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Resumen.

Introduccién:

El proceso de espermatogénesis y espermiacién abarca proteinas de union
estrecha involucradas con la finalizacion del proceso de fertilizaciéon. Estudios
recientes sugieren que Claudina-1 juega un papel importante en las uniones
estrechas entre las células de Sertoli y los espermatozoides en formacion.

Objetivo:

Demostrar la presencia de la proteina de unién estrecha Claudina-1 en el esperma
humano a través de muestras de eyaculado de hombres de parejas infértiles.
Determinar el lugar de expresion de esta proteina en el espermatozoide y
relacionar su presencia con el desarrollo embrionario y la fertilizacion.

Métodos:

Se obtuvieron muestras de semen a través de masturbacion en el dia de la
captura ovular de la pareja. Las muestras se evaluaron con los parametros de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) 2010. La presencia de Claudina-1 se
demostré por citometria e inmunohistoquimica.

Resultados:

Se han estudiado 10 muestras de semen de parejas con infertilidad y en ciclos de
reproduccion asistida. Las muestras de semen destinadas a este estudio fueron
procesadas con anticuerpos anti-Claudina-1 para poder detectar su presencia por
citometria. Se evaluaron las células espermaticas con fluoroscopia buscando la
expresion de Claudina-1. Se ha detectado la expresiéon de Claudina-1 en las
muestras de 2 sujetos, por lo que nuestro estudio demuestra que Claudina-1
puede expresarse en los espermatozoides.
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Conclusiones:

La expresion de Claudina-1 en espermatozoides debe jugar un papel importante
durante el proceso de fertilizacion y desarrollo embrionario. La adecuada
concentracion de estas proteinas modula la organizacion de proteinas del cito-
esqueleto, contribuyendo a la migracién de centromeros y a la activacion de varios
procesos claves relacionados con el desarrollo del embrion. La busqueda de esta
proteina como marcador puede servir como una herramienta prondstico en ciclos
de reproduccion asistida.



Abstract.

Introduction.

Spermatogenesis and spermiation involve tight junction proteins that finish
fertilization. Recent preliminary studies suggest that Claudin—1 is involved with
sperm and Sertoli cells connections.

Objective:

To demonstrate the presence of tight junction (claudin—1) protein at human sperm
in the ejaculated sample of men of infertile couples, and determine location of
expression.

Methods:

Semen samples were obtained by masturbation at the day of the couple’s oocyte
retrieval, and used for fertilization analysis with WHO 2010 parameters. Claudin—1
expression was evaluated by immunohistochemistry and cytometer.

Results:

We studied 10 semen samples of couples with infertility in stimulation cycle; these
were divided in two: one for fertilization and the other was marked with Claudin-1
antibodies by immune assay in order to verify the presence of Claudin—1 by
cytometer. The sperm cell was evaluated with fluoroscopy for the expression of
Claudin-1. Body distribution concentrated primary at the middle piece, with only
two of five patients expressing Claudin—-1 (40%). Our study confirms that Claudin-1
can be expressed by sperm cells obtained by ejaculate.



Conclusions:

Our results suggest that spermatogenesis and spermiation processes are
primordial for obtaining functional sperm cells. Expression of tight junctions
markers like Claudin—1 could be key for the interaction between oocyte and
functional sperms. Tight junctions proteins might modulate cytoskeletal proteins,
contributing with centrosomes migration and correct activation of various
processes related to fertility.



Introduccion.

La familia de proteinas Claudina son importantes moléculas de unién estrecha [1].
Las uniones son dominios membranales altamente especializados cuya principal
funcién es mantener las células adyacentes lo suficientemente cerca para impedir
el transito libre de pequefias moléculas, microorganismos y de células a través del
espacio para-celular [2]. Las uniones estrechas también son cruciales en la
organizacion de la via trans-celular, debido a que participa en la polarizacion de la
membrana plasmatica epitelial en los dominios apical y baso-lateral
distintivamente constitutivos. La distribucion polarizada de los canales idnicos, las
bombas, y las enzimas en el dominio apical y baso-lateral es responsable de la
naturaleza vectorial del transporte trans-epitelial. Ya que las uniones estrechas
forman los limites entre estos dominios membranales, también se puede pensar
gue funciona como una “cerca” en la membrana plasmatica [3]. Las uniones
estrechas adhieren a las células unas con otras a nivel de las membranas
laterales en un complejo de uniones inter-celulares. El mas apical de estos es la
zona occludens [3-4]. La unién estrecha aparece como una serie de aposiciones
entre las hojillas exocitoplasméticas de las membranas laterales de células
adyacentes. Estas aposiciones se extienden en una red estilo cinturon que rodea a
cada célula y la adhiere a su célula vecina para formar un sello continuo [4].

Las claudinas son proteinas integradas a membrana ubicadas en las uniones
estrechas de todos los epitelios y endotelios. Fueron identificadas por primera vez
en 1998 en una fraccion purificadla membrana plasma de higado de pollo por
Furuse [5]. Se piensa que existen 27 genes de claudinas en mamiferos. No todos
estos genes se pueden encontrar en todas las especies de mamiferos. Por
ejemplo, Claudina-23 esta presente en roedores pero no existe en humanos, por lo
gue ahora hay evidencia para 26 claudinas humanas [6]. Las proteinas de
membrana de la familia Claudina son componentes clave para la funcion y
estructura de las uniones estrechas. Las moléculas de Claudina interactian una
con otra entre las células y probablemente se polimerizan junto con la membrana
plasmatica como fibrillas para generar haces en las uniones estrechas. Las
claudinas contienen cuatro dominios trans-membrana. Occludina y tricelulina, que
comprenden otros tipos de proteinas conteniendo cuatro dominios trans-
membranas con secuencias de aminoacidos relacionadas, son incorporadas en o
localizadas muy cerca de los haces de uniones estrechas basados en claudinas

[7].



En el epididimo, las uniones estrechas juegan un rol criticos en la formacion de la
barrera hemato-epididimo. La formacion y la integridad de esta barrera resulta
esencial para el mantenimiento del ambiente luminal del epididimo, lo que permite
la maduracion de los espermatozoides [8]. De manera reciente, ha sobresalido
suficiente documentacion en relacion a las proteinas de union estrecha y la
espermatogénesis normal. La evidencia demuestra que la mala regulacion de la
expresion de Claudina-1 modula la expresion / actividad de MMP-9 y p-ERK para
inducir la sefalizacion Notch, favoreciendo condiciones inflamatorias y hiperplasia
[9]. Sin embargo, existe informacién limitada respecto a la regulacion de la barrera
hemato-epididimaria y las uniones estrechas.

Debido a la asociacion ente claudinas y uniones estrechas, uno no se atreveria a
pensar que las claudinas podrian expresarse en regiones celulares ausentes de
uniones estrechas. No obstante y de manera sobresaliente, algunos estudios
demostraron que las claudinas pueden expresarse sin la necesidad de uniones
estrechas. Un estudio realizado por Gregory et. al en los epididimos de ratas
demostré que Claudina-1 también se encuentra presente a lo largo de las
membranas plasmaticas laterales entre células principales en areas distales a la
uniones estrechas, asi como entre células principales y basales, donde las
uniones estrechas se encuentran ausente. Esto sugiere que Claudina-1 no se
halla localizada exclusivamente a las uniones estrechas [10].

Metaloproteasas en la Fisiologia Testicular.

El testiculo es un érgano altamente dinamico, compuesto principalmente de dos
compartimientos mayores: el intersticio, con las células esteroidogénicas de
Leydig, y los tabulos seminiferos. Los tabulos seminiferos estan rodeados por
células peritubulares. Los tubulos estan compuestos de células de Sertoli y células
germinales en diferentes estadios de desarrollo. Las células de Sertoli juegan y un
papel clave en la espermatogénesis. Son las células blanco de la Hormona
estimuladora de foliculos (FSH) y testosterona, responsables de la iniciacion y
mantenimiento de la espermatogénesis. Estas células forman los tubulos y
proveen soporte estructural y nutricional a las células germinales en desarrollo
[11].



Un namero importante de procesos que regulan la actividad y el destino de
muchas proteinas son estrictamente dependientes en eventos proteoliticos. Por
ejemplo, las proteasas involucradas en la descamacién del ectodominio de
proteinas celulares de superficie, la activacion o inactivacion de citosinas,
hormonas y factores de crecimiento, la exposicion de neo-proteinas cripticas que
exhiben roles de funcionamiento distintos de las moléculas originales, degradacion
de multiples componentes de matriz extracelular facilitando la migracion e invasion
celular. De esta manera, las proteasas son fundamentales en casi todos los
procesos complejos de mantenimiento tisular, reparacion, crecimiento y desarrollo,
y las alteraciones en la estructura y expresion de patrones de proteasas resaltan
muchos procesos patologicos, incluidos el cancer, la artritis, osteoporosis,
desdrdenes neurodegenerativos y enfermedades cardiovasculares. La terminacion
de la secuenciacion del genoma humano ha permitido la determinacion de que
mas del 2% de todos los genes humanos son para proteasas o inhibidores de
proteasas, reflejando la importancia de la protedlisis en la biologia humana [12].

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de enzimas degradadoras
de matriz extracelular (ECM) que comparten dominios funcionales y mecanismos
de activacion. Estas son endopeptidasas Ca2*y Zn?* - dependientes que son
activas con pH neutro. Se sintetizan y secretan como pro-enzimas
transmembranales y se procesan a una forma activa por la remocién de un pro-
péptido amino-terminal. Las MMP pueden ser activadas por agentes caotico-
tropicos o por clivaje en el pro-péptido por miembros de la familia de MMP u otras
proteasas como el activador de plasminégeno del tipo urocinasa [13].

Claudinas como factores cruciales para el transporte y la barrera epitelial.

La evidencia acerca la contribucion funcional de las claudinas a la barrera y el
transporte epitelial en tejidos nativos emergié como correlacion en la expresion de
Claudina con parametros fincionales como 1- permeabilidad paracelular selectiva
en diferentes 6rganos, 2- andlisis de enfermedades hereditarias, y 3- estudios
“knock-out” [14-15]. Un numero importante de enfermedades humnanas
hereditarias han sido ligadas a mutaciones aisladas de claudinas: en el rifidén, la
causa de la hipomagnasemia con hipercalciuria y nefrocalcinosis (FHHNC) ha sido
atribuida a mutaciones en el gen que codifica para Claudina-16 y Claudina-19 [16].
Los animales deficientes de Claudina-1 mueren dentro de las primeras horas
después del nacimiento debido a deshidratacion. La deshidratacion esta causada
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por un incremento dramatico en la evaporacion del agua a través de la piel, que
puede demostrarse por la rapida pérdida de peso [15]. Un estudio adicional
demostrd que esta deficiencia, de manera especifica, termina en disfuncion de las
uniones estrechas del estrato granuloso [17]. Para la Claudina-5, se ha
demostrado que su deficiencia termina en pérdida severa de la barrera hemato-
enceféalica [18]. De esta manera, las claudinas representan factores determinantes
para el funcionamiento de un érgano.

Claudinas formadoras de Barreras versus formadoras de poros.

Cuando se consideran las propiedades de barrera o de canal de ciertas claudinas,
se debe mantener en cuenta que todas las claudinas que se insertan en la
membrana células e interactian con claudinas de células adyacentes contribuyen
para formar una barrera, si se les compara con la situacién de células sin ninguna
otra union estrecha. En este aspecto, todas las claudinas son proteinas
formadoras de barreras. Sin embargo, si ya existe una union estrecha
preexistente, entonces las claudinas formadoras de barrera deberian causar un
incremento en la resistencia al transporte epitelial, mientras que las claudinas
formadoras de poros deberian causar un decremento al insertarse en estas
uniones estrechas. De manera consecuente, un golpe a la baja en claudinas
formadoras de barrera deberia causar un decremento en la resistencia trans-
epitelial y un golpe a la baja de una Claudina formadora de poros, un incremento.
La formacién especifica de poros a través de claudinas debe ser distinguido de la
formacién una fuga para-celular no especifica. De este modo, un poro deberia
incrementar especificamente la permeabilidad para-celular ya sea para moléculas
de cierto tamafio o cierta carga eléctrica (0 ambas), pero dejar la funcién de
barrera epitelial contra macro-moléculas intacta [4].

Hasta el momento, s6lo algunas claudinas han sido clasificadas de manera
inequivoca como claudinas formadoras de poros: Claudina-2, -10b y -15 como
poros de cationes y Claudina-102y -17 como poros de aniones [19].
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Presencia de Claudina-1 en el espermatozoide humano.

Hasta el momento, no se encontrd en ninguna publicacion cientifica una
confirmacion de la presencia de la Claudina-1 en el espermatozoide obtenido a
través del eyaculado. Este trabajo se propone la caracterizacion de esta molécula
de union estrecha en el espermatozoide. Como ya ha quedado plasmado a lo
largo de este documento, el papel que juegan las claudinas en la reproduccion
humana es fundamental. Aln se desconocen muchos procesos de la fertilidad, de
la unién del espermatozoide con el ovocito, del proceso de clivaje y desarrollo
embrionario, y finalmente, de la implantacion. El rol que estas moléculas juegan en
todos estos procesos aun queda por determinarse en el futuro. No obstante, el
confirmar la presencia de esta molécula de unién estrecha en el espermatozoide
como célula unica y aislada plantea muchas preguntas sobre su papel y funcién
dentro de la fertilizacion. Muchas claudinas necesitan de su union con otras
moléculas, inclusive otras claudinas, para poder llevar a cabo su funcion, ya sea
como barrera o poro. La comunicacion entre el ovocito y el espermatozoide es un
fenémeno vital para la sobrevivencia del embrién y su posterior desarrollo
adecuado. El caracterizar la presencia de esta molécula en el espermatozoide
representa un paso mas en el papel que juega el ser humano por descubrir su
biologia, su quimica y su propia evolucion.
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Materiales y Métodos.

Grupo control.

El grupo seleccionado se compuso de parejas infértiles que participaron en
técnicas de reproduccion asistida en el Hospital Angeles Pedregal de la Ciudad de
México, y que no poseian valores seminales alterados en el seminograma. Todas
las muestras fueron frescas y obtenidas por eyaculado. Se evaluo la presencia de
Claudina-1 y MMP-14 en las muestras de esperma utilizadas para fertilizacion y se
correlacion6 con parametros seminales, el éxito de la fertilizacion y el desarrollo
embrionario. La fertilizacion se definié en este caso como la presencia de 2
pronucleos en los cigotos después de 18-24 horas tras la inseminacion. La
evaluacién de los embriones se llevo a cabo todos los dias utilizando la
clasificacion de Lucinda Veeck.

Grupo de estudio.

El grupo seleccionado se compuso de parejas infértiles que participaron en
técnicas de reproduccion asistida en el Hospital Angeles Pedregal de la Ciudad de
México, y que poseian al menos un valor alterado en el seminograma. Todas las
muestras fueron frescas y obtenidas por eyaculado. Se evalud la presencia de
Claudina-1 y MMP-14 en las muestras de esperma utilizadas para fertilizacion y se
correlacion6 con parametros seminales, el éxito de la fertilizacion y el desarrollo
embrionario. La fertilizacion se definidé en este caso como la presencia de 2
pronucleos en los cigotos después de 18-24 horas tras la inseminacion. La
evaluacién de los embriones se llevo a cabo todos los dias utilizando la
clasificacion de Lucinda Veeck.

Recoleccion de las muestras.

Las muestras de semen de 20 varones humanos fueron recolectadas en
colaboracion con ART Reproduccion de la Ciudad de México. Las muestras de
estas parejas se dividieron para fertilizacion y estudio. Se obtuvo un
consentimiento informado de todos los participantes y el comité de ética
correspondiente aprobo el estudio. Las muestras de semen se obtuvieron a través
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de masturbacién. El seminograma se clasificé conforme a los parametros de la
Organizacion Mundial de la Salud 2010 [20].

Medios.

Las suspensiones espermaticas se cultivaron con Hepes modificado, afiadido con
Etanol-fijo y por pipeteo repetido. Posteriormente, se agregpi Fijacion y Solucién
de Permeabilizacion utilizando BD Cytofix/Cytoperm'™ para la tincion de citosinas
intracelulares.

Anticuerpos monoclonales.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal secundario de ratdén anti-Claudina-1 Catalogo
no. 37-4900 Lote No. 905985, obtenido de Invitrogen (New Jersey, USA) y un
anticuerpo monoclonal primario de raton para Metaloproteina-14 (MMP-14) de
GeneTex Catalogo No. GTX 73117.

Fijacion.

1x10° PBS de células lavadas fueron conglomeradas en un tubo de cultivo de
12x75mm. El conglomerado fue re-suspendida en 0.875ml de PBS frio. Después,
0.125ml de solucién fria al 2% de paraformaldeido fue afiadida y la mezcla se
arremoliné inmediatamente. Las muestras fueron incubadas a 4°C por 1 hora 'y
centrifugadas por 5 minutos a 250G. Se decant6 la nata superficial.

Permeabilizacion.

El conglomerado fijo fue re-suspendido gentilmente en 1ml de 0.2% de Tween 20
en PBS a temperatura ambiente. La mezcla fue incubada por 15 minutos a 37°C.
1ml de PBS suplementado con NCS al 2% y NaAz (PBSAz) al 0.1% fue afadido y
la suspension fue mezclada por 5 minutos a 250G. Se decant6 la nata superficial.
Las muestras fueron procesadas para tincion de DNA o tincidn intracelular con
anticuerpos monoclonales o anti-suero.

Tincion.

Para la tincién de antigenos de superficie, se incubaron 1x10° células en 100 p1
de PBSAz por 30 minutos a 4°C, en la oscuridad con la cantidad de anticuerpos
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monoclonales recomendados por el proveedor. En el estudio actual, se usaron 20
pl de cada uno de los siguientes anticuerpos: FITC-y PE-Leu4, FITC- y PE-Leu2a,
FITC-Leu3a +b y PE-Leu3a, FITCC- y PE-Leul2. Para la tincion superficial de
células NALM-6 1pl de FITC-cabra anti-humano fue utilizado. La tincion de
superficie en células CEM se realiz al bloquear primero las uniones no
especificas con pre-incubacion con 50pl de PBSAz, seguido de 30 minutos de
incubacion a 4°C. Esta cantidad de FITC-Leu4 fue igualada con la cantidad usada
para tincion interna, y se determiné antes que era suficiente para la deteccion
certera de superficie CD3 en esta linea celular. Después de 2 lavados con PBSAz,
las células conglomeradas fueron re-suspendidas para analisis en el citdmetro de
flujo o fijadas para permeabilizacién, como se describié anteriormente, para tincion
interna de DNA o proteinas.

Después de que las células fueron fijadas y permeabilizadas, el DNA se tifi6 al
incubarse con células en 1ml de PBSAz conteniendo 10pg/ml de Ply 11.25
Kunidades de RNasa, por al menos 30 minutos. Las muestras que se encontraban
doblemente etiquetadas en su superficie con anticuerpos FITC- y PE- conjugados,
el DNA se tifié con 7-AAD al incubar las células en 1ml de PBSAz conteniendo
25pg/ml de 7-AAF por al menos 30 minutos. Para ambos, Ply 7-AAD, las células
se analizaron en sus respectivas soluciones de tincién, usualmente dentro de 2
horas. En ocasiones, las muestras se mantenian por la noche y no mostraron
efectos adversos.

La tincion de los antigenos internos se realizd después de fijar y pereabilizar
uniones cific. Un total de 5pl (0.25pg) de FITC-Leu4 6 10pl (0.25pg) de FITC-
Leul2 se afiadieron en 50pl de PBSAz, seguidos de incubacién por 30 minutos a
4°C en la oscuridad. Cuando la tincién se realiz6 para la deteccion de cadenas de
inmunoglobulinas en células NALM-6, el paso pre-incubacién con HAB fue omitido,
y 6pl de una diluacién 1:100 (60ng) de FITC-cabra anti-humano 6 6pl de una
diluacion 1:100 (60ng) de FITC-cabra-humano-6 fue afiadido en 100pl de PBSAz
seguido de incubaciéon por 30 minutos a 4°C. La cantidad optima de cada reactivo
usado para la tincion interna fue determinado por titulacion. Después de 2 lavados
en Tween 20 al 0.2%, los conglomerados celulares fueron re-suspendidos en
PBSAz y analizados dentro de 2 horas posterior a la tincién. Para almacenaje
mayor a la noche, las muestras fueron re-suspendidas en 1% de paraformaldeido.

Citometria de flujo.

Las muestras fueron analizadas en un citometro FACScan (Becton Dickinson)
equipado con 15mW aire-frio y 488nm laser argon. La fluoresencia verde se
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recolecto después de un bandeo a 530130nm con filtro BPI. La deteccion de Ply
emisiones de PE fueron filtradas a través de un filtro BP a 585142nm. La emision
de 7-AAD fue recolectada a través de un filtro de paso largo a 650nm. La
compensacion electronica fue utilizada junto con los canales de fluorescencia para
remover sobreposiciones espectrales residuales. Las muestras fueron colocadas
en angulo bajo (esparcimiento frontal, FSC) versus angulo de 90° (esparcimiento
lateral, SSC) para excluir los detritos y cimulos y seleccionar las poblaciones de
interés. Un minimo de 5,000 eventos se recolectaron de cada muestra. Los datos
de inmunofluorescencia se proyectaron en una escala logaritmica de 4 digitos; Las
emisiones Pl y 7-AAD se recolectaron usando amplificacion linear.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico se llevo a cabo usando el Software Statistics Package for
the Social Sciences, version 20 (SPSS Inc., Chicago, Il, USA). Las comparaciones
de SD entre diferentes grupos se realiz6 utilizando la prueba U de Mann-Whitney.
Las correlaciones entre técnicas fueron valoradas usando el test de Spearman y el
analisis ROC se llevé a cabo para obtener la sensibilidad, especificidad y valores
de corte para cada prueba. Todas las pruebas estadisticas se realizaron tomando
en cuenta el 95% del intervalo de confianza.
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Resultados.

Ambos grupos fueron equivalentes en edad. Claudina-1 se identificé de manera
positiva en ambos grupos, y de manera incrementada en el grupo control. El grupo
de estudio tuvo una correlacion positiva con la muestra cpacitada: Edad 0.67
[0.025]. Expresidn de claudina-1 no capacitada 0.734 [0.007]. Correlacién positiva
en la expresion de Claudina-1 en el grupo control: defectos de cola 0.852 [0.015].
Expresion de Claudina-1 no capacitada 0.96 [0.00]. Curva COR determinada a
1080 eventos de citbmetro de 20,000 andlisis, con paciente alcanzando la etapa
embrionaria de blastocisto.

Los resultados demostraron la presencia de Claudina-1 en espermatozoides
humanos obtenidos por eyaculado. La expresion se concentré predominantemente
en la zona de la cabeza en la region ecuatorial de los espermatozoides por el
método de inmunohistoquimica. Se encontraron diferencias de expresion entre
capacitados y no capacitados.
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Figura-1: Se observa la presencia de Claudina-1 por inmunofluorescencia en un
espermatozoide:
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Figura-2: Se muestran los distintos valores de Claudina-1 positivos y el nimero de

eventos que cada uno presento.
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Sample Name Count ‘Geometric Mean : BL1-A
Specimen BCO IT-FIX-PERM.fcs 21309 158
] Specimen 2RI0S IT-FIX-PERM.fos 21176 1955
M| Specimen CL1-MMP14 IT-FIX-PERM.fcs 211789 363
T
10 10 10 10 10
Claudin 1
Sample Name Count Geometric Mean : RL1-A
Speciman BCO IT-FIX-PERM fos 21509 38.7
M | Specimen 2RIOS IT-FIX-PERM.fcs 21176 62.1
M| Specimen CL1-MMP14 IT-FIX-FERM.fcs 21179 895
| —
F 4
1 [)D 10 10 106
MMPS 14

Figura-3: Se muestra un ejemplo de una prueba de Claudina-1 positiva.
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Discusién y Conclusiones.

La medicion de Claudina-1 es una evaluacion simple y no invasiva del
espermatozoide, que puede ofrecer mas informacion sobre la maduracion
espermatica. El resultado de este estudio abre las puertas a nuevos campos de
investigacion. A pesar de que la familia de claudinas se conoce desde hace poco
mas de 15 afos, aun falta determinar su importancia y papel en roles mas
especificos dentro del campo de la medicina y la infertilidad. Uno de los resultados
preliminares que arroja este estudio es que la expresion de Claudina-1 en el
espermay mas de 1080 eventos en la muestra de semen incrementa la
probabilidad de que los embriones alcancen la etapa de blastocisto, de manera
independiente a los parametros seminales. Esto puede traducir una via funcional
para el complejo del citoesqueleto y la organizacién tubular por los centrosomas
alcanzados en la etapa de blastocisto.

Se espera que este estudio pueda servir como un parteaguas para el futuro de la
investigacion en esta area de la medicina y la infertilidad.
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