seminal y
especialmente en la fracciéon de prostasomas (Figura 40). La actividad de
NEP fue semejante para ambos grupos en las tres fracciones, aunque hubo
mayor actividad en todos los casos para las muestras seminales
correspondientes al grupo de embriones que no consiguieron embarazo o
que no dieron lugar a transferencia (Figura 41). No se hallaron diferencias

intergrupales estadisticamente significativas.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI SE CONSIGUE EMBARAZO O NO
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Figura 38. Niveles de actividad de la enzima APN en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan.

La actividad enzimatica estda 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

ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DE SI SE CONSIGUE EMBARAZO O NO
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Figura 39. Niveles de actividad de la enzima DPP IV en fracciones
seminales correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan.

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, * P<0,05
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ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI SE CONSIGUE EMBARAZO O NO
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Figura 40. Niveles de actividad de la enzima PEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan.

La actividad enzimatica estda 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

ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI SE CONSIGUE EMBARAZO O NO
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Figura 41. Niveles de actividad de la enzima NEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan.

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, * P<0,05
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La ultima relacidn estudiada dentro de la evolucidn del embarazo es la
actividad enzimatica en cada una de las fracciones espermaticas
correspondientes a dos grupos de embriones: por una parte, los embriones
que dan lugar a embarazo y por otra parte los que no dan lugar junto con
los que no tienen calidad para ser transferidos. Esto se realizé mediante el

test Mann-Whitney.

La actividad de la enzima APN fue mayor en las muestras seminales que
dieron lugar a embarazo frente a los que no dieron lugar a embarazo, o no
fueron transferidos en las tres fracciones estudiadas (Figura 42). El analisis
de la DPP IV también reveld en las tres fracciones mayor actividad de la
enzima en las muestras espermaticas del grupo de embriones que dieron
lugar a embarazo, aunque con niveles similares a las correspondientes al
grupo de embriones que no dieron lugar o no fueron transferidos (Figura
43). La enzima PEP tuvo mayor actividad las muestras correspondientes al
grupo de embriones que no dieron lugar a embarazo o que no fueron
transferidos frente a las del grupo de embriones que si dieron lugar a
embarazo, especialmente en la fraccién de prostasomas (Figura 44). La
actividad de NEP fue semejante para ambos grupos en las tres fracciones,

(Figura 45). No se hallaron diferencias estadisticamente significativas.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL POTENCIAL DE EMBARAZO
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Figura 42. Niveles de actividad de la enzima APN en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan o no se
transfieren.

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, * P<0,05
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DEL POTENCIAL DE EMBARAZO
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Figura 43. Niveles de actividad de la enzima DPP IV en fracciones
seminales correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan o
no se transfieren.

La actividad enzimatica estda 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
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ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL POTENCIAL DE EMBARAZO
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Figura 44. Niveles de actividad de la enzima PEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan o no se
transfieren.

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, * P<0,05
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ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DEL POTENCIAL DE EMBARAZO
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Figura 45. Niveles de actividad de la enzima NEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que embarazan y no embarazan o no se
transfieren.

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, * P<0,05
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4.7. Actividades peptidasicas seminales y tasa de

recién nacido vivo

A continuacidn, se exponen los resultados del analisis de la relacion
entre la actividad enzimatica en fracciones seminales y los embriones que
tras su implantacion dan lugar a un recién nacido vivo (embriones que
dieron lugar a recién nacido vivo y embriones que no dieron lugar a recién

nacido vivo). El analisis se realizé6 mediante el test Mann-Whitney.

El ensayo enzimatico de la APN mostré mayor actividad en el liquido seminal
correspondiente al grupo de embriones que dieron lugar a recién nacido
vivo en comparacion con el grupo de embriones que no lo dieron (Figura
46). El analisis de DPPV IV mostré mayor actividad enzimatica en las tres
fracciones seminales para el grupo correspondiente a embriones que dieron
lugar a recién nacido vivo (Figura 47). La enzima PEP mostré mayor
actividad en las tres fracciones correspondientes al grupo de embriones que
dieron lugar a recién nacidos vivos (Figura 48). El analisis de la enzima NEP
mostré niveles de actividad similares para ambos grupos en las tres
fracciones, con mayor actividad de en los prostasomas correspondientes a
los embriones que dieron lugar a recién nacido vivo respecto a aquellas que
no dieron lugar a recién nacido vivo (Figura 49). No se hallaron diferencias
intergrupales estadisticamente significativas en el andlisis de la actividad

enzimatica.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA APN EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI HAY RECIEN NADIDO VIVO O NO
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Figura 46. Niveles de actividad de la enzima APN en fracciones seminales
correspondientes a embriones que dan lugar y no dan lugar a un recién
nacido vivo.

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, * P<0,05. RNV: recién nacido vivo
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DPP IV EN FRACCIONES SEMINALES EN
FUNCION DE SI HAY RECIEN NADIDO VIVO O NO
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Figura 47. Niveles de actividad de la enzima DPP IV en fracciones
seminales correspondientes a embriones que dan lugar y no dan lugar a un
recién nacido vivo.

La actividad enzimatica estda 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. RNV: recién nacido vivo
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ACTIVIDAD ENZIMATICA PEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI HAY RECIEN NADIDO VIVO O NO
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Figura 48. Niveles de actividad de la enzima PEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que dan lugar y no dan lugar a un recién
nacido vivo.

La actividad enzimatica estda 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. RNV: recién nacido vivo
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ACTIVIDAD ENZIMATICA NEP EN FRACCIONES SEMINALES EN FUNCION
DE SI HAY RECIEN NADIDO VIVO O NO
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Figura 49. Niveles de actividad de la enzima NEP en fracciones seminales
correspondientes a embriones que dan lugar y no dan lugar a un recién

nacido vivo.

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. RNV: recién nacido vivo
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Discusion

La infertilidad afecta a unos 70 millones de personas en todo el
mundo. La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 9% de las
parejas en todo el mundo sufren problemas de fertilidad y de este
porcentaje el 50% son debidos a un factor masculino (Fainberg y cols.,
2019; Wu y cols., 2022) por lo que se ha convertido en problema de gran
importancia tanto a nivel medico como social. Las técnicas de reproduccion
asistida, que aunan diversos tratamientos destinados a resolver los
trastornos de fertilidad, son las que han estan ayudado a las personas con
estos problemas de infertilidad a aumentar las posibilidades de su éxito

reproductivo (Khorram y cols.,2001; Chemes y Alvarez Sedo, 2012).

La infertilidad masculina puede ser provocada por una gran variedad de
causas. Algunas de ellas se pueden identificar y tratar como el
hipogonadismo hipogonadatrépico donde los testiculos no son funcionales
debido a que el hipotalamo es incapaz de secretar cantidades normales de
GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas); otras se logran
diagnosticar, pero no cuentan con un tratamiento especifico, como
alteraciones genéticas o atrofia testicular. En el 30-40% de los pacientes
con alteraciones del espermiograma, el examen fisico y las pruebas de
laboratorio, no se logra identificar la causa especifica de la infertilidad,
clasificando a estos pacientes como portadores de una infertilidad masculina

idiopatica (Jungwirth y cols., 2012, Fainberg y cols., 2019)

El proceso de diferenciacion de los gametos masculinos tiene su origen en
los tubulos seminiferos y se conoce como espermatogénesis. Los gametos
masculinos son haploides ya que solo contienen la mitad del niumero total
de cromosomas que va a tener un embrion. Por ello, la importancia que
tienen los estudios que analizan factores que puedan ayudar a la seleccién
de la mejorar muestra masculina para conseguir embriones con la calidad

necesaria para que se pueda conseguir un embarazo.

La herramienta diagndstica que se usa en las clinicas de reproduccion
asistida para evaluar la muestra de semen es su analisis mediante un
seminograma donde se analizan parametros macroscépicos, como el
volumen y el pH seminal y parametros microscoépicos, como la morfologia,
movilidad y concentracién de espermatozoides. Sin embargo, esta prueba

presenta limitaciones ya que con ella no podemos analizar procesos
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celulares y moleculares que ocurren en el interior del espermatozoide ya
conocidos en la infertilidad como puede ser la integridad de su ADN o la
apoptosis (Guzick y cols., 2001; Lewis, 2007; Garrido y cols., 2008). En los
tratamientos de reproduccion asistida la consideracion de los
espermatozoides ha ido evolucionado a lo largo de los afios. Los primeros
métodos de seleccion de espermatozoides se preocupaban en seleccionar
los espermatozoides moviles y de apariencia morfolégicamente normal,
pero se sabe que estos métodos son ineficientes para identificar los
espermatozoides mas adecuados para la fecundacion haciendo uso de
métodos como la seleccion de espermatozoides no apoptoticos,
morfolégicamente normales, altamente modviles, con membranas intactas y
de alta integridad en su ADN para el uso en tratamientos de reproduccién

asistida (Yetunde y cols., 2013).

Una revision de Ribas-Maynou y colaboradores en 2022 nos vuelve a hablar
de la necesidad de desarrollar estrategias mas avanzadas de seleccion de
espermatozoides para los tratamientos de reproduccién asistida Este hecho
nos lleva a pensar que el uso de biomarcadores moleculares basados en la
fisiologia espermatica podria complementar los analisis actuales mejorando
el diagndstico y tratamiento de la infertilidad masculina, o prediciendo los
resultados de las técnicas de reproduccion asistida (Samplaski y cols.,
2010).

En el presente trabajo se ha tratado de buscar un vinculo entre posibles
marcadores bioquimicos seminales asociados al funcionamiento
espermatico y la calidad de los embriones obtenidos en tratamientos de
reproduccion asistida. Esto se ha llevado a cabo en varios pasos. En una
primera fase se ha realizado andlisis de los biomarcadores moleculares
relacionandolos con los parametros de calidad seminal. En una segunda
fase se ha profundizado en el estudio de los niveles de estos biomarcadores
en diferentes fracciones seminales, relacionandolos con la tasa de
fecundacion, los principales marcadores de calidad embrionaria y las tasas
de éxito del tratamiento de reproduccion asistida. Para analizar estas
posibles interacciones se han acometido los andlisis enzimaticos en las
mismas muestras seminales con las que se fecundaron los ovocitos y la

obtubieron los embriones que posteriormente se han transferido a las
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pacientes para conseguir un embarazo. De esta manera se puede conseguir
un analisis directo donde los resultados del analisis enzimatico se pueden
relacionar con la calidad embrionaria, con el fin de realizar un analisis previo

del semen que sirva de prondstico de la calidad embrionaria.

Es conocido que la calidad seminal tiene una influencia directa en la
fecundacion y en el desarrollo embrionario (Lasiene y cols., 2013). Ya
existen estudios donde se relacionan las enzimas del metabolismo peptidico
con la fertilidad (Fernandez y cols., 2002; Valdivia y cols., 2004; Irazusta y
cols., 2004; Subirany cols., 2011; Gianzo y cols., 2016, 2018, 2020, 2022;
Aparicio y cols., 2022) por esta razén se ha estudiado la relaciéon de la
actividad peptidasica en semen con los parametros de calidad seminal mas
relevantes, donde la valoracién en dia 2 y 3 de desarrollo se efectlua a las
44 y a las 68 horas después de la inseminacion (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011).

Los parametros mas relevantes a estudiar para seleccionar los embriones
con mejores tasas de embarazo ya estan establecidos en la practica clinica
de los laboratorios de reproduccién asistida. Sela y colaboradores en 2012
ya nos dicen que una clasificacidn embrionaria que pueda predecir el
potencial implantatorio del embrién debe establecerse combinando el grado
de fragmentacion, el nimero de blastémeras y el patrén de division en dia

2 y 3 de desarrollo.

Respecto al nimero de células, los embriones deberian estar en un estadio
optimo en 4 células en dia 2 de desarrollo (Munné, 2006; Holte y cols.,
2007; Scott y cols., 2007) y en 7 u 8 células en dia 3 de desarrollo (Magli
y cols., 2007; Finn y cols., 2010).

El estudio de la fragmentacidn en los estadios tempranos del desarrollo se
realiza porque se sabe que la presencia de fragmentacién reduce la
viabilidad del embrién debido a anomalias que acaban provocando un

bloqueo embrionario (Racowsky y cols., 2009; Pelinck y cols., 2010).

Del mismo modo la falta de simetria de las blastdmeras se asocia con una

disminucidon en la capacidad implantatoria (Steer y cols., 1992; Veeck,
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1999b; Van Blerkom y cols., 2000; De Placido y cols., 2022; Hnida y cols.,
2004)

En relacién a la multinucleacién se sabe que es un parametro de valor
predictivo de la viabilidad de un embrién (Jackson y cols., 1998; Van Royen
y cols., 2001, 2003; Meriano y cols., 2004; Cuadros y cols., 2011).

Tres de las péptidasas analizadas en este trabajo (APN, PEP y NEP) han sido
descritas en los gametos masculinos humanos, en los que actuan sobre
distintas funciones fisioldgicas relacionadas con la reproduccién (Vinson y
cols., 1997).

Si bien la DPP IV es una actividad descrita en las fracciones de liquido
seminal y prostasomas, que son, a su vez, vesiculas del exosoma seminal
que se fusionan con la membrana espermatica, de manera espontanea a
pH ligeramente acido (Arienti y cols., 1997a) (este es un proceso que se da
de manera natural en el tracto femenino). De esta manera, |la actividad DPP
IV es descrita por primera vez en los espermatozoides del eyaculado, antes
de la fusion con los prostasomas.

En esta tesis se ha profundizado en el papel de estas cuatro peptidasas
implicadas en la fisiologia espermatica, y su relacion con los parametros
seminales, embrionarios y con los resultados de las técnicas de

reproduccion asistida.
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5.1. Relacion entre la actividad enzimatica e

indicadores de calidad seminal

La APN es una enzima que regula funciones importantes en el cuerpo,

asociadas con el crecimiento y el desarrollo (Mina-Osorio, 2008).

Los primeros trabajos que indagan la relacidon entre fertilidad y la enzima
APN describieron la implicacion de la mencionada enzima en la reaccién
acrosomica de los espermatozoides de mejillon (Togo y Morisawa, 1997).
En la misma linea, se ha descrito la existencia de una relacidn entre
marcadores moleculares en espermatozoides humanos y calidad

embrionaria (Garrido y cols., 2008).

Como se ha descrito anteriormente, la APN es una enzima que se puede
detectar en espermatozoides, liquido seminal y la fraccidn de prostasomas
(Fernandez y cols., 2002; Irazusta y cols., 2004; Subiran y cols., 2008),
constituyendo entre el 0,5 y 1 % de las proteinas del plasma seminal
(Carisson y cols., 2006). Se ha probado que las proteinas del plasma
seminal tienen un papel importante en la regulacién de la fertilidad
masculina a nivel de la movilidad, estabilizacion de la mebrana plasmatica
y prevencién de la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

(Juyena y cols., 2012).

Entre los hallazgos de esta tesis se encuentra haber demostrado la
existencia de una relacidon estrecha entre la actividad de APN y los
parametros seminales de mayor interés clinico. En este sentido,
encontramos una correlacién significativa e inversa de la concentracion de
APN en la fraccion de liquido seminal con la concentraciéon espermatica y
con el porcentaje de espermatozoides progresivos. Por otra parte, la
concentraciéon de APN en la fraccidon de liquido seminal correlaciond

positivamente con el porcentaje de espermatozoides no progresivos.

De manera similar, en otros trabajos de este mismo grupo investigador se
ha demostrado la relacidon existente entre la actividad de la APN y la
concentracidn seminal en la fraccién de espermatozoides. Por ejemplo,
Irazusta y colaboradores, en 2004, probaron que en hombres con

astenozoospermia y necrozoospermia la actividad de la APN se encuentra
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aumentada con respecto a las muestras normozoospermicas. Por otro lado,
Subiran y colaboradores (2008, 2010), tras haber logrado mejorar la
movilidad mediante la inhibicion de la APN, demostraron que la APN afecta
negativamente a la movilidad espermatica. En esta misma linea, otros
autores han sefialado la posibilidad de que de un péptido inhibidor enddgeno
de la APN llamado opiorfina y que se localiza en la fraccién del plasma

seminal ayude a la movilidad de los espermatozoides (Bosler y cols., 2014)

Una baja expresién APN seminal estd asociada con un mayor porcentaje de
espermatozoides inmoviles y con un mayor porcentaje de espermatozoides
con movilidad no-progresiva (Gianzo y cols., 2022), de manera que, aunque
en distinto sentido, observamos que esta enzima tiene una relacién con la
motilidad espermatica y la calidad seminal como ya se habia descrito en

estudios anteriores

En relacion a otros aspectos relacionados con la calidad seminal, sabemos
gue la actividad APN esta relacionada de manera directa con una mayor
fragmentacién del DNA (Aparicio y cols., 2022), caracteristica de los
espermatozoides proapoptoéticos, lo que relacionaria de manera indirecta la
actividad de este enzima con una espermatogénesis andmala. Esto podria
explicar una menor concentracion de espermatozoides en el eyaculado, asi
como un aumento de los niveles de espermatozoides con peor motilidad, en
relacién a actividades elevadas de APN. También ha sido descrita una menor
actividad APN en espermatoides de ratdn de buena motilidad, y un descenso
del porcentaje de espermatozoides de peor motilidad al ser tratadas las
muestras seminales murinas con inhibidores de la APN (Khatun y cols.,
2018)

Por otra parte, se ha descrito una peor calidad seminal en muestras de
pacientes adictos a heroina, un opiaceo exdgeno, principalmente en lo
referido a motilidad espermatica, que ademas coincidia con una menor
expresion de los genes que codifican las enzimas degradadoras de
encefalinas (opioides enddgenos) estudiadas en esta tesis, APN y NEP
(Rezaei-Mojaz y cols., 2014). Aunque en nuestro caso, una mayor actividad
de dichos enzimas, APN fundamentalmente, en distintas fracciones, se

correlaciona con una peor calidad seminal, en el estudio citado se describe
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Unicamente una menor expresion de las citadas enzimas en los
espermatozoides, sin describir directamente los niveles de actividad en
ninguna de las fracciones seminales aqui descritas. De cualquier manera,
toda la evidencia coincide en que fundamentalmente la actividad APN, pero
también la NEP, degradadoras ambas de péptidos opioides enddgenos y de
algunos de los péptdos bioactivos del Sistema Renina Angiotensina, tienen

relacién directa con la calidad espermatica.

Dado que solamente los espermatozoides moéviles pueden alcanzar el
ovocito y fecundarlo, en base a estos resultados, en la practica clinica podria
utilizarse la actividad de la APN en la fraccién seminal, asi como en la
fraccion de espermatozoides, como factor predictor de la fertilidad

masculina.

Los prostasomas son vesiculas presentes en el semen humano. Son
secretadas por la préstata y contienen grandes cantidades de colesterol y
proteinas, de las cuales algunas son enzimas. Los prostasomas estan
involucrados en una serie de procesos bioldgicos, uno de ellos es la
transferencia de biomoléculas como los lipidos y proteinas a la membrana
de los espermatozoides, mediante un proceso de fusién que se produce a
un pH neutro o ligeramente acido. Tradicionalmete se ha considerado que
la DPP IV, que no tiene actividad enzimatica en los espermatozoides, se
transfiere desde los prostasoma, aunque en este estudio describimos esta
actividad en los espermatozoides. Esto puede ser de particular interés ya
que, mediante este procedimiento, los espermatozoides pueden adquirir
nuevas enzimas unidas a la membrana y modificar la actividad catalitica de
su superficie (Arienti y cols., 1997a). En nuestro estudio observamos una
mayor actividad de la enzima DPP IV en la fraccién de prostasomas de

muestras con menor concentracion espermatica.

En el trabajo de Turunen y colaboradores en 2022 se describe que la
abundancia de las enzimas NEP y DPP IV se asocié positivamente con la
velocidad espermatica y la proporcién de espermatozoides hiperactivados.
Ademas, una mayor abundancia de NEP se asocié con una mayor proporcion
de espermatozoides moviles a los 90 min. En resumen, estos hallazgos

indican que la variacion tanto en la composicion del liquido seminal en su
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conjunto como en sus proteinas especificas puede tener un papel

importante en la determinacién de la funcién espermatica.

Se sabe que la proteina DPP 1V, juego un papel durante la espermatogénesis
y también participa en la estimulacion del metabolismo mitocondrial de los
espermatozoides (Shaw y Nath 2015; An y cols., 2018), es decir, la
produccion de energia, crucial para la movilidad de los espermatozoides. Es
importante destacar que una menor abundancia de DPP IV en liquido
seminal se ha relacionado con una menor motilidad de los espermatozoides
en hombres que padecen diabetes mellitus tipo 2 (An y cols., 2018). Por lo
tanto, podria explicar la disminucion de la fertilidad masculina cominmente
observada en pacientes diabéticos. En nuestro estudio, en cambio,
observamos una correlacién negativa entre la actividad DPP IV en los

espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides progresivos.

Uno de los sustratos enddégenos de la DPP 1V, el péptido GRP (Gastrin
Releasin Peptide, similar a la bombesina), parece tener un efecto
estimulador de la reaccidon acrosdmica en espermatozoides humanos, en
estudios realizados in vitro (Levy y cols., 1996). De esta manera, niveles
altos de DPP 1V en el liquido seminal o en los prostasomas, podrian sugerir
un efecto regulador de la reaccién acrosémica, cuyo papel es fundamental

en la fecundacion.

Otro de los péptidos bioactivos susceptible de ser degradado por la DPP IV
es el GLP-1 (Glucagon Like Peptide 1). Esta descrito que el receptor de este
péptido estd presente en la membrana de los espermatozoides (Rago y
cols., 2020). Este péptido de la familia de las incretinas, esta relacionado
con la reduccién de la hiperglicemia asociada a la obesidad que, a su vez,
estd asociada a subfertilidad (Zhang y cols., 2015) y alteraciones en la
espermatogénesis (Ellis y cols., 1994). Aunque no hay evidencias aun de la
presencia de GLP-1 en el semen humano, se ha observado que el
tratamiento con andlogos del GLP-1 pueden mejorar el recuento de
espermatozoides en el eyaculado (Andersen y cols., 2022). De esta manera,
la DPP IV podria tener una funcién reguladora en procesos esenciales del

metabolismo de los espermatozoides.

156



Discusion

La Sustancia P es un péptido que se expresa en las células espermaticas
(Pinto y cols., 2010) y aumenta la motilidad espermatica in vitro (Ravina y
cols., 2007) junto con otras taquicininas, una familia de péptidos bioactivos
que son regulados, entre otros enzimas, por la DPP IV y la NEP. Se ha
descrito que el tratamiento con Substancia P puede mejorar la produccién
de espermatozoides en modelos murinos de azoospermia secretora (Chen
y cols., 2021). Por tanto, niveles alterados de la DPP 1V, degradadora de
taquicininas como la Sustancia P, en alguna de las fracciones seminales
podrian estar relacionados con recuentos anormales de espermatozoides en

el eyaculado o una motilidad espermatica alterada.

La asociacion positiva observada entre los niveles de NEP y la velocidad de
nado de los espermatozoides (Turunen y cols., 2022) esta de acuerdo con
algunos estudios anteriores, que han demostrado que la NEP regula los
niveles de encefalinas (degradandolas) que se sabe que inhiben la motilidad
de los espermatozoides a través de la activacion del sistema opioide en los
espermatozoides (Aguirregoitia y cols., 2006, 2012; Subiran y cols., 2010).
En otras palabras, la NEP degrada las moléculas de sefnalizacién que son
responsables de la activacién de una cascada de sefiales que finalmente

daria como resultado la inhibicidon de la movilidad de los espermatozoides.

Subiran y colaboradores en 2010 ya explican que la endopeptidasa neutra
del plasma seminal (NEP) afecta de manera adversa la movilidad y la
trayectoria de los espermatozoides capacitados en humanos. De acuerdo
con la hipétesis de que la NEP afecta adversamente a la movilidad de los
espermatozoides, explican que la inhibicion de la NEP con inhibidores
sintéticos mejord la movilidad de los espermatozoides. Aunque en nuestros
resultados no hemos encontrado una correlacidon significativa con Ia
movilidad, se observa que, con una mayor actividad de la enzima NEP en
liguido seminal, la movilidad se ve disminuida. A su vez se detecta una
correlacién significativa con el porcentaje de espermatozoides anormales,

lo cual puede ser un motivo de infertilidad.
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5.2. Actividades peptidasicas seminales y tasa de

fecundacion

La tasa de fecundacion es uno de los parametros mas importantes en
los tratamientos de reproducion asistida. Es primordial tener una buena
tasa de fecundacién para que los tratamientos tengan éxito, de cara a poder
optimizar al maximo los ciclos de reproduccién asistida. Por ello, en los
laboratorios de reproduccidon se realiza un seguimiento exhaustivo de este
indicador, intentando obtener la mejor tasa para tener el maximo
rendimiento con el numero limitado de ovocitos obtenido por ciclo del que
se dispone para fecundar. Para ello se ha evolucionado en las técnicas de
fecundacion como el uso, ya altamente extendido, de la microinyeccién
intracitoplasmatica (Xu y cols.,2022) o incluso con nuevas estrategias como
puede ser la microinyecciéon intracitoplasmatica de rescate que se efectla
16-18 horas después de la fecundaciéon (Jiang y cols., 2021). De esta
manera se podria obtener una mayor tasa de fecundacién que conllevaria
un mayor nimero de embriones donde poder seleccionar, para transferir a
la paciente. El desarrollo de estas técnicas puede marcar la diferencia entre
tener o no tener embriones transferibles, limitando los fallos de

fecundacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelan una correlacion
negativa significativa de la actividad de la enzima NEP en la fraccion de
espermatozoides y la tasa de fecundacién. Estos resultados sugieren que la
actividad de la enzima NEP esta relacionada con la tasa de fecundacidn y
por ello podria ser usada como un indicador de prondstico de la misma,
cuando los pacientes se van a someter a un tratamiento de reproduccién
asistida. Esta informacidn puede ser interesante para lograr la eleccién del

tratamiento mas adecuada para cada paciente.

Como ya se ha demostrado, la NEP regula los niveles de encefalinas
(degradandolas) y estas inhiben la movilidad de los espermatozoides a
través de la activacién del sistema opioide (Aguirregoitia y cols., 2006;
Subiran y cols., 2010). Es decir, la NEP degrada las moléculas de
sefializacidon que pueden ser finalmente responsables de la inhibicion de la

movilidad de los espermatozoides, lo que se puede relacionar con una
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bajada en la tasa de fecundacién. Distintos estudios sugieren que la
movilidad de los espermatozoides esta relacionada con su capacidad de
fecundacion (Larsen y cols., 2000; Hirano y cols., 2001; Rhemrev y cols.,
2001). Por otra parte, ha sido descrita una menor tasa de fecundacién en

modelos knockout de Drosophila para la enzima NEP (Ohsako y cols., 2021).

Una revision bibliografica del 2022 concluye que la efectividad de los
tratamientos de fecundacién in vitro, incluyendo parametros de la tasa de
fecundacion, depende de muchos factores, entre los que se encuentran las
caracteristicas de los espermatozoides y donde refieren que la
suplementacién con antioxidantes puede ser beneficiosas para una mejor
calidad del semen (Dabbagh Rezaeiyeh y cols., 2022). La deteccidon de
inhibidores enddgenos de la NEP en plasma seminal y el hecho de que la
suplementacién con opiorfinas en muestras de semen mejora la movilidad
de los espermatozoides, haciendo esto que su potencial fecundante sea
mayor, sugeriria una implicacién directa del sistema opioide en la

fecundacion (Bosler y cols., 2022).

Es bien conocido que los opiadceos estimulan la secrecidon de prolactina, que
al inhibir la actividad del hipotdlamo, inhibe a su vez el eje hipotadlamo-
hipofisis y provoca hipogonadismo hipogonadotrépico (Semet y cols.,
2017). Este hecho puede reducir el nivel de testosterona intratesticular,
aunque los efectos que esto tiene sobre los gametos (efectos en su
desarrollo o en su posible funcionalidad) siguen siendo dificil de evaluar, al
contrario que otros efectos como las alteraciones en la funcion sexual (Pake
y cols., 1994; Cicero y cols., 2002; Daniell, 2002). Segun el trabajo de Katz
y Mazer (2009), el consumo de opioides a largo plazo induce hipogonadismo
debido a la supresidon central de la secrecion hipotalamica de la hormona
liberadora de gonadotropina, influyendo en la produccion de testosterona y
en consecuencia afectando a la fertilidad masculina y a la tasa de
fecundacion. De hecho, los opioides causan infertilidad ya que tienen un
efecto negativo en la liberacidon de la testosterona (Yilmaz y cols., 1999;
Schlosser y cols., 2007; Gratzke y cols., 2010).

Se sabe que los opioides pueden tener un efecto directo sobre los agentes
oxidantes provocando una elevacion del estrés oxidativo. Por eso, los

agentes antioxidantes pueden ser Utiles para prevenir el efecto danino del
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estrés oxidativo provocado por el consumo de drogas de las personas
adictas (Sadat-Shirazi y cols., 2020). Se cree que el estrés oxidativo esta
involucrado en la fisiopatologia de la infertilidad masculina (Semet y cols.,
2017). Afectando, entre otros fenomenos, a la pérdida de integridad de la
membrana y del ADN espermatico. De esta manera, podria resultar alterada
su capacidad para fecundar el ovocito, (Bolle y cols., 2002). Varios estudios
sugieren que la suplementacién con antioxidantes orales (vitaminas C y E,
zinc, selenio, folatos, carnitina y carotenoides) podria mejorar la calidad del
esperma en pacientes infértiles cuyo semen contiene un exceso de ROS
(evidenciado por la reduccién de la fragmentacién del ADN y aumento de la
motilidad de los espermatozoides) (Ross y cols., 2010), lo qué quiza pueda

tener un efecto en la capacidad de fecundacién.
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5.3. Actividades peptidasicas seminales y calidad

embrionaria e implantacion

Los parametros de calidad embrionaria son la herramienta de la
gue se dispone en los laboratorios de reproduccion asistida para efectuar
una buena seleccién del embrién a transferir. En las clinicas de fertilidad se
valoran los embriones tanto en dia 2 como en dia 3 de desarrollo
embrionario. Destacando el porcentaje de fragmentacion, la simetria, la
multinucleacion y el de numero de células en el embridn, en el que es
especialmente relevante el que el aumento de células tenga un dinamismo
determinado, siendo lo ideal que los embriones se dividan de 4 a 8 células

del dia 2 al 3 de desarrollo embrionario.

Ya que la calidad del embridén es uno de los predictores principales del éxito
de los tratamientos de reproduccion asistida, en esta investigacion se ha
indagado en la posible relacién entre las enzimas APN, DPP IV, PEP y NEP
seminales y el desarrollo embrionario en humanos, con el fin de evaluar el
uso potencial de estas 4 enzimas del esperma humano como biomarcadores
moleculares para identificar embriones de alta calidad y, por tanto, mejorar

el éxito reproductivo durante los tratamientos de reproduccion asistida.

Existen caracteristicas moleculares del esperma (las proteinas implicadas
en la movilidad, integridad de la membrana, capacitacién) que estan
involucradas en la fecundacion y el desarrollo embrionario (Janny y Menezo,
1994; Barroso y cols., 2009; Govindaraju y cols., 2012; Gianzo y cols.,
2018). Entre estas caracteristicas, la actividad de la enzima APN puede
afectar al desarrollo embrionario (Khatun y cols., 2017, 2018). La APN, es
una enzima unida a la superficie de la membrana y que esta ampliamente
expresada en las superficies celulares de los tejidos humanos (Hooper,
1994; Mina-Osorio, 2008). Esta enzima juega un papel fundamental en
muchos procesos fisiolégicos y patoldgicos, tales como diferenciacion
celular, quimiotaxis y movilidad, todos ellos procesos relacionados con el
desarrollo embrionario. Ademas, actua como receptor viral, interviniendo
en las vias de sefalizacion asociadas al dolor, y regulando la presion
arterial, la fagocitosis y la fertilidad, entre otros (Chen y cols., 2012, Mina-

Osorio, 2008). La APN estd presente tanto en el esperma como en las
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fracciones seminales (Fernandez y cols., 2002; Subiran y cols., 2008), y los
estudios funcionales han analizado el papel de este enzima en la movilidad
espermatica (Subiran y cols., 2008, 2010) y en la regulacién de la reaccién
del acrosoma (Togo y Morisawa, 1997, 2004; Viudes de Castro y cols.,
2015). Ademas, se han hallado alteraciones en la actividad de la APN en el
semen de pacientes subfértiles (Irazusta y cols., 2004), y se ha descrito
que una actividad APN alterada en el semen afecta el desarrollo embrionario
temprano, reforzando la idea de que esta enzimapuede jugar un papel clave

en las primeras etapas del desarrollo (Gianzo y cols., 2022).

Este fendmeno es de gran importancia, ya que para que se desarrolle un
embriéon es necesario que se dé una interaccidon eficaz entre el
espermatozoide y el ovocito, por lo tanto, la integridad funcional de ambas
células es extremadamente importante (Juneja y cols., 1995). Si aumenta
la toxicidad celular, puede causar un dafio en el ADN y aumentar el estrés
oxidativo en los espermatozoides, lo que posteriormente afectarda a su
movilidad (Oluwakemi y cols., 2016). Ademads, la calidad del ADN
espermatico tiene una influencia directa en el desarrollo del embridn
humano (Simon y cols., 2014, 2017; Ni y cols., 2014). Se sabe que los
ovocitos son capaces de reparar el dafio del ADN de los espermatozoides,
por lo que un espermatozoide con fragmentacion en su ADN puede fecundar
con éxito un ovocito Esta capacidad reparadora dependerd
fundamentalmente de dos factores relacionados entre si, esto es, de los
efectos acumulativos del dafio de la cromatina espermatica, asi como de la

capacidad reparadora del ovocito (Gawecka y cols., 2013).

En los resultados obtenidos se observan las siguientes correlaciones
significativas de la enzima APN en las fracciones de liquido seminal:
negativa respecto al nUmero de células en dia 2 de desarrollo, positiva
respecto al porcentaje de fragmentacidon en dia 2 y 3. Por ultimo, se ve que
a mas actividad enzimatica de la APN en esta misma fraccidn se observan
mas embriones de simetria tipo 2 tanto en dia 2 como en dia 3 de desarrollo.
Estos resultados nos hacen pensar que una mayor actividad APN seminal
podria indicar una peor calidad embrionaria, ya que un semen con una
mayor actividad de la enzima APN en la fraccion de liquido seminal podria

dar embriones con un niumero menor de células, una mayor fragmentacién
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y una peor simetria, todos ellos parametros asociados a una peor calidad
embrionaria. Khatun y colaboradores demostraron en 2017 que la accién
de APN en el medio puede inhibir de manera significativa el porcentaje de
espermatozoides moviles en el ratdén. Para ello, crearon microambientes
celulares con diferentes concentraciones de enzima APN (afiadiendo APN
recombinante) que hizo que aumentara significativamente esta actividad y
vieron que este aumento podia generar consecuencias adversas
relacionadas con la fertilidad masculina y con el desarrollo embrionario

temprano.

En el citado estudio se demostré en ratones, que el aumento de
citotoxicidad mediado por APN recombinante puede causar un dafio
persistente a los espermatozoides lo cual, si bien no impide la fecundacion
del ovocito, posteriormente dificulta que el embridn se desarrolle, llegando
a la conclusién de que una alta actividad APN tiene un efecto inhibidor
significativo en el desarrollo embrionario temprano, pero no sobre la
fecundacion. Esto es coincidente con los resultados obtenidos en nuestro
estudio, donde no observamos una relacién significativa entre la actividad
enzimatica de la APN y la tasa de fecundaciéon, pero si en la calidad
embrionaria. Aquellas muestras con mayor actividad APN en liquido seminal
generaron embriones con menor numero de células, peor simetria y mayor

fragmentacién en los dias 2 y 3 de desarrollo.

Por otra parte, también observamos correlaciones entre la actividad
enzimatica APN en la fraccion de prostasomas. Los prostasomas son
vesiculas membranosas que estan presentes en el semen humano y son
secretadas por la glandula prostatica. Los prostasomas mejoran la
movilidad de los espermatozoides eyaculados y estan involucrados en una
serie de funciones bioldgicas adicionales. Estas vesiculas se fusidonan de
manera espontanea con la membrana espermatica a un pH ligéramente
acido, transfiriendo moléculas como lipidos y proteinas, entre las cuales se
encuentra la APN (Arienti y cols., 1997b). Las correlaciones que se
observaron en esta fraccion seminal fueron positivas con el nimero de
células y con el porcentaje de fragmentacién en dia 2 de desarrollo. Este
hecho se podria relacionar con una mala calidad embrionaria temprana,

como se observaba en la fraccion de liquido seminal.
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Un resultado interesante observado en este trabajo relacionando con la
enzima APN es que una mayor actividad de esta enzima en la fracciéon de
liguido seminal se relaciona con un mayor porcentaje de implantacion. Para
qgue el proceso de implantacion se desarrrolle de manera correcta, se
necesitan multiples interacciones entre el endometrio y el blastocisto
humano. Son numerosas las moléculas expresadas en las células epiteliales
endometriales durante la ventana de implantacién, sin embargo, existe
informacion limitada sobre el mecanismo molecular de dicho dialogo
endometrial y embrionario. En los blastocistos, la fibronectina juega un
papel importante en la adhesion de varios tipos de células, al unirse a las
proteinas de la matriz. En este sentido, hay que destacar que la fibronectina
que puede unirse a la APN (Mizutani y cols., 2020; Shimomura y cols.,
2006), esta presente en las membranas plasmaticas y las membranas
lisosomales de las células endometrio. También se sabe que durante la
implantacion del blastocisto humano se produce una exocitosis de lisosomas
a nivel endometrial que transportan diversas peptidasas y nutrientes a la
cavidad endometrial para facilitar la implantacién del blastocisto (Ruiz-
Gonzalez y cols., 2015). Tambien se ha descrito que la enzima APN se libera
en la cavidad uterina debido a el desprendimiento de microvesiculas de las
células epiteliales endometriales (Ng y cols., 2013; Desrochers y cols.,
2016). Recientemente, se ha propuesto que vesiculas extracelulares
derivadas de células endometriales actian sobre las células del
trofoectodermo para promover la implantacion (Mathieu y cols., 2019). Con
toda la evidencia de la implicacidon de las peptidasas a nivel endometrial,
también se ha visto que una mayor actividad enzimatica APN y DPP IV en
el microambiente uterino tiene relacién directa con una mejor implantacién

embrionaria (Yoshihara y cols., 2021).

Al igual que en el caso de la APN, en el caso de la DPP IV también esta
descrito que es transferida de los prostasomas a los espermatozoides
(Arienti y cols., 1997b), aunque como ya hemos explicado, en nuestro
estudio detectamos la actividad en la membrana de los espertazoides del
eyaculado. Vistos los datos en conjunto, la actividad DPP IV podria ser un
indicador de mala calidad embrionaria en dia 3 de desarrollo, no asi en dia
2.
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Como en el caso de la APN y la DPP IV, una mayor actividad de PEP en la
fraccion de espermatozoides esta asociada a indicadores de una peor
calidad de los embriones. En este caso embriones con peor simetria en dia

2 y una mayor multinucleaciéon en embriones en dia 3 de desarrollo.

Existen estudios que indican que esta enzima es necesaria para una funcion
reproductiva correcta y que su ausencia conduce a alteraciones de las
gdénadas y, en ultima instancia, de los gametos. Dotolo y colaboradores
(2016) examinaron la distribucion de la enzima PEP en células germinales
masculinas y estudiaron los efectos de su supresién en testiculos y
espermatozoides de ratones adultos. Observaron que el recuento total, la
motilidad y la morfologia normal de los espermatozoides son mas elevados
en los ratones en los que no se habia suprimido esta enzima. Estos
resultados muestran por primera vez que la expresion de PEP podria ser
necesaria para una funciéon reproductiva correcta. Por otro lado, otros
estudios demostraron que con la inhibicion de esta actividad se bloqueaba
con éxito la translocacion de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y de
esta manera promovieron la supervivencia de las células, evitando la
muerte celular (Matsuda y cols., 2013). Como ya se ha descrito, una mayor
actividad de la PEP estd relacionada con la muerte celular de los

espermatozoides y la necrozooespermia (Valdivia y cols., 2004).

En el caso de la enzima NEP, observamos que mayores niveles de actividad
en la fraccion de prostasomas estan relacionados con unos peores
indicadores de calidad embrionaria. Teniendo en cuenta el papel de esta
enzima en la degradacién de las encefalinas (opioides enddégenos) asi como
en la interconversidon de péptidos del Sistema Renina Angiotensina, parece
reforzar la idea de que estos sistemas de comunicacion celular juegan un

papel de cierta relevancia en el desarrollo embrionario temprano.

Observando en conjunto los resultados asociados a las péptidasas de este
trabajo, nos sugieren, que una elevada actividad de dichas enzimas en el
semen puede ser pronostico de una mala calidad embrionaria. Una posible
explicaciéon a este hecho podria ser el aumento en la toxicidad celular,

asociada a la elevada actividad peptidasica, esto puede causar un dano en
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ADN vy estrés oxidativo en los espermatozoides, afectando posteriormente
su motilidad (Oluwakemi y cols., 2016). Ademas, la calidad del ADN del
esperma también tiene una influencia directa en el desarrollo del embridn
humano (Simon y cols., 2014,2017; Ni y cols., 2014). En cualquier caso,
serian necesarios estudios especificos para formular conclusiones mas
solidas en este aspecto. La alteracion funcional de estos sistemas peptidicos
puede afectar a varios procesos bioldgicos, como la respuesta al estrés
oxidativo, la progresién del ciclo celular, la sefializacidn transmembrana vy
la integridad del ADN, lo que finalmente da como resultado una mayor
predisposicién hacia condiciones patoldgicas (Khatun y cols.,2017). Por lo
tanto, la exposicion de los espermatozoides a niveles elevados de
peptidasas puede alterar la homeostasis celular y, posteriormente, dar

lugar a consecuencias adversas en el desarrollo.

Finalmente, se puede concluir a partir de los resultados obtenidos en este
trabajo, que las actividades de las enzimas estudiadas podrian ser utilizadas
como predictores de la calidad seminal y embrionaria. Para ello, seria
necesario establecer unos valores de referencia de cada una de estas
actividades, lo cual requeriria de estudios de estas actividades enzimaticas
seminales en poblaciones mayores. Si esto se lograra, proporcionaria un
método econdmico, rapido y sencillo de cuantificar, que ayudaria en la toma

de decisiones al personal sanitario en las terapias de reproduccion asistida.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos, se ha

llegado a las siguientes conclusiones.

1.- La actividad DPP IV estd presente en los espermatozoides humanos en

el eyaculado, antes de la interaccidon con los prostasomas en el tracto

femenino.

2.- Las muestras seminales con mayor actividad APN en la fracciéon de

liguido seminal presentan una peor calidad segun los parametros de
referencia propuestos por la OMS. Igualmente, mayores niveles de
actividad DPP IV en las fracciones seminales de prostasomas vy

espermatozoides presentan peores indicadores de calidad seminal.

3.~ Los niveles de actividad de la enzima NEP en la membrana espermética

estan significativa e inversamente relacionados con la tasa de fecundacion.

4.- Una mayor actividad de la enzima APN en las fracciones de liquido

seminal y prostasomas se relaciona con una peor calidad embrionaria
temprana en base al nimero de células, porcentaje de fragmentacion vy

grado de simetria.

5.- Una mayor actividad DPP IV en las fracciones de espermatozoides y

liguido seminal se relaciona con una peor calidad embrionaria temprana en

base al nUmero de células y porcentaje de multinucleacién.

6.- Mayores niveles de actividad de la enzima PEP en las fracciones de

espermatozoides y liquido seminal se correlaciona con una peor simetria y

mayor multinucleacion, indicadores de una peor calidad embrionaria.

7 .- Existe una correlacién negativa entre la actividad enzimatica NEP en la

fraccion de prostasomas y el porcentaje de fragmentacién y grado de

simetria embrionaria.
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