Tesis doctoral

INFLUENCIADE LAS VARIANTES GENETICAS DEL
SISTEMA SEROTONINERGI(;O Y LARUTA DE LA P53
EN LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

Arturo Reyes Palomares

Tesis dirigida por:

Armando Reyes Engel Nicolds Garrido Puchalt

Programa de Doctorado de Biotecnologia Avanzada
Facultad de Ciencias. Universidad de Mélaga.
2017




UNIVERSIDAD
DE MALAGA

AUTOR: Arturo Lazaro Reyes Palomares

http://orcid.org/0000-0001-5820-3490

EDITA: Publicaciones y Divulgacion Cientifica. Universidad de Malaga

@O0

Esta obra estd bajo una licencia de Creative Commons Reconocimiento-
NoComercial-SinObraDerivada 4.0 Internacional:
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Cualquier parte de esta obra se puede reproducir sin autorizacion

pero con el reconocimiento y atribucion de los autores.

No se puede hacer uso comercial de la obra y no se puede alterar, transformar o
hacer obras derivadas.

Esta Tesis Doctoral esta depositada en el Repositorio Institucional de la Universidad
de Malaga (RIUMA): riuma.uma.es


http://orcid.org/0000-0001-5820-3490
http://orcid.org/0000-0001-5820-3490
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode

Tesis doctoral

INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS DEL
SISTEMA SEROTONINERGICO Y LA RUTA DE LA P53 EN
LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

Arturo Reyes Palomares

Malaga, 2017

Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular e Inmunologia

Facultad de Medicina

:‘,Zg\qﬁk‘x‘,}&
S 7 5
@;s UNIVERSIDAD
WP DE MALAGA




INFLUENCIA DE LAS VARIANTES GENETICAS DEL
SISTEMA SEROTONINERGICO Y LA RUTA DE LA P53 EN
LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

Memoria presentada para optar al grado de Doctor por la Universidad de

Malaga

Arturo Reyes Palomares

Malaga, 2017

Directores:

Armando Reyes Engel Nicoléds Garrido Puchalt
Catedrético de Bioquimica, Biologia Director de la Fundacion IVI
Molecular e Inmunologia
Universidad de Malaga



-, UNIVERSIDAD
<4/ DE MALAGA

=3

Armando Reyes Engel, Catedratico de Bioquimica, Biologia Molecular e Inmunologia de la

Universidad de Malaga, Nicolas Garrido Puchalt, Director de la Fundacion IVI
CERTIFICAN

Que D. Arturo Reyes Palomares, Licenciado en Biologia por la Universidad de Malaga, ha
realizado bajo nuestra direccién conjunta el trabajo de investigacidn correspondiente a su
Tesis Doctoral que lleva por titulo “Influencia de las variantes genéticas del sistema

serotoninérgico y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria”.

Este trabajo reline a nuestro juicio, contenido cientifico suficiente y las condiciones necesarias
para ser presentado y defendido ante el tribunal correspondiente para optar al grado de

Doctor.

Malaga, Enero de 2017

Armando Reyes Engel Nicolds Garrido Puchalt



El presente proyecto contd con la financiacién aportada por el Plan Nacional de Investigacion
Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica (1+D+i) a través de la gestién del anterior
Ministerio de Educacién y Ciencia y actual Ministerio de Economia, Industria y Competitividad
(MINECO) bajo el programa financiado (SAF2008-03314/).  El doctorando Arturo Reyes
Palomares fue el investigador responsable de desarrollar el proyecto financiado por el
Subprograma Torres Quevedo del Ministerio de Ciencia e Innovacién, actual MINECO, vy el
Fondo Social Europeo en la concesién PTQ-09-01-00496 al Instituto de Fertilidad Clinica

Rincon.

El trabajo ha sido realizado en el Instituto de Fertilidad Clinica Rincén bajo la direccion
coordinada desde el Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Malaga y con la colaboracién de la Fundacién VI



AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo de tesis se ha desarrollado en el entorno académico y en mi
ambito profesional; lo que me lleva recordar a las personas que me han apoyado,

incentivado o inspirado en algun momento durante la elaboracién del mismo.

En primer lugar, quiero agradecer a mi mentor, el director principal del trabajo y a
quien tengo el orgullo de llamar padre. Tanto la dedicacién profesional como la
formacién académica que hemos adquirido, tanto mi hermano Armando como yo, se
debe mayoritariamente a tu virtuosa pasion con la que profesas tus conocimientos.
Tengo la fortuna de poder contagiarme de tu actitud perfeccionista que, aunque
quizés pase algo desapercibida por tus habilidades innatas, supone un revulsivo para
conseguir ese plus de calidad que te deja satisfecho. Te debo un 47,5 por ciento de
mi “predeterminaciéon” genética y eso habréd contribuido como bien te gusta decir
determinantemente en el éxito; sin embargo, en este contexto me gustaria resaltar
aquellas cualidades que he aprendido de ti y que me han permitido validar mi
vocacion como investigador durante el desarrollo de esta tesis. Entre estas
cualidades destaco la elemental curiosidad, la intuicion para saber formular
preguntas correctas, el valor de dudar y de saber errar, pero sobretodo el preservar
los principios de forma altruista por y para la ciencia. Durante el desarrollo no estan
exentos los momentos de alegria, de incertidumbre y de tension en las sesiones de
revision, pero se que todos y cada uno de esos momentos que incluso cuestionaban
quizés otros matices externos al trabajo en si, han sido necesarios para que ambos
estemos satisfechos. Eres un gran maestro y me alegro de que hayas sido tu mi

director de tesis.

Agradezco al co-director de la tesis Nicolds Garrido, todo un referente en el plano
profesional y buen amigo. Tu avezado pragmatismo, tus criticas verdaderamente
constructivas y refuerzos positivos me han ayudado a empacar la calidad del trabajo.

Me ha dado mucha seguridad contar contigo a la hora de difundir los resultados en



el &mbito profesional de la medicina reproductiva, gracias por estar ahi. Ahora se
que estas inmerso en una nueva etapa, un reto del que seguro vas a salir més grande

si cabe.

Maxi gracias por tus aportaciones en infinidad de cuestiones importantes del trabajo.
Has coordinado al equipo de doctorandos de forma generosa y facilitando la
ejecucioén del trabajo en grupo. Tienes esa chispa que hace todo mas facil y ameno,

contar con tu experiencia es un lujo.

Manolo Rincén promotor de mi carrera profesional, pero sobretodo gran amigo. Eres
un mecenas por vocacion, del arte, del deporte y ahora también te consagras en la
ciencia, algo que estoy seguro te hacia especial ilusion. Parte del reto personal que
conlleva este trabajo se ha impulsado para hacer valer tu intuicién y confianza que
depositaste en mi. Por ello hemos conseguido logros que nos han hecho creer en
nosotros mismos, personalmente el mayor orgullo ha sido percibir tu alegria, tengo
tu cara de emocién en Estocolmo grabada en mis retinas. Me siento muy afortunado

por tenerte cercay escucharte decir de forma natural “nifo esto es un aprendizaje”.

A mi hermano Armando, me condiciona el no poder expresar todo lo que te
agradezco. A fin de cuentas, hemos aprendido juntos practicamente todo y no me
cabe duda, de que puedes sentir este trabajo también como propio. Irremplazable
confidente (quien mejor que mi clon), bien sea por un conflicto, una duda, un chiste,
una borrachera y su resaca claro..., eres la mejor persona que conozco. Estoy muy
contento de sentir la fortaleza e independencia de tu proyeccién, sin duda dejas
huella y tu estilo personal hasta en esos dmbitos de muy alta competitividad, ahora
por por tierras bavaras. Estoy seguro de que lograras todos tus propdsitos y cuenta

con mu ayuda para ello.

A mi madre por su incondicionalidad, reconforta sentir tu amor y apoyo en cualquier

situacion que pueda imaginar, es una deuda que asumo nunca te podré devolver. Es



casi magico notar como alguien te reconforta simplemente sabiendo que siempre

esta ahi. Nos lo has dado todo y mucho més te mereces.

A Maria, aunque pronto seré oficial, ya te considero como una hermana, hay poco
que ya no sepamos el uno del otro, con gran carifio agradezco tu apoyo durante este

tiempo.

A mis companeros en el departamento; Ana, Bea y Miriam siempre grata compania
en esas largas sesiones de laboratorio. A Irene por su inestimable apoyo y soporte,
eres el alma del departamento. A Dani por su disposicién y eficiencia. A los
hermanos Porta por su apoyo logistico y técnico, deseo un fructifero progreso de
vuestra iniciativa cuya cuna se mecia al mismo tiempo que se desarrollaba este

trabajo y a Tamara con quien comparti muchas inquietudes, eres una gran persona.

A mis compaferos de batalla diaria en el Instituto de Fertilidad Clinica Rincén; Ana,
Eva, Adri, Maca, Lola, Maria, Esther, M? Angeles, Miguel Angel, Fany, Carmen, Reme,
Bea y en especial a Paco a quien le debo parte de mi maduraciéon profesional y
mostrarme el valor de ser competitivo y perserverar en la rutina de la superacién, es

una satisfaccién trabajar en equipo.

A mis compaferos de master del IVl con los que empecé un mundo nuevo, muy en
especial a Nasser, Nacho, Alberto, Irene y a Javi. Al equipo del Hospital General de
Valencia, a Carla muchas gracias por proponerme, siempre lo tendré presente y muy
en especial a lrene Cuevas quien me inyecté las referencias esenciales para
desarrollar la actitudo de un embriélogo con la responsabilidad que conlleva y saber

como tratar a los pacientes.

A la "Tata” encarnas la maxima expresion de la nobleza y del amor, genuina y Unica,
te quiero. A José por esas escapadas para cabalgar olas y compartir momentos

necesarios de evasion y ocio. A Almudena por su compania y comprensién. A mis



abuelos, a Rocio, a todos mis primos y primas, asi como al resto de la familia os

agradezco profundamente vuestro carifo y el apoyo recibido.



Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico 2
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

Lista de contenidos

TUINTRODUCCION ... 6
1.1 La reproduccién asistida como recurso para combatir la infertilidad en nuestra sociedad .............. 7
1.2 La implantacién embrionaria, principal limitacién de los tratamientos de FIV .............................. 8
1.3 El dialogo materno-embrionario durante la implantacion ... 11

1.3.1 -Fases de la implantacién embrionaria ... 12
1.4 Transicién del embridn hasta adquirir el soporte endometrial en la etapa peri-implantatoria ......... 13

1.5. La donacién de ovocitos como modelo clasico de estudio de la receptividad endometrial

1.6 La tolerancia materno-embrionaria ... .. ... o,

1.6.1 -La cooperacién intercelular y el sistema inmune como mediador durante la implantacion .17
1.7 La ruta de la p53 y la influencia sobre LIF durante la implantacién embrionaria ........................ 21
1.8 Influencia del sistema serotoninérgico en el establecimiento y mantenimiento del embarazo ......24
1.8.1 Regulacion asimétrica del sistema serotoninérgico en el endometrio como posible
mecanismo de prevencion de la respuesta iNMUNE ... ...t 29
1.9 Utilidad de las variantes genéticas para explorar la influencia de sistemas biolégicos relacionados
con la implantacion embrionaria ..o 31
1.9.1 Variantes genéticas relacionadas con la tolerancia embrio-materna: LIF y p53 como
candidatas para el estudio de la implantacion ... 32
v' Tumor protein P53 (TP53) rs 1042522 (Arg72Pro) .......cccocciieiieieiaieei e
v' Murine doble minute 4 (Mdm4) rs1563828 ..........c.ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
v' Ubiquitin-specific-processing protease 7 (USP-7) rs1529916
v Leukemya inhibitory factor (LIF) rsP2927 1 ..ot

1.9.2 Variantes genéticas del sistema serotoninérgico candidatas para el estudio de la

TIMPIANTACION ..ottt 35
v' Solute carrier family 6 member 4 (SLC6A4), Serotonin transporter (SERT) (5-HTT)
Insertion/deletion 5-HT Transporter linked polymorphism region (5-HTTLPR) ............... 35
v Tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) rsT800532 ......cccceiiiiiiiieieieeiee e
v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 1A (5-HT1A) rs6295
v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 2A (5-HT2A) rs6313
v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 2C (5-HTR2C) rs3813929 ....ccocvvviiiiirieei e 37




3

Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 3B (5-HT3B) rsT176744 .....cccvoveviieiiiiieeeee e, 37
v' Monoamine oxidase A (MAO-A) rs3788862 y rs?79605; Monoamine oxidase B (MAO-B)

FS3027452 ..ot 37
v

2. OBJETIVOS

2.1 Justificacion del @StUAIO ...........coovioiiic e 43
2.2 Planteamiento @ hIPOTESIS ..........cccccoiiiiiiiiiiiiiiic e 43
2.3 OBJETIVO GENEIAI ...ttt 44
2.4 Objetivos SPECTfiCOS ..........o.oiiiiiiiiiiiii e 44
3. MATERIAL Y METODOS ... 48
3.1 DISERO el @SEUIO ..o

3.2 Poblacién de estudio

3.2.1 Receptoras de évulos donados

V' Criterios A INCIUSION ..ocove oo, 50

V' Criterios d@ @XCIUSION .....oooeeeeeeee e e e 50
3.2.2D0NANTES A OVUIOS ...ovieeieece e e 50

V' Criterios de INCIUSION ......oc.oieiieee e 50

V' Criterios de @XCIUSION .....c.ociie e 51

3.3 Preparacién endometrial de las receptoras de évulos donados ..............cccccccciiiiiiiniinicis 51

3.4 Hiperestimulacién ovérica controlada, puncién ovérica y recuperacién de foliculos. Inseminacién

intracitoplasmastica de espermatozoide (ICSI) y cultivo embrionario ... 52
3.5 Evaluacién de la fecundacién y desarrollo embrionario ... 53
3.6 Evaluacién clinica de los resultados y la progresidn de los tratamientos ............cccccccceevininnnnn. 54
3.7 Toma de muestras y extraccion de ADN ..o 56
3.8 Técnicas de genNOTIPATO ........c.cciiiiiiiiiiiiiiieie e 57

3.8.1 Anélisis de Fragmentos

3.8.2 Minisecuenciacion .........c.ccccceeennenn.

3.8.3 Tagman® Open Array
3.9 -Analisis estadistico de [0S datos ..o 59
4. RESULTADOS ..ottt ettt e s et s a2t e et e e h et h bbbttt et e st en et ne e 64
4.1 Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién de estudio ..., 65
4.2 Andlisis de distribucion de frecueNnCias ..............cccociiiiiiiiiiiii e 67

4.2.1 Distribucién de genotipos en el equilibrio Hardy-Weinberg ... 67

4.2.2 Distribucion de frecuencias alélicas entre poblaciones mayoritarias HCG (+) y HCG (-) ........ 67

4.2.3 Andlisis poblacional y tendencia en los resultados en el grupo de estudio .......c.cccoovvviie. 70




Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico 4
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

4.2.4 Distribucidon de frecuencias genotipicas en funcidon de los resultados clinicos de los
Tratamientos ¥ SU @VOIUCION ..iiiiiiiiiiiiiiieie ettt

4.3 Resultados para las variantes con significacién clinica de la ruta P53

4.3.1 TP53-Arg72Pro (rsT042522) ..ottt

4.4 Resultados para variantes con significacion clinica influyentes en el sistema serotoninérgico .........75
4.4.1 SLCOAL - InS/Ael 5-HTTLPR ..o 75
LA2 HTTA = CTOTDG (FSO2D5) oottt ene s 76
4.4 3VMATT - Thr136lle (rs1390938) ....cuiieuiieieieiiieieteteet ettt ettt ebenea 76

4.5 Andlisis de las combinaciones e interacciones entre alelos del sistema serotoninérgico .................. 78
4.5.1 Combinaciones alélicas entre las variantes ins/del 5-HTTLPR y C1019G (5-HT1A) ..cccoocenenee. 78
4.5.2 Combinaciones alélicas entre las variantes C1019G (5-HT1A) y Thr13élle VMAT1 ... 79
4.5.3 Combinaciones alélicas entre las variantes ins/del 5-HTTLPR y Thr136lle VMATT .................. 79

4.6 Analisis de combinado de genotipOs ...........ccccccciiiiiiiiiiiiiiii e 83

5. RELACION DE PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES A CONGRESOS QUE AVALAN LOS

RESULTADOS ... e e 86
6. DISCUSION ..o 108
6.1 Las variaciones genéticas en la ruta de la P53 influyen en la implantacién embrionaria ................. 109

6.2 Las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico influyen en el éxito de los tratamientos de

recepcion de vulos de doNante ... 114
6.2.1 Las variantes 5-HTTLPR (SERT) y Thr136lle (VMAT1) pueden influir en la disponibilidad de 5-
HT en la interfase Materno-embrionaria .......coocooiiiiiiieecece e 116

6.2.2 La interaccion de las variantes 5-HTTLPR (SERT), Thr136lle (VMAT1) y C1019G (5-HTR1A)

pueden influir en la inmunomodulacién serotoninérgica de la tolerancia materno-embrionaria .120

7. CONCLUSION ..ttt ettt ettt ettt 126

8. BIBLIOGRAFIA oottt ettt ettt et bttt n ettt n ettt es 130




5

Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria




Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico 6
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

1. INTRODUCCION
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1.1 La reproduccién asistida como recurso para combatir la infertilidad en nuestra

sociedad

La probabilidad de obtener un embarazo de forma espontédnea en una pareja que
carece de problemas de fertilidad y mantiene relaciones sexuales regulares vy
desprotegidas, oscila entre un 22 y un 25 por ciento en cada ciclo ovulatorio (1). La
dificultad de concebir puede surgir por multiples factores y el concepto de
infertilidad emerge cuando el proyecto reproductivo se retrasa un tiempo més
extenso del deseado. La definicidén del término “infertilidad” frecuentemente crea
confusién por la variedad de acepciones que se han acogido en distintos idiomas, asi
la Organizacién Mundial de la Salud unificé el término definiéndolo como una
enfermedad del sistema reproductor que impide la consecucion del embarazo tras
un afio de exposicidén regular al coito (2). Se distingue entre infertilidad primaria,
cuando no se logra el embarazo o este no llega a término con un recién nacido vivo,
e infertilidad secundaria cuando habiendo tenido lugar un embarazo previo con el
nacimiento de un recién nacido vivo, la gestacidén no vuelve a obtenerse o si se

consigue no llega a término.

La eficacia de los tratamientos de reproduccién asistida ha aumentado
considerablemente gracias a la mejora de la tecnologia que permite la aplicaciéon de
los conocimientos de forma directa sobre la practica clinica. Asi tal y como se reflejan
en las tasas de éxito que pueden ofrecerse en las unidades de reproduccion, hoy en
dia las parejas con dificultades para concebir pueden tener mayores expectativas
que hace una década, recibiendo, ademas, los tratamientos son cada vez mas
personalizados para que puedan cumplir su propdsito reproductivo con mayor
rapidez y eficiencia. Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) basadas en la
Inseminacion Atrtificial (IA) y la Fecundacién In Vitro (FIV) pretenden superar aquellas
barreras que impiden obtener descendencia sana mediante el coito de la pareja.
Aunque mayoritariamente la primera opcién es el empleo de los gametos propios de

la pareja, existen muchas situaciones en las que la Unica alternativa pasaréa por utilizar
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gametos de donante. Entre estas situaciones pueden destacarse aquellas situaciones
en las que no haya pareja masculina, exista un riesgo elevado de transmitir una
patologia de carédcter genético u otras condiciones que puedan comprometer el
resultado de los tratamientos y por ello ofrecer un bajo rendimiento de las técnicas

que se puedan aplicar.

El estudio de la pareja infértil consiste en explorar aquellos factores relacionados con
la salud de los individuos que forman la pareja y que pueden condicionar
potencialmente el éxito reproductivo; para ello se evalia de forma general la
disposicion y el estado de los gametos masculinos y femeninos, la condicidon del
Utero, la accesibilidad de las trompas y la aptitud genética de ambos miembros de la
pareja que pueda condicionar la obtencién del embarazo de un recién nacido vivo
sano. La incidencia de las causas de infertilidad se reparte equitativamente entre
ambos géneros de forma que aproximadamente del 25-35 por ciento se debe a
causas derivadas de un factor masculino, el 17-20 por ciento por un factor tubérico y
un 25 por ciento puede deberse a un factor ovulatorio; hasta en mas de un 20 por
ciento de las situaciones puede encontrarse mas de un diagnéstico condicionante e
incluso en un 5-15 porciento de los casos aldn no se identifica ninguna causa y por lo

tanto se trata como una infertilidad de origen desconocido (3).

1.2 La implantacién embrionaria, principal limitacién de los tratamientos de FIV

Los centros que desarrollan TRAs de forma general realizan periédicamente una
exhaustiva evaluacion interna de los resultados para controlar el rendimiento de los
procesos y el impacto de cualquier variacion a la que puedan estar expuestos. Asi
recientemente en los paises de la Unidn europea (UE) como Espana, las autoridades
regionales recaban informacion de los centros a través de sociedades cientificas
especializadas en medicina reproductiva. Este registro sistematico y cuantificable de
evaluacion interna que llevan a cabo las unidades especializadas en medicina

reproductiva ha generado una actitud exigente y responsable que ha acelerado el
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perfeccionamiento de las estrategias que se llevan a la practica durante el manejo
clinico de la pareja infértil, lo que se refleja gradualmente en las tasas de éxito con
unos resultados mucho mas esperanzadores que hace un par de décadas. Asi por
ejemplo, se han producido mejoras en la tasa de reclutamiento folicular y la
aplicacién de protocolos més seguros durante la hiperestimulacién ovarica
controlada, se ha minimizado el impacto de la puncién ovérica durante la extraccién
de los dvulos reduciendo considerablemente sus riesgos, durante la manipulacién
del esperma es posible seleccionar espermatozoides con mayor viabilidad, los
criterios establecidos para la valoracién de gametos y embriones son més precisos y
las técnicas de cultivo embrionario y de criopreservaciéon han mejorado
sustancialmente la tasa de supervivencia lo que facilita la toma de decisiones en la
planificacion de los tratamientos. A pesar de todos estos avances, aun, se
desconocen muchos detalles en torno a la implantacién embrionaria, el punto més
critico del establecimiento del embarazo, lo que limita su manejo clinico. El
embarazo se diagnostica clinicamente por la visualizacion de un saco gestacional
durante un periodo de amenorrea. Aproximadamente un 15 por ciento de los
embarazos clinicos sufren una pérdida gestacional esponténea, si se tiene en cuenta
la incidencia de pérdida gestacional en las etapas mas tempranas, se estima que esta
cifra puede aumentar hasta un 25 por ciento del total de gestaciones que se inician
con un test de hormona gonadotropina coridénica humana (hCG) positivo (4). Se
sospecha que la mayor parte de estas pérdidas de la gestacidn se deben a defectos
en la respuesta del Utero durante la invasién del embrién y a la alta tasa de anomalias
cromosdmicas detectadas en los embriones durante la etapa preimplantacional. La
falta de herramientas para monitorizar este proceso genera una gran incertidumbre

hasta la confirmacion del embarazo clinico por ultrasonidos.

Una implantacién exitosa requiere un endometrio receptivo, un embrién funcional en
la etapa de blastocisto y sincronia funcional entre ambos para que finalmente habilite
el establecimiento del didlogo molecular entre los tejidos maternos y embrionarios

permitiendo la progresién de la implantacién. El fallo de implantacién es el paso més
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limitante en la consecucion del embarazo y a pesar de que se descubren cada vez un
mayor numero de factores influyentes, sigue siendo la “caja negra” desconocida e
inaccesible durante al manejo clinico en medicina reproductiva (5). Descifrar los
procesos bioldégicos que intervienen en la implantacion, es el primer paso para
proponer potenciales marcadores clinicos en la mujer receptora de los embriones

que pueden predecir el estado de receptividad del Gtero.

Hasta hace pocos afios una medida, relativamente generalizada, para aumentar el
éxito de los tratamientos de FIV ha consistido en aumentar el nimero de embriones
que se seleccionan para transferir al Gtero materno. Esta estrategia compensaba las
deficiencias de las técnicas, entonces menos garantistas, y la limitacién, aun
presente, de desconocer los factores que intervienen en la interaccién embrién-
endometrio. La incidencia de gestacion multiple estd directamente relacionada con
el nimero de embriones transferidos y alcanza valores elevados en mujeres
sometidas a TRAs, en UE y EEUU, siendo del 264 y un 354 por ciento,
respectivamente. La mejora de las técnicas en el cultivo y la criopreservacidon de
embriones y de gametos ha promovido, practicamente de forma consensuada, una
tendencia responsable para desaconsejar esta medida y reducir el nimero de
embriones seleccionados por cada ciclo de transferencia; de esta forma se esté
disminuyendo la tasa de embarazo mdltiple y las complicaciones obstétricas

derivadas de la aplicacion de TRAs.

Si alguna condicién puede comprometer la receptividad endometrial en un
determinado ciclo, no existe beneficio transfiriendo un mayor nimero de embriones
para aumentar las probabilidades de embarazo. Ademas, transferir embriones
viables en un ciclo, en el que, hipotéticamente, el endometrio no estd preparado,
supondria una pérdida del potencial reproductivo de la pareja que ya estd sometida

a un tratamiento para solventar un problema de fertilidad.
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1.3 El didlogo materno-embrionario durante la implantacién

La implantacién embrionaria tiene lugar entre 7 y 10 dias después de la ovulacion, es
un proceso critico en el proceso reproductivo, un fenémeno biolégico Unico en el
que células de distinta morfologia y distinto origen genético (células del endometrio
en el Utero de la receptora y células del trofoblasto del embrién) se acoplan
funcionalmente para que tenga lugar la gestacién. En un ciclo menstrual de 28 dias,
el estado de mayor receptividad endometrial corresponde al periodo comprendido
entre los dias 21 y 24 (6). Durante este tiempo tanto el blastocisto como la mucosa
uterina desarrollan la capacidad de interactuar a través del establecimiento de un
didlogo materno-embrionario bidireccional que permite la progresién de la

gestacion (7).

El embarazo es una sucesién de eventos fisioldgicamente coreografiados que
permiten el didlogo materno-embrionario en distintos niveles como el hormonal, el
genético, el epigenético e involucra tejidos y células de distinto origen como el
trofoblasto, el endometrio, la decidua y el sistema inmunitario. Las glandulas del
endometrio y las células que conforman la decidua secretardn factores de
crecimiento, proteasas, inhibidores, componentes de la matriz extracelular vy
moléculas de adhesion (integrinas y cadherinas) que establecerdn una interaccidn
compleja que habilita la aceptacion del tejido materno para que tenga lugar la

implantacién embrionaria.

Hasta la fecha, el aumento de la hCG es el Unico biomarcador clinico que puede
manifestar el progreso en la implantacién en la fase méas temprana. Esta
glicoproteina es sintetizada por las células del citotrofoblasto y es detectable en
orina y sangre a los pocos dias después de que haya comenzado la implantacién, e
ird aumentando progresivamente a la vez que evoluciona el embarazo (8).

Actualmente no se dispone de otros marcadores alternativos para valorar la
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progresion del embarazo hasta la valoracién ecogréafica a partir de la 6° semana de

gestacion.

1.3.1 -Fases de la implantacién embrionaria

El proceso de la implantacidén se postula que acontece en tres fases sucesivas;

aposicion, adhesién e invasion (9).

La aposicién comprende el momento en el que el blastocisto, que ha eclosionado
tras desprenderse de la zona pellcida, se desplaza rodando por la cavidad
endometrial en un fenédmeno conocido como “rolling” y contacta con la superficie
endometrial. Desde el epitelio endometrial y glandular se proyectan hacia el lumen
unas protrusiones apicales denominadas pindépodos y microvellosidades
endometriales (10), que ademas de la funcidn secretora, parece que absorben el
fluido de la superficie facilitando la aproximacién del blastocisto para un contacto
mas estrecho con la capa celular més externa del epitelio del endometrio. Durante la
aproximacion, el trofoblasto establece contactos inestables con la mucosa uterina
hasta quedar inmovilizado en un punto concreto que se convierte en el sitio de

implantacién (11).

El influjo hormonal que ejercen los esteroides sexuales secretados por el ovario
influyen sobre la expresién génica de diversos factores como citoquinas de
sefalizaciéon, factores de crecimiento y moléculas especificas que promueven la
adhesion embrionaria (10,12,13). La adhesién del blastocisto al endometrio se
produce a través de glicoproteinas de superficie en la membrana, cuyos mecanismos
especificos aln no se conocen con exactitud, siendo una de las mas conocidas es el

Leukemya inhibitory factor (LIF) del que ampliaremos maés detalles a continuacién.

Las protrusiones trofoblasticas ya adheridas a la superficie del endometrio amplian la

superficie de contacto con el endometrio e incluso penetran en las criptas
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glandulares. Este conjunto de células trofoblasticas fusiona sus membranas hasta
formar una estructura denominada sincitiotrofoblasto que va amplidndose conforme
se va estrechando su interaccion con el endometrio. La secrecion de lisoenzimas por
parte del sincitiotrofoblasto degradarédn las células del endometrio lo que a su vez
facilitard més activamente la invasién del epitelio uterino; el desmantelamiento de la
matriz extracelular y el tejido conectivo liberard compuestos como glucdégeno y
lipidos que servirdn de soporte tréfico al embrién. El endometrio reacciona
transformandose en decidua cuyas caracteristicas promueven un ambiente
inmunoldgicamente favorable para permitir el avance del embrién en su invasion
hacia el estroma sin rechazarlo (14). Después de atravesar la membrana basal, el
sincitiotrofoblasto alcanza el estroma uterino e interacciona con las arterias espirales,
aumentando la permeabilidad de elementos provenientes de la circulacién materna
y favoreciendo la consolidacion de una red vascular que estabiliza la unién materno-

embrionaria y supone el inicio de la formacién de la placenta.

1.4 Transicién del embrién hasta adquirir el soporte endometrial en la etapa peri-

implantatoria

Durante el periodo periconcepcional, el estatus nutricional y metabdlico en ambos
progenitores es importante para una correcta produccién y maduracion de los
gametos, hasta el punto de que existan alteraciones epigenéticas en los gametos
que pueden tener consecuencias sobre el fenotipo de la descendencia (15). En la
mujer, algunos estados de desnutricién pueden influir sobre la expresion de genes
reguladores de la foliculogénesis y consecuentemente pueden alterar el proceso de
maduracién de los dvulos (16). El embrién durante las etapas iniciales del desarrollo
presenta unos requerimientos metabdlicos que pueden ser determinantes para su
correcta progresion (17). De esta forma los nutrientes disponibles en el tracto
reproductor femenino, desde el oviducto hasta la superficie del endometrio en la
cavidad uterina, seran los que interaccionan con el embrién y favoreceran la

proliferacion y diferenciacion de las células hasta la formacién del blastocisto (18).
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En un ambiente adecuado, durante las primeras divisiones celulares, el embridn tiene
capacidad de organizarse asi mismo sin interactuar con el tejido materno en un
proceso robusto e independiente, pudiendo ser incluso fuera de la cavidad uterina
(19). Una vez el embrién alcanza la etapa de blastocisto, se inicia la invasién
trofoblastica que promueve la decidualizacién y da comienzo a un proceso
orquestado en el que intervienen; las células endometriales estromales que se
transforman en decidua, las glandulas endometriales, las arterias espirales y también
la poblacion de células inmunolégicas uterinas circundantes al nicho de la
implantacién. Este es un proceso con un alto costo metabdlico y nutricional y por ello
el ambiente uterino serd determinante, la funciéon del sincitiotrofoblasto quedaré
condicionada por la expresién de los genes embrionarios cuya configuracién serd un
producto de la fecundacion de los genomas de ambos progenitores. En este
contexto hay que considerar que la implantacién embrionaria es un proceso
condicionado por el estado nutricional de los progenitores, por la expresion de
aquellos factores genéticos y moleculares propios del Utero materno, asi como la

constitucion genética del embrién.

Los factores propios en el endometrio son los que determinan tanto la especificidad
tisular como la idoneidad temporal para que tenga lugar la implantacién y progrese
con éxito. De forma extraordinaria el embrién puede iniciar la implantaciéon en otros
puntos fuera del Gtero en un fendmeno conocido como gestacion extrauterina y/o
ectopica, son procesos que cursan con test de embarazo positivos, que no suelen
evolucionar y pueden generar graves trastornos de gran riesgo para la madre

gestante.

Al evaluar aquellos elementos con una potencial influencia sobre la implantacién
embrionaria, es necesario valorar paralelamente la progresién del embarazo y datar
los puntos de evolucién y/o, en su caso, pérdida gestacional; de esta forma se puede
discriminar cronolégicamente los puntos de intervencidon de aquellos factores que

influyen en la infertilidad de la pareja.
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1.5 La donacién de ovocitos modelo clasico de estudio de la receptividad

endometrial y de la tolerancia materno embrionaria

Durante las Ultimas décadas se han producido grandes cambios socio-culturales que
han propiciado un equilibrio en la igualdad de género a la hora de conciliar la
actividad laboral y la vida familiar. Sin embargo, la inestabilidad econémica y los
cambios de rol en la pareja que devienen en mayor carga sobre la mujer, dificulta
conciliar la estructura estable de un hogar y resta oportunidades y confianza a las
parejas y a las mujeres que desean tener descendencia. Como consecuencia, en este
contexto, se retrasa la maternidad hasta una edad en la que la mujer siente la
seguridad suficiente para abordar el proyecto de tener descendencia, pero también
hasta edades en las que la fertilidad de la mujer se ve comprometida y desciende
sustancialmente las probabilidades de embarazo (20,21). Con el aumento de la edad
de la mujer a la hora de concebir, se reduce la reserva ovarica, disminuye la calidad
ovocitaria y en ocasiones se alcanza un punto limite cuando llega la menopausia o
tiene lugar un fallo ovérico total e irreversible, en el que las soluciones reproductivas
pasan por abordar otras alternativas. En estas circunstancias no es extrafio que la
donacién de 6vulos se haya convertido en el recurso alternativo més eficiente y que
ofrece més oportunidades, en términos de probabilidad, a las mujeres que buscan
tener descendencia, pero encuentran dificultades cuando desean utilizar sus propios

Svulos.

Desde una perspectiva cientifica del estudio de la receptividad endometrial y la
implantacién embrionaria, la recepcién de o6vulos de donante crea una situacion
Unica, por la que pueden estudiarse los factores maternos que pueden influir sobre
la implantacién embrionaria, in vivo, de forma aislada y sin la influencia del évulo. La
recepcién de évulos donados abarca un conjunto de estrategias coordinadas para
conseguir transferir aquellos embriones en desarrollo, obtenidos por FIV a partir del
6vulo de una donante, en un endometrio receptivo de una paciente de forma

sincronizada. Las constricciones éticas y legales que acarrean el hecho de estudiar
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directamente el proceso de la implantacién embrionaria, in vivo, dificultan obtener
una evidencia experimental del proceso. Una de las estrategias mas frecuentes ha
sido evaluar la respuesta en la receptora durante un ciclo de prueba, previo al
tratamiento, y asi estudiar aquellos factores presentes en el endometrio que puedan
guardar alguna asociacién con posteriores resultados clinicos. Sin embargo, este
proceso obtiene la informacion a partir de un ciclo menstrual distinto al propio que

culminaré en la implantacién embrionaria y puede ser poco representativo.

Una ventaja adicional de este modelo de receptividad endometrial basado en la
recepcién de dvulos de donante radica en que, a pesar del gran nimero de variables
clinicas que pueden condicionar el éxito del tratamiento, la influencia del factor
ovulatorio se reduce considerablemente cuando los criterios de seleccion clinica de

la donante consideran la edad y el historial reproductivo previo.

1.6 La tolerancia materno-embrionaria

Desde el inicio de la implantacion hasta el embarazo una vez establecido y en dltimo
lugar el parto, las variaciones hormonales promueven el envio de sefales y eventos
de transformacién celular y tisular que requieren un control inflamatorio para la
correcta evolucion del embarazo (22). Asi algunos autores precisan que para que
tenga lugar una reproduccidon exitosa con un recién nacido vivo y sano, son
necesarios un control del estado inflamatorio durante la implantacién, una tolerancia
inmunoldgica durante el embarazo y también procesos de inflamaciéon que faciliten

el parto en el paso final del embarazo (23).

Desde el punto de vista inmunoldégico la implantacién es un fendmeno
extraordinario, en el que emerge el desarrollo de un mecanismo adaptativo que
evita el rechazo del embridn cuyo un patrén fenotipico podria desencadenar una
respuesta inmune en la gestante (24). En el cuerpo de la madre, el embridon

constituye una identidad fenotipicamente semialogénica cuando se origina a partir




17

Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

de sus propios évulos como ocurre de forma natural y a lo largo del proceso que ha
condicionado nuestra evolucion. Sin embargo, el origen genético y la constitucién
antigénica del embriéon no es un factor determinante para permitir el embarazo
desde un punto de vista inmunoldgico. En los tratamientos de FIV con évulos de
donante, los embriones presentan un perfil proteico completamente alogénico para
la receptora, producto del genoma conformado en la fecundacién del évulo de la
donante y el espermatozoide del padre bioldgico. Curiosamente, y a pesar de esta
aparente contradiccién, son los tratamientos de FIV que presentan mayores tasas de
éxito (25). Realmente los motivos subyacentes de que tengan mejores resultados
pueden deberse a otros factores mas decisivos como la edad o las causas de

infertilidad propias de la pareja.

La gestacién alogénica que tiene lugar durante la recepciéon de dvulos de donantes
genera un gran interés por los mecanismos de tolerancia que se desarrollan (26). A
pesar de la mayor disimilitud a nivel del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC)
durante la interaccién materno-embrionaria, se especula que durante la implantacién
embrionaria, més que una supresién inmunoldgica intensa, se produce una
cooperacién eventual entre el sistema inmune materno y las células trofoblésticas,
favoreciendo un entorno privilegiado en el que se sostiene un balance de procesos

inmunoestimuladores y supresores para que el embarazo pueda progresar (27-29).

1.6.1 -La cooperacidn intercelular y el sistema inmune como mediador durante la

implantacién

Durante la invasién trofoblastica de la pared uterina se produce una brecha tisular en
la que se ha observado un alto indice de reclutamiento de células inmunes, de estas,
se contabilizan que un 65-70% corresponden a células Natural Killers (NKs), 10-20%
de Macréfagos y un 2-4% de células dendriticas, cuya presencia se mantienen
durante todo el embarazo (28,30). El didlogo entre las células trofoblasticas y las

células inmunolégicas de la decidua es uno de los fendmenos claves para que se




Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico 18
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

establezca ese equilibrio que confiere tolerancia inmunoldgica y un control de la
respuesta anti-inflamatoria como mecanismo esencial para permitir la supervivencia
del embrién. Algunos trabajos muy conocidos sostienen que la induccién de una
pequefa lesién a modo de biopsia en el endometrio, en un ciclo previo al del
tratamiento FIV, promueve la aproximacién de factores del sistema inmunitario y
otorga un efecto beneficioso para la implantacién, pudiendo por ello mejorar los
resultados en pacientes con fallos repetidos de implantacidn tras tratamientos de FIV
(31-33). Ante las sospechas de que pueda existir un beneficio al realizar una pequefa
lesién que promueva y estimule la inflamacion de forma local en la zona de
implantacién, se sugiere que se debe a un mayor reclutamiento de células del
sistema inmune, lo que permite un balance de la respuesta inmunolégica mas
eficiente. El nimero de evidencias que sefnalan la importancia de las células del
sistema inmune durante la implantacion va en aumento, algunas de estas células
sufren transformaciones especificas para proporcionar funciones de soporte durante

la implantacién y el embarazo (30).

La secrecién de citoquinas y su papel intercomunicador en la interfase embrio-
materna es uno de los fendmenos mas estudiados durante la implantacion
embrionaria, asi la presencia de determinadas citoquinas desde las etapas iniciales
se ha observado esencial para que tenga lugar la implantacién de forma exitosa (34).
Estas citoquinas puede ser secretadas tanto por el embrién como por las células del
sistema inmunitario que se localizan en el Utero y son las principales responsables de
crear una comunicacién bidireccional que induce cambios en el perfil de respuesta
de las células inmunitarias, del endometrio y del propio embrién (35). Una de las mas
importantes es la Interleuquina-10 (IL-10), que tiene un potente efecto pleiotropico y
actla como un inductor molecular relevante en la transicién de las células del sistema
inmune que se modifican hacia un estado més “amigable” en el entorno de la
implantacién embrionaria, inhibe a citoquinas pro-inflamatorias y bloquea la

presentacién de antigenos inhibiendo la expresién del MHC (36).
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Las NKs son las células del sistema inmune més abundantes en la interfase embrio-
materna, confinadas en la mucosa, en el endometrio y denominédndose por ello NK
uterinas (NKu). Las NKu presentan un marcado perfil citotéxico y en condiciones
adversas se activan y promueven la reaccién infamatoria de forma intensa, pudiendo
tener consecuencias negativas para el embarazo (23). Algunas de las funciones que
se le atribuyen consisten en la regulacion de la invasién trofoblastica, la
remodelacién de las arterias espirales y el reconocimiento alogénico del embridn
(37). Durante la invasion trofobléstica existe un proceso critico en el que las NK
pueden activarse y reaccionar con efectos adversos para la implantacién, dicha
actividad citotéxica estéd controlada por los macréfagos en un proceso mediado por
Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B+) (38). La IL-10 también parece ejercer un
papel modulador de la respuesta de las NKu a través del control de linfocitos Th17

cuyo papel proinflamatorio podria activar la respuesta citotéxica de las NKu (36).

Los linfocitos T reguladores (Treg) son esenciales para la implantaciéon durante las
fases més tempranas del desarrollo embrionario (39). Su funcidon parece estar
directamente relacionada con los mecanismos de tolerancia modulando la respuesta
de los Linfocitos T activados y, como las NKu, también participan en el

reconocimiento del perfil antigénico que expresa el embrion (40).

Las células dendriticas y los macrdéfagos crean un gradiente inflamatorio que
modifica la expresion de la capa mucilaginosa en la superficie del epitelio
endometrial y aumenta la expresiéon de ligandos especificos para las moléculas de
adhesion expresados por los blastocistos. Este gradiente de sefales inflamatorias
permite la aposicion y adhesion del blastocisto al epitelio endometrial y promueve la
implantacién (30) [Figura 1]. La ausencia de células dendriticas tiene consecuencias
determinantes que alteran la formaciéon de la decidua y también altera el propio
desarrollo embrionario (41), evidenciando que estas células tienen un papel relevante

durante la implantacién y la consecucion del embarazo (30).
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Los macrdfagos se perfilan como los principales responsables en el mantenimiento
de la homeostasis, mediante la fagocitosis de patdgenos, restos celulares
degradados y derivados de la apoptosis celular (42). En la inter-fase materno-
embrionaria los macréfagos retiran restos de células apoptéticas del endometrio
mediante fagocitosis y previenen la lisis y secrecion de una gran cantidad de

antigenos embrionarios de manera répida y efectiva (43)

De forma singular la poblacién de macréfagos en el endometrio, parece sufrir una

Figura 1

Rolling

Lumen
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FIGURA 1, Células del sistema inmunitario durante el inicio de la implantacién.

Al inicio de la implantacién tiene lugar el reclutamiento de células del sistema inmune, la interaccién del trofoblasto inducird un gradiente
de sefial mediado por citoquinas (TGF-B e IL-6) que condicionara la respuesta y las células de la decidua se eduquen durante el proceso.
(28).
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transiciéon por la que adquieren unas caracteristicas fenotipicas que promueven el
equilibrio del estado inflamatorio durante la invasién trofobléstica. De esta forma se
consigue amortiguar posibles irrupciones exageradas del sistema inflamatorio que
devengan en la resorcion del embridon en desarrollo. Los macréfagos, ademas,
ejercen un control sobre la activacién de los linfocitos T mediante la induccién de las
células Treg y también modulan la respuesta de las células NK durante la invasién de

células trofoblasticas (44).

En esta situacion se pueden diferenciar de forma general dos grandes tipos de
macréfagos, los activados (M1) que presentan un fenotipo mas pro-inflamatorio y
estan especializados en la presentacién de antigenos y, por otro lado, aquellos con
que responden a citoquinas circulantes durante la invasion trofobléstica y que se
caracterizan por tener un perfil méas inmunosupresor (M2). Esta transicion de un
estado a otro es lo que permite que los macréfagos puedan ejercer un control del
estado inflamatorio durante la desorganizacién tisular de la decidua y la
remodelacién de las arterias espirales y asi mantener la homeostasis que favorece el

establecimiento del embarazo sin generar dafios al embridn (45,46).

La IL-10 también es un regulador esencial de la actividad de los macréfagos
deciduales y parece tener un papel clave en la transicién de poblaciones M1y M2.
Existen evidencias experimentales que muestran una relacién entre IL-10 y la
transformacién de los macréfagos durante todas las etapas del embarazo (44) [Figura

2].

1.7 La ruta de la p53 y la influencia sobre LIF durante la implantacién embrionaria

La citoquina LIF, secretada por el tejido materno, desarrolla un papel decisivo
durante la decidualizacién participando en la adhesion del blastocisto a la superficie

del epitelio endometrial y posteriormente en la placentacion (34,47,48).
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Figura 2. Fenotipos del estado de transicién entre un
estado pro o anti-inflamatorio de los macréfagos y la
evolucién del embarazo.

Cambios en el fenotipo de los macréfagos durante el
embarazo  con  evolucion  favorable 'y  con
complicaciones (44).

En ratones deficientes de la proteina LIF se ha observado una ausencia absoluta de
decidua que por lo tanto da lugar a un fallo de implantacion de los blastocistos que
reciben, independientemente de que estos embriones expresen o no LIF. Sin
embargo, esta situacion se revierte cuando se les administra exégenamente LIF
recombinante durante la etapa implantatoria (47). En humanos este fendémeno
parece guardar similitudes, observdndose que las pacientes sometidas a
tratamientos de FIV con niveles de LIF aumentados durante la fase lGtea tienen

mayores tasas de embarazo (49,50).

La proteina LIF se secreta en el lumen del endometrio desde las células del epitelio
glandular y se une al receptor de LIF (LIF-R) expresado en el blastocisto; como

consecuencia, las células trofoblasticas expresardan LIF en un mecanismo de
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respuesta paracrina/autocrina, ya que reciprocamente se unird al LIF-R de las células

endometriales (51) [Figura 3].

La actividad de LIF estd a su vez mediada por LIF-R y la glucoproteina gp-130, que
activa rutas selectivas JAK/STAT3, MAPK y PI3K/ATP (52,53). Por otro lado, LIF es un
agente pro-inflamatorio que se expresa con intensidad en linfocitos de la decidua
(54). En ratones Knock-out para el gen LIF se observan alteraciones tanto en la
distribucién como en la proporcién de macréfagos y de NKs en el Utero, que afecta a
la implantacion y al establecimiento del embarazo (55). En etapas posteriores se
sospecha que LIF media entre los leucocitos de la decidua y las células trofoblasticas,

facilitando la invasion y la remodelacion de los tejidos (54).

Figura 3
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FIGURA 3, Sefializacién mediada por LIF y LIFR durante la adhesién del blastocisto.
Sefializacién mediada por LIF via autocrina o paracrina entre células del trofoblasto y del endometrio durante la adhesion del blastocisto
(51).
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La expresién basal e inducible de los niveles de LIF en la etapa implantatoria parece
estar regulado por la p53 y los estrégenos (56). La proteina p53 se une al primer
intron del gen de LIF modulando su actividad transcripcional e induce la expresion
de LIF durante la ventana de implantacién (57). Se ha observado que cambios en la
secuencia del ADN del tipo Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) asociados a
genes de la ruta p53 pueden influir sobre los niveles de LIF y su actividad,
destacando las variantes del codén 72 de la TP53 (rs1042522), el (rs929271) en LIF, el
(rs1563828) Mdm4 y el (rs1529916) en Hausp. Algunos genotipos de estas mismas
variantes, que también pueden influir sobre la expresion de LIF, se han visto

enriguecidas en pacientes con problemas a la hora de concebir (58).

1.8 Influencia del sistema serotoninérgico en el establecimiento y mantenimiento del

embarazo

La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT) forma parte de una gran familia de
moléculas conocidas como monoaminas indolamidas que son sintetizadas a partir
del triptéfano y de la acciéon de las enzimas triptdéfano hidroxilasa (TPH) y triptdéfano
descarboxilasa (TDC). El papel mas conocido de la 5-HT es el de neurotransmisor en
el sistema nervioso central (SNC); sin embargo, la 5-HT a lo largo de la evolucién esté
presente en muy diversas formas de vida que incluso carecen de sistema nervioso,
como las plantas y los hongos (59). En algunas plantas la 5-HT y algunas formas
derivadas influyen en el desarrollo de la arquitectura radicular y participa en la
intercomunicacién de partes distales de la planta, promoviendo el fototropismo y el
desarrollo de las raices (60). Ademés de ser un neurotransmisor, en humanos, la 5-HT
tiene muchas otras funciones; los receptores de 5-HT se distribuyen de forma
heterogénea lo que implica que actia como ligando en diversas localizaciones

tisulares (61).

La mayor parte de la 5-HT se sintetiza en las células enterocromafines del intestino y

participa activamente en diversos procesos bioldgicos fuera del SNC; tanto, que en
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realidad sélo el 5% de la 5-HT se encuentra en el SNC y el 95% restante se distribuye
en los tejidos periféricos (62). A la 5-HT se le atribuyen funciones relevantes en el
sistema vascular, el aparato digestivo, el sistema endocrino, el sistema genitourinario

y el sistema reproductor (63).

Existe cada vez un numero mas representativo de evidencias que sugieren un
potencial papel inmunomodulador de la 5-HT presente en las mucosas.
Recientemente se ha observado un amplio rango de receptores de 5-HT en células
del sistema inmunitario como células NK, neutréfilos, eosinéfilos, monocitos,
macréfagos, células dendriticas y mastocitos, estos 4 Gltimos tipos celulares también

presentan el transportador de serotonina (SERT) (64).

De forma més generalizada la 5-HT parece actuar potencialmente en el
reclutamiento de células inmunes en tejidos periféricos fuera del SNC (65,66). A bajas
concentraciones participa en la proliferacion de linfocitos, pero desempena un papel
inmunosupresor cuando se presenta a altas concentraciones (67). A la 5-HT se le
atribuye una funcién de proteccidn sobre las células NK ante el estrés oxidativo que
tiene lugar durante los procesos inflamatorios, actia reduciendo la tasas de
apoptosis de las mismas (68). El papel de la 5-HT, lejos de ser conocido, es
heterogéneo ya que también, parece actuar directamente sobre procesos de
activacion de la respuesta inmune innata como agente proinflamatorio y en el

desarrollo del sistema inmune adaptativo (69).

Como se ha mencionado anteriormente, la 5-HT es una molécula altamente ubicua
con presencia en una gran variedad de procesos fisiolégicos en el ser humano, y el
sistema reproductivo no es una excepcion. Por ejemplo una de las funciones mas
conocidas es su influencia sobre el flujo vascular uterino, induciendo la
vasoconstriccion selectiva de las arterias uterinas y la contraccion del miometrio en el
Utero (70-72). En algunos trabajos mas recientes se han realizado hallazgos

experimentales que han evidenciado como la disponibilidad de 5-HT es
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determinante durante en las fases iniciales del desarrollo embrionario y la

consecucién del embarazo (73-75).

Algunos elementos del sistema serotoninérgico estan presentes en el tejido
endometrial y en el ovario, pero también en el propio évulo y en el embrién. El
agente de transporte SERT se detecta en el endometrio con una expresién leve pero
consistente, tanto a nivel de proteina como de RNAseq (61). En el évulo y en el
embrién hasta la etapa de blastocisto, se detecta 5-HT y el transportador SERT que
es funcionalmente activo durante la etapa preimplantatoria (76,77) [Figura 4]. La
asimilacion de 5-HT desde el espacio extracelular hasta el interior embrionario
parece que se produce durante las etapas mas tempranas y se han localizado puntos

de mayor actividad alrededor de las membranas mitocondriales (76,78) [Figura 5].

Figura 4 Figura 5

—
Figura 4. Distribucién de serotonina en el embrién Figura 5. Colocalizacién de serotonina y mitocondrias en la etapa
preimplantacional. preimplantacional.
Punteado claro. (A) o6vulo, (B) cigoto (B), (C) Distribuciéon de serotonina (A) (D) y mitocondria (B) (E), en (G) y (F) se muestra la

Embrién 2 células, (D) embrion 4 células, (E) colocalizacién de ambas en embriones de 2 células (76).
embrién 8 células y (F) blastocisto (76).
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Las monoaminas entre las que se incluye a la 5-HT, son potentes mediadores de
diversos procesos fisiopatoldgicos en la préactica totalidad de los tejidos, por ello su
concentracidon estd muy estrechamente regulada a través de los transportadores
especificos y de las vesiculas de transporte en las que son almacenadas. Los
transportadores vesiculares de monoaminas (VMATs), se expresan de forma
leve/moderada en el epitelio glandular del endometrio (61) [Figura 6]. Las
monoaminas, mas que activarse o inactivarse enziméticamente, son recambiadas y
acumuladas para ser liberadas en los momentos en los que son necesarias; el
transporte vesicular, por lo tanto, permite la acumulacién de las monoaminas, como

la 5-HT, a nivel citosélico para que después puedan ser liberadas a demanda (79).

Figura 6

FIGURA 6. Presencia VMAT1 en el endometrio.

Deteccion inmunohistoquimica de la proteina VMAT1 en endometrio, se observo intensidad moderada en la zona glandular. Sin
sefal de hibridacion en la regién estromal. (61) Accedido en enero de 2014. (Patient ID: 3333 Mujer 35 afios; Utero1:HPA007210,
Endometrio:T-84000; Tejido: M-00100)
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La actividad Tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) tiene efectos drésticos sobre el
desarrollo embrionario temprano y su actividad enzimatica es limitante en la
biosintesis de 5-HT periférica. La disrupciéon de esta actividad en ratones hembra
pseudogestantes, conlleva un aumento del 80% en el nimero de embriones

anormales que se recuperan(73).

La concentracion de 5-HT en el oviducto y en la cavidad uterina aumenta
significativamente después de la ovulacién y se mantiene elevada hasta la ventana
de implantacién en un proceso independiente de TPH1 (77) [Figura 7]. Como ya se
ha mostrado con anterioridad, se necesita un aporte materno de 5-HT durante las
primeras etapas del desarrollo embrionario, sin embargo, se desconoce a qué nivel

tiene su efecto si es directo sobre el embridn o influye a través de la receptividad del

endometrio.

Figura 7
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1.8.1 -Regulacién asimétrica del sistema serotoninérgico en el endometrio como

posible mecanismo de prevencion de la respuesta inmune

Los genes Homeobox (Hox) son factores de transcripcion que durante la
embriogénesis confieren la identidad celular en el eje antero-posterior de metazoos
superiores. El gen Homeobox A10 (HOXA-10) interviene en el desarrollo endometrial
bajo el influjo de esteroides sexuales y se ha observado que influye de forma directa
en la implantacion; tanto, que su delecién desencadena defectos severos de
implantacién y reabsorcién embrionaria en el periodo postimplantatorio (80). El
efecto de HOXA 10 tiene especial relevancia a nivel funcional en el endometrio,
influye directamente sobre |la degradacion del precursor metabdlico de la sintesis de
5-HT, el Triptdéfano, induciendo la expresién de la enzima Triptdfano 2,3-dioxigenasa

(TDO) (75).

Durante el ciclo menstrual la expresiéon de la enzima TDO presenta un patréon de
expresion variable en el endometrio, siendo mayor durante la decidualizacién, lo que
sugiere que la regulacidon de los niveles de triptéfano puede que intervenga en la
implantacién embrionaria de forma direacta o indirecta (81). La degradacién del
triptéfano aumenta tanto en los tejidos propios del embrién en desarrollo como en
los tejidos extraembrionarios que conforman la placenta, coincidente con el

momento de méaxima expresion de la enzima TDO en el endometrio (82,83).

A pesar de la gran ubicuidad de la TDO en un gran nimero de tejidos a lo largo de
todo el cuerpo, su actividad se muestra con un patrén creciente en la pared del
endometrio desde la superficie epitelial hacia el estroma (75). Esta asimetria conlleva
a su vez diferencias en el gradiente de concentracién de Triptdfano, que se
encuentra menos disponible en el estroma, y se sospecha que dicha disposicién
obedece un patrén desarrollado evolutivamente para limitar la proliferacion de
linfocitos T y asi preveniendo el rechazo inmunoldgico del embridon durante la

implantacién (75).
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La distribucion del triptéfano conlleva que la disposicion de la 5-HT en el endometrio
sea también asimétrica, y que aumente desde la regién glandular hasta la regién mas
alejada del estroma donde aumenta la actividad de degradacién del triptéfano
[Figura 8]. Esto hace que la mayor concentraciéon de 5-HT se localice justo en la zona
de interaccién materno-embrionaria, aunque se desconoce qué tipo de implicacion
puede desempenfar esta distribucién, se ha observado que los receptores 5-HT1D y
5-HT7 median en la respuesta a 5-HT y mejoran la viabilidad de los embriones en

desarrollo (75).

Figura 8
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Figura 8. Distribucién asimétrica de [5-HT] en el endometrio mediada por HOXA10.

Inmunohistoquimica frente a 5-HT que revela su distribucion asimétrica tras la activacion de HOXA10. Se observa la mayor presencia de 5-HT en la
regién epitelial y glandular frente a los controles, que también presentan la mayor [5-HT] en la misma zona. HOXA10: transfeccion en ratones con
vector pcDNA3.1(_)/HOXA10 cDNA y control (Vector vacio) (75)
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1.9 Utilidad de las variantes genéticas para explorar la influencia de sistemas

biolégicos relacionados con la implantacién embrionaria

Las variaciones genéticas que se encuentran entre dos seres humanos no
emparentados se estima que oscilan entre el 0,1% y el 0,5% (84,85). La interaccidn
entre las variantes genéticas y los factores ambientales son los que determinan la
representatividad de los caracteres y el conjunto de fenotipos que hacen Unico a un
individuo. Conocer el peso especifico de cada variante genética permite profundizar
en el conocimiento de los procesos bioldgicos y es de gran utilidad en medicina para
que se contemple la influencia de los factores genéticos y ambientales de forma

conjunta para la préctica clinica orientada y personalizada (86).

El estudio mediante genes candidatos es una aproximacién clasica en genética
epidemioldgica para evaluar la influencia de genes que puedan intervenir en un
determinado proceso bioldgico e identificar alelos asociados a algin fenotipo o
condicidén patoldgica o adversa. Esta estrategia ha sido poco utilizada para valorar la

disfuncién de procesos que determinan un estado de infertilidad o subfertilidad.

En cada ciclo menstrual suceden numerosas interacciones moleculares reguladas a
nivel genético y cualquier variacién en ellas puede manifestarse sobre el potencial de
receptividad endometrial, esto hace que la eleccion de variaciones genéticas en
genes candidatos pueda ser una buena estrategia para explorar que procesos
moleculares puedan tener mayor influencia (87). Las variaciones genéticas pueden
alterar la dindmica de estos genes o de otros funcionalmente relacionados con el
desarrollo endometrial, a su receptividad y a la misma implantacién embrionaria y
por ello pueden ser representativas de sus consecuencias sobre el éxito de un

tratamiento de FIV.

La recepcién de ovocitos de donante, proporciona la ventaja de estudiar los grupos

de receptoras clasificadas segun su genotipo y que han sido sometidas a
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tratamientos de FIV, a través de estos tratamientos se pueden controlar y minimizar
el impacto de variables con gran peso en los resultados de los tratamientos,
especialmente aquellas determinadas por la funcién ovarica. Por lo tanto, es una
posibilidad para asi evaluar la eficiencia de la implantacion embrionaria conforme a

la variabilidad genética del utero receptor.

Durante el desarrollo de un tratamiento de FIV se monitoriza la eficiencia de la
implantacién embrionaria de forma precisa; a partir del nimero de embriones que se
transfieren se puede cuantificar la tasa de implantacién cuando posteriormente se
hace el recuento de sacos gestacionales observados mediante ecografia. Aun asi, el
estudio experimental de los procesos que acontecen durante la implantacién
embrionaria es inviable por motivos éticos y logisticos evidentes. Por esta razén el
anélisis de la influencia de variantes genéticas para el estudio de la implantacién
embrionaria sugiere una interesante aproximacién de estudio para identificar la
elementos o condiciones en la receptora que influyan a nivel uterino sobre el

desarrollo embrionario y méas concretamente sobre el éxito de la implantacion.

La seleccidon de genes candidatos, que puedan intervenir en procesos relacionados
con la implantacién, y el andlisis de la distribucién de las variantes genéticas en la
poblacion de pacientes, clasificadas segun los resultados de TRAs; supone una
oportunidad de valorar la representatividad de las variables genéticas en los
resultados. Indirectamente esto informa sobre la actividad del gen y el proceso
bioldégico en el que éste participa en el contexto de la interaccion entre el

endometrio y el embridn.

1.9.1 -Variantes genéticas relacionadas con la tolerancia embrio-materna: LIF y

p53 como candidatas para el estudio de la implantacién

La frecuencia de algunos polimorfismos relacionados con la ruta de la P53 se han

visto aumentadas en la poblacién de pacientes sometidas a tratamientos de FIV,
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aunque sblo se han observado efectos predictivos sobre las pacientes menores de 35
anos (58). En nuestro estudio hemos incluido algunas variantes relacionadas con la
ruta p53 y LIF, para evaluar su influencia en los resultados de los tratamientos sobre

nuestro grupo de receptoras [Tabla 1].

v' Tumor protein P53 (TP53) rs1042522 (Arg72Pro)

La variante genética seleccionada en la p53 es un polimorfismo codificante,
ampliamente estudiado, que consiste en el cambio de una C por una G en el
transcrito y conlleva el cambio en el codén 72 de la secuencia de aminoécidos de
una Prolina (P) por una Arginina (R) (Arg72Pro). La influencia de la variante genética
Arg72Pro sobre la implantacién embrionaria ya ha sido previamente descrita,
inicialmente se observé un aumento de la frecuencia del alelo Pro en las pacientes
que, tras someterse a FIV, sufrieron fallos repetidos de implantacién (88). En la misma
linea se ha observado un enriquecimiento del alelo Pro en pacientes de FIV; sin
embargo, Unicamente en mujeres menores de 35 afos el genotipo Pro/Pro fue

predictivo de peores tasas de éxito tras el tratamiento de FIV (58).

v Murine doble minute 4 (Mdm4) rs1563828

El gen Mdm4 expresa una proteina que se une al extremo amino terminal de la P53y
actla inhibiendo su actividad. La variante rs1563828 en el gen Mdm4 se asocia con
peores resultados en las pacientes que recurren a tratamientos de FIV, la influencia
que puede ejercer este polimorfismo sobre la ruta P53 no estd clara aunque se

conoce que dicho gen interactla e inhibe a la p53 y otros elementos de la ruta (58).

v Ubiquitin-specific-processing protease 7 (USP-7) rs1529916

Esta proteasa desubiquitiniza a elementos reguladores como Mdm 2 y Mdm4 e
influye directamente sobre los niveles de P53 y otros elementos de la misma familia
que también acttan en la ruta. El polimorfismo rs1529916 se ha visto asociado con

peores resultados en pacientes que reciben tratamientos de FIV (58).
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v’ Leukemya inhibitory factor (LIF) rs929271

Como se ha mostrado previamente LIF tiene un papel esencial durante la
implantacién embrionaria. Un enriquecimiento de la variante G, de este SNP
localizado en la regién 3UTR, ha sido observada en pacientes con problemas de
fertilidad que recurren a tratamientos de FIV, aunque no se asociado con el éxito del

tratamiento (58).

Tabla 1. Variantes genéticas de la ruta p53 seleccionadas

Alelo
Gen ID SNP Consecuencia EUR MAF
Genoma
C>G Cambio de sentido. La variacién Arg: 71%
TP53 rs1042522
Pro>Arg influye sobre los niveles de LIF. Pro: 29%
T: 66%
LIF rs929271 T=>G Variante 3" UTR modifica transcripcion
G: 34%
Variante intrénica modifica  G: 68%
MDM4 rs1563828 G>A
transcripcion A: 32%
Variante intronica modifica  G: 69%
USP7 rs1529916 G>A

transcripcion A: 31%
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1.9.2 -Variantes genéticas del sistema serotoninérgico candidatas para el

estudio de la implantacién

Como se ha descrito con anterioridad la disponibilidad de 5-HT durante la
interaccién materno-embrionaria parece ser esencial; la dinamica de transporte de 5-
HT y la actividad del sistema serotoninérgico estan ampliamente influenciados por
un gran numero de genes. Las fluctuaciones en el entorno pueden producirse de
forma natural en cualquier nivel del sistema serotoninérgico por variacién de los
niveles de 5-HT, de Triptdfano y/o a través de los mecanismos de regulaciéon local en
el endometrio. Son escasos los conocimientos sobre la influencia del sistema
serotoninérgico en el establecimiento del embarazo y de las condiciones genéticas
que puedan condicionar los mecanismos de regulaciéon de dicho sistema. Con el
proposito de dilucidar algunas incdgnitas, en el presente estudio, se han
seleccionado variantes genéticas del sistema serotoninérgico que permiten evaluar

parcialmente la influencia de algunos genes en la receptividad endometrial [Tabla 2].

v' Solute carrier family 6 member 4 (SLC6A4), Insertion/deletion 5-HT
Transporter linked polymorphism region (5-HTTLPR)

En la regiéon promotora del gen SLC6A4 existe una zona de control transcripcional en
el que se localizan varios polimorfismos denominada 5-HTTLPR. Uno de los
polimorfismos mas estudiados consiste en una inserciéon/delecién en el nimero de
repeticiones de una secuencia repetitiva de elementos ricos en GG de unos 20-23
nucleétidos. Entre los alelos se puede distinguir un alelo largo (L) con 16 repeticiones
que se asocia a mayores tasas de expresion y un alelo corto (S) con 14 repeticiones
asociado a un menor grado de transcripcién génica. La tasa de expresion asociada a
los alelos Ly S es variable relaciondndose L con mayor expresidén y mayor tasa de
recaptacion y de forma contraria S con menor expresion e internalizacion de 5-HT

desde el exterior celular. Puesto que 5-HTT estd presente en el embrién y en el
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endometrio (61,76,79), es una variante candidata para valorar su influencia en la

receptividad endometrial.

v Tryptophan hydroxylase 1 (TPH1) rs1800532

La TPH1 se expresa en el epitelio glandular del endometrio de forma consistente
(61), su actividad influye sobre los niveles de 5-HT a través de la sintesis de su
precursor el Triptéfano que como se ha mencionado anteriormente adquiere una
funcion esencial para garantizar el desarrollo embrionario durante las etapas mas
tempranas (75,77). Esta variante genética es una de las més estudiadas y se ha

relacionado frecuentemente con variaciones en la funcién de este gen.

v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 1A (5-HT1A) rs6295

La presencia de 5-HT1A se concentra en el sistema nervioso central, pero también se
expresa en otros tipos celulares como las células del sistema inmune, cuyo papel en
el sitio de implantaciéon embrionaria puede ser relevante (89,90). La variante C1019G
5-HT1A modifica la secuencia de un palindromo que hace més efectiva la unién de
distintos factores de transcripcién en la regién promotora aumentando la afinidad de
los represores Nuclear Deafl related (NUDR) / Deformed epithelial autoregulatory
factor 1 (Deaf1). Algunos trabajos reportan que el alelo C aumenta la afinidad de los
represores que bloquean mas intensamente la transcripcién y se asocian a una
menor cantidad de receptor HTR1A, de forma contraria el alelo G induce una mayor

densidad de receptor HTR1A. (91).

v' 5-Hydroxytryptamine Receptor 2A (5-HT2A) rs6313

El gen 5-HT2A se expresa levemente en el endometrio pero también se ha visto en
células intermediarias del sistema inmunitario presentes en la implantacién (90). La
variante consiste en un cambio de nucledtido T102C e induce un cambio sinénimo

del aminoécido en la posicién 34, algunos trabajos han reportado diferencias en la
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actividad del gen segun la presencia de una u otra variante, presumiblemente por

cambios en la expresién (92).

v 5-Hydroxytryptamine Receptor 2C (5-HTR2C) rs3813929

El receptor 5-HT2C estd presente también en células del sistema inmunitario y, en
modelos animales, estia envuelto en la activacion de macréfagos (90,93). La
variacion -759T/C parece tener un efecto sobre el dominio de unién al ADN que
afecta a la expresion génica del receptor (94). Por este motivo se ha seleccionado

para evaluar su potencial influencia en la implantacién embrionaria.

v 5-Hydroxytryptamine Receptor 3B (5-HT3B) rs1176744

El receptor HT3B se expresa moderadamente en placenta con representacion a nivel
proteico, pero sélo se observa una leve expresién a nivel endometrial (61). La
variante supone un cambio de base no sinénimo con la sustitucion de una Tirosina
(Tyr) por una Serina (Ser) en la posicidon 129 (Tyr129Ser). La variante Ser129 conlleva

una ganancia de funcién y aumento de la respuesta a la union de 5-HT (95).

v' Monoamine oxidase A (MAO-A) rs3788862 y rs?79605; Monoamine
oxidase B (MAO-B) rs3027452

MAOQO es una enzima que degrada 5-HT y otras aminas a nivel citosélico y en la
membrana mitocondrial externa; se ha visto que las dos formas MAO-A y MAO B se
expresan de forma consistente en el epitelio glandular del endometrio (61).
Recientemente se ha propuesto que MAO-A puede regular los procesos
inflamatorios modulando la actividad de Macréfagos y monocitos a través de un

proceso regulatorio mediado por la catalizacién de aminas como la serotonina (96).

MAQO-B parece tener una presencia mas generalizada en el Utero durante todo el
ciclo y no tan especifica como la MAO-A que estd confinada practicamente en la

regién glandular durante la fase secretora (97). Se han seleccionado algunas de las
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variantes genéticas méas estudiadas en ambas isoformas con el fin de explorar la

existencia de algun tipo de asociacién entre estas y la implantacién embrionaria.

v' Vesicular Monoamine Transporter 1 (VMAT1) rs1390938 y rs2270641

La proteina VMAT1 se ha identificado con una expresion moderada en el endometrio
glandular, aunque actualmente no se ha validado transcripcionalmente por RNAseq
(61). Esta proteina es la principal encargada del transporte vesicular y tiene una gran
afinidad por la 5-HT (98). Se han seleccionado dos variantes que inducen una
substitucion no sinénima de aminoacido y que potencialmente pueden
desenmascarar alguna asociaciéon del VMAT1 con la implantacién. La variante
rs1390938 conlleva el cambio de una Treonina (Thr) por una Isoleucina (lle) en el
residuo 136, la forma Thr136 reduce la tasa de transporte vesicular un 35% con

respecto a la proteina con el residuo Ile136 (99).

La variante rs2270641 modifica el residuo 4 con el cambio de una Thr por una Prolina
(ThrdPro), aunque su efecto funcional no ha sido caracterizado, se ha relacionado con
algunas condiciones patoldgicas por lo que se sospecha de una influencia fenotipica

aun no clarificada ya que potencialmente induce cambios en la proteina.
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Tabla 2. Variantes genéticas del sistema serotoninérgico seleccionadas

Alelo
Gen ID SNP Consecuencia EUR MAF
Genoma
i i6 L L: 519
SLCOAL 5_HTTLPR S S induce menor tas'a, de expresion y 51%
mayor tasa de expresion. S: 49%
Variante intrénica. No se conoce efecto G: 61%
TPH1 1800532 G->T
* directo sobre la actividad del gen. T:39%
Variante localizada en la regién promotora C: 549
HT1A rs6295 C->G que influye sobre la uniéon de los G: 46‘;
represores de la expresion del gen. T
Variante sinénima del exén 1. No se G- 569
HT2A rsé6313 G>A conoce efecto directo sobre la actividad A: 44;
del gen. e
Modifica dominios de unién al ADN en la T 16%
HT2C rs3813929 T>C region 5’ influyendo sobre la transcripcion S
C: 84%
del gen HT2C.
Variacién de cambio de sentido. Ser129
A>C induce una ganancia de funcidn A (Tyr): 69%
HT3B 1176744
3 s Tyr129Ser aumentando la respuesta ante 5-HT con C (Sen): 31%
respecto a la variante Tyr129.
MAO-A 1$3788862 ASG Varlante' de localizacién intrénica en una A: 29%
secuencia reguladora. G:71%
A: 29%
MAO-A rs979605 A->G Variante de localizacién intrénica. G 71;
. (o)
G: 83%
MAO-B rs3027452 G2>A Variante de localizacién intrénica. A 17;
. (o)
GA Var.laC|on de camb'lo de sentido. La G (Thr): 75%
VMAT1 rs1390938 variante Thr136 confiere una menor tasa
Thr136lle . L A (lle): 25%
de transporte vesicular de 5-HT in vitro.
VMAT1 2270641 I8 Za:agon r'c’ice CazE!o den silntlld:(.:'éﬂo dsee| RIS
i
* Thrapro o Cescrito cambios € . G (Pro): 36%

gen.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Justificacién del estudio

El fallo de implantacién es considerado como uno de los principales factores
limitantes de los tratamientos de FIV, con la dificultad de que exista un gran
desconocimiento acerca del didlogo molecular que se establece entre el embridon y
el endometrio. Por este motivo son escasos los recursos clinicos disponibles para
abordar aspectos que puedan estar relacionados con un defecto de implantacién, de
receptividad endometrial o simplemente en parejas que han recibido reiterados
tratamientos sin éxito a pesar de transferir embriones de buena calidad. La
imposibilidad de abordar ensayos clinicos en humanos sin tener la certeza de
comprometer la consecucion y el progreso del embarazo hace muy dificil obtener
datos sobre este fendmeno crucial de la medicina reproductiva. Las variantes
genéticas representan una fuente de variacién bioldgica objetiva, subordinadas a un
entorno molecular especifico, con un andlisis accesible gracias a las tecnologias
actualmente disponibles, que no genera impacto sobre la progresidn del tratamiento
y por lo tanto son una alternativa asumible desde el punto de vista experimental. Si
la variante genética tuviera alguna influencia durante el proceso de la implantaciéon
embrionaria, bien a través de la funcién del propio gen en el que estd o bien
indirectamente a través de otro, puede reflejarse en los resultados y asi arrojar
informacién con potencial utilidad desde el punto de vista clinico. En este contexto,
el desarrollo del trabajo queda justificado por aportar una forma alternativa de
explorar aquellos procesos bioldégicos que pueden estar relacionados con la

implantacién embrionaria y el establecimiento y la progresién del embarazo.

2.2 Planteamiento e hipétesis

Uno de los grandes enigmas que se presentan en medicina reproductiva concierne a
la tolerancia materno-embrionaria que permite el desarrollo de un ambiente
molecular y celular local, en el que se establece un equilibrio de interaccién con el

sistema inmunoldgico. Ademas de la influencia de las hormonas sexuales, Estradiol y
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Progesterona, otros entes moleculares pueden influir en el control de la respuesta
inmune como los elementos de la ruta de la p53 y los elementos del sistema
serotoninérgico. Las variantes genéticas de la ruta de la p53 y del sistema
serotoninérgico han sido ampliamente estudiadas y pueden ser una fuente de
variacion funcional de forma individual para ambos sistemas, por lo que, de haber

alguna relacion, pudieran ser representativas en la implantacion.

2.3 Objetivo general

Explorar la influencia de las variaciones genéticas en la ruta de la p53 y en el sistema
serotoninérgico sobre los resultados de los tratamientos de FIV en un modelo de

receptividad endometrial basado en la recepcion de évulos de donantes.

2.4 Objetivos especificos

1. Comparar la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
polimorficas, seleccionadas para el estudio, en la poblacién de receptoras con las de
la poblacion de referencia. Se pretende analizar si existen fluctuaciones en la
distribucién de frecuencias de las variantes estudiadas en el grupo de pacientes que
acuden a recibir un tratamiento de fertilidad y, por lo tanto, si estas fluctuaciones

puedan relacionarse con una causa de infertilidad subyacente.

2. Evaluar las diferencias en las tasas de implantacién embrionaria, de embarazo
clinico, de aborto bioquimico y de embarazo evolutivo entre grupos de pacientes
categorizados por genotipo de cada variante individualizada. Se pretende
determinar si existe una diferencia directa entre las receptoras agrupadas por su

condicion genética y la evolucidon y el resultado del tratamiento.

3. Analizar el grado de asociacidon de los polimorfismos que presenten alguna

variacién sobre los resultados de acuerdo al genotipo. Establecer la intensidad de las
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asociaciones detectadas y valorar las diferencias entre éstas segun el modelo de

herencia aplicado.

4. Evaluar la interaccion entre las variantes genéticas y el grado de asociacion con los
resultados de los tratamientos a nivel alélico y genotipico. Se pretende evaluar el
tipo de interaccién entre las variantes que puedan estar relacionadas funcionalmente

por clusteres estudiados (p53 y sistema serotoninérgico).
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3. MATERIALY METODOS
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3.1 Disefio del estudio

El conjunto de individuos reclutados como poblacién de estudio son mujeres que,
previa indicacién médica, requirieron de un tratamiento de Fecundacién In Vitro (FIV)
mediante inyeccion intracitoplasmética de espermatozoide (ICSI) sobre évulos de
donante para con ello solventar un problema de infertilidad. Asi mismo para el
desarrollo del presente estudio, y aunque no fueron objeto del mismo, también
participaron las parejas masculinas y los donantes de gametos (Svulos vy

espermatozoides).

Todos los pacientes y donantes que accedieron a participar dieron su
consentimiento por escrito, tanto para el tratamiento como para el estudio, a través
de un documento de consentimiento informado. En el caso de los tratamientos se les
proporcionaron a los pacientes los documentos de consentimiento auspiciados por
la sociedad espafola de fertilidad (SEF) y para donar la muestra de saliva y participar
en el estudio fue un documento de consentimiento aprobado previamente por el

comité ético del Instituto de Fertilidad Clinica Rincén.

El disefio del estudio atiende a un estudio caso-control anidado en el que los casos y
los controles se toman de la poblacion de estudio y se van agrupando como tal en
funcién de los resultados clinicos del tratamiento. La ventaja de este modelo de
estudio es que se reducen algunos sesgos derivados de la seleccién de los

individuos.

3.2 Poblacién de estudio

3.2.1 -Receptoras de dvulos donados

Un total de 249 mujeres fueron incluidas en el estudio, se seleccionaron a aquellas

que se sometieron a su primer tratamiento de recepcion de évulos de donante en las
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instalaciones del Instituto de Fertilidad Clinica Rincdn entre julio de 2009 y febrero de

2011.

v' Criterios de inclusién

Se seleccionaron a aquellas pacientes que iban a recibir por primera vez un ciclo de
recepcién de ovulos frescos de donante, de raza caucédsica y con edades
comprendidas entre los 18 y los 45 afios de edad, que para la transferencia
embrionaria recibieran al menos dos embriones clasificados con calidad A, siguiendo
los criterios establecidos por las lineas guias de la ESHRE (100). Para ello los
embriones valorados entre los dias + 2 y +3 de desarrollo embrionario, debian
presentar 4 y entre 7-8 células respectivamente, con un patrén simétrico entre el
tamano de las células y con menos de un 10% de fragmentacion sobre el volumen

total del embridn.

v' Criterios de exclusion

Las pacientes receptoras fueron excluidas del estudio si presentaron alguna anomalia
con respecto a la disposicién morfolégica del endometrio, alguna sospecha de
patologia tubérica, un indice de masa corporal mayor de 30 kg/m2, alguna
malformaciéon uterina o factor endometrial con mal prondstico y también se
descartaron aquellas parejas que acudieron con un factor masculino severo del tipo

azoospermia o criptozoospermia.

3.2.2 -Donantes de 6vulos

v' Criterios de inclusidn

Las donantes seleccionadas fueron mujeres jovenes en buen estado de salud
psicofisica con edades comprendidas entre los 18 los 35 afos, con ciclos menstruales
regulares, sin precedentes en el historial familiar de problemas hereditarios o

anomalias cromosdmicas en familiares directos, con cariotipo normal 46 XX, con un
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indice de masa corporal de entre 18 y 29 kg/m2 y serologias negativas de VIH, VHB,

VHC, sifilis y citomegalovirus.

v' Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellas donantes que presentaron una respuesta anormal al
tratamiento con gonadotropinas, un cuadro severo de sindrome de ovarios
poliquisticos, endometriosis, mas de un aborto espontédneo previo o algun problema
médico o ginecoldgico que pudiera comprometer el éxito del procedimiento. Antes
de proceder con el tratamiento, a todas las donantes se les explica el procedimiento
de forma verbal aclardndole cualquier duda, ademés se les proporciona un
documento de consentimiento informado que deben leer, completar y firmar para

prestar su consentimiento

3.3 Preparacién endometrial de las receptoras de 6évulos donados

La preparacién endometrial se desarrollé conforme a la sistematica descrita
anteriormente por Soares y colaboradores (101). En las receptoras se procedié a
inducir la supresion de la funcién ovérica mediante la administracién de un analogo
de la GnRH de depdsito en una Unica dosis (Decapeptyl; Ipsen Pharm, UK o
Gonapeptyl; Ferring, Madrid, Espafa). La supresidn ovérica se comprobd a través de
monitorizacion de ultrasonidos y en caso afirmativo, se procedid a pautar una terapia
hormonal sustitutiva con valerianato de estradiol (Progynova; Schering, Madrid,
Espana) administrado con tomas diarias con una dosis creciente que aumenté desde
2mg diarios iniciales, hasta los 6 mg diarios en la etapa final. Para el soporte de la
fase lUtea se prescribié una aplicacion de 600 mg diarios de progesterona natural
micronizada, preferiblemente por via vaginal (Progeffik, Effik Laboratories, Madrid,
Espana); para ello, la primera aplicacidén se inicié coincidiendo con el dia de la

puncién ovarica de la donante. Se procedié a realizar la transferencia embrionaria
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siempre que el endometrio presentara un patrén trilaminar con un grosor minimo de

6 mm.

3.4 Hiperestimulacién ovérica controlada, puncién ovérica y recuperacién de
foliculos. Inseminacién intracitoplasmastica de espermatozoide (ICSI) y cultivo

embrionario

La hiperestimulacién ovarica controlada (HOC) se llevd a cabo en donantes mediante
un protocolo farmacolégico con hormona foliculoestimulante humana recombinante
(FSHr) y controlado mediante antagonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). Se inicié durante los primeros 2-5 dias con dosis fija entre
150 y 300 unidades internacionales (Ul) FSHr (Gonal-F®; Merck-Serono, Barcelona,
Espafa). Las dosis iniciales se fijaron en funciéon de la edad, el indice de masa
corporal y el contaje de foliculos antrales y el volumen ovérico. Posteriormente se
ajustd la dosis en funciéon de la respuesta y los valores séricos de estradiol (E2).
Cuando el foliculo dominante alcanzé los 14 mm de tamafio se aplicd una dosis
diaria de 0.25 mg de antagonistas de la GnRH (Orgalutran; Organon, Barcelona,
Espafia) hasta el dia de la induccidon de la ovulacién y si en las subsiguientes
monitorizaciones se detectaron al menos 3 foliculos que superaron los 17 mm de
didmetro mayor, se indujo la ovulacién mediante la administracion de un analogo de
la GnRH de 0.4mg de Acetato de Leuprolide (Procrin; Abbot S.A., Madrid, Espanfa).
La puncidén ovérica se fija en quiréfano 35 horas después de la administracion del
anélogo de la GnRH. En laboratorio, bajo lupa estereomicroscdpica, se procedié a la
recuperacion de los complejos cumulo-corona-ovocito obtenidos (CCO). Tras
incubar los complejos CCO obtenidos durante 60-120 minutos en medio de cultivo
pre-equilibrado Quinn’s Advantage fertilization medium (SAGE, Trumbull, CT, USA),
se procedié a la decumulacion ovocitaria. Para ello se expusieron brevemente los
CCOs a hialuronidasa a 40Ul/mL en medio Quinn’s Advantage® Medium tamponado
con HEPES (SAGE, Trumbull, CT, USA) y suplementado con albimina recombinante
humana (SAGE, Trumbull, CT, USA), posteriormente se procedié a la disgregacion
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mecanica mediante pipetas con capilares de distintos calibres hasta la obtencién de
los Svulos libres de células de la granulosa. Aquellos évulos maduros que
presentaron un corpusculo polar fueron catalogados como metafase Il y fueron
microinyectados mediante ICSI tras 2 horas de incubacién después de la
decumulaciéon. Tras la  microinyeccion, los évulos inseminados se dejaron
individualmente en gotas de cultivo con medio pre-equilibrado Quinn’s Advantage
cleavage medium (SAGE, Trumbull, CT, USA) cubiertos con aceite mineral (SAGE,
Trumbull, CT, USA) hasta el dia 2 "6 3 de desarrollo. Los embriones sobrantes que no
se transfirieron fueron vitrificados o se dejaron en cultivo hasta dia 5 y'6 6, habiendo
previamente cambiado el medio de cultivo en dia 3 en microgotas de Blastocyst
(SAGE, Trumbull, CT, USA) cubiertas con aceite mineral (SAGE, Trumbull, CT, USA).
El cultivo embrionario se llevé a cabo en incubadores Minigalaxy (RSBiotech) en

atmosfera de anoxia con control de oxigeno 5% O2y 6% CO2.

3.5 Evaluacién de la fecundacién y desarrollo embrionario

La fecundacién fue evaluada 16-18 horas después de la ICSI. Los cigotos se
consideraron adecuadamente fecundados cuando presentaron dos pronucleos
simétricos en la posicion central. La asimetria entre los pronucleos, una posicién
excéntrica o una gran distancia entre los mismos penalizaron la valoracién de la
fecundacién para el pronéstico final de la evaluacion de la calidad embrionaria (102).
Posteriormente se valord la calidad embrionaria en dia +2 y dia +3, para lo que se
tuvo en cuenta la tasa de divisién celular, la simetria entre las blastémeras y la
extension y el tipo de fragmentacion, asi como, la presencia o ausencia de
multinucleacidn. Los embriones se consideraron de buena calidad en dia +2 cuando
presentaron al menos 2-4 células simétricas y un indice menor de un 15% de
fragmentacién sin multinucleacion. En dia +3 se catalogaron como embriones de
buena calidad a aquellos que presentaban entre 6-8 blastomeras simétricas y un
indice de fragmentacién menor del 20%. La transferencia por lo tanto se llevd a cabo

en dia +2 o dia +3 seleccionando los dos embriones de mejor calidad y aquellos




Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico ~ 54
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

embriones de buena calidad sobrantes fueron Vvitrificados cuando fueron

catalogados de buena calidad en dia +3 o en dia +5 (103).

3.6 Evaluacién clinica de los resultados y la progresién de los tratamientos

La transferencia embrionaria determina el momento en el que el resultado del
tratamiento dejara de ser evaluado en el laboratorio. Para una correcta evaluacién
del resultado del tratamiento en Instituto de Fertilidad Clinica Rincén se sigue un
protocolo clinico. A los 14 dias después de la recuperacion de los foliculos por
puncién ovarica y la inseminaciéon de los évulos maduros en metafase Il mediante
FIV-ICSI, se determinan y/o cuantifican los niveles de hormona coriogonadotrépica
humana (HCG) en orina o suero para establecer si existe embarazo bioquimico. En el
caso de que el resultado sea negativo (HCG Negativa), significa que el tratamiento
no ha conseguido el embarazo y se solicita a los pacientes reconfirmar el resultado
negativo por precaucion. Si, por el contrario, el resultado del test de embarazo es
positivo (HCG Positivo), significa que el primer paso del embarazo ha tenido lugar y
el proceso de la implantacion embrionaria se ha iniciado puesto que el embrién ha
progresado hasta comenzar a secretar HCG. En el caso de que espontdneamente
decaigan los niveles de HCG o se obtenga un resultado posterior negativo, antes de
la evaluacién ecogréfica, se considerard que ha tenido lugar un aborto bioquimico,
cuyas causas son dificiles de determinar y el hecho de que suceda refleja alguna

disfuncién durante el proceso de la implantacién.

En la 5° 6 6° semana de gestacidén se programan a los pacientes para recibir una
ecografia diagndstica con la que evaluar el estado del embarazo. En el caso de que
se observe un saco gestacional, en la cavidad uterina, con embrién viable en su
interior significa que el embarazo se ha establecido y queda clinicamente
diagnosticado, es la evidencia de que la implantacién ha sido exitosa. Si, por el
contrario, durante la evaluacion ecogréfica y a pesar de seguir aumentando el nivel

de HCG, no se detecta saco gestacional dentro de la cavidad uterina se determinara
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un embarazo de localizacion desconocida o ectdpico. La presencia de un feto viable
con latido cardiaco més alléd de la semana 12° de gestacién indica la consecucion de
un embarazo evolutivo. Si ocurriese una pérdida gestacional espontanea entre el
momento de la deteccién del saco gestacional y la 20° semana de embarazo, se

consideraréd que ha tenido lugar un aborto clinico (104).

El célculo de las tasas de éxito de los resultados en las Unidades de Reproduccion
Asistida son la herramienta mas Gtil para evaluar el progreso y la estandarizacién de
los protocolos y procesos. Una vez obtenidos los pardmetros clinicos que determinan
la progresién de los tratamientos de FIV, se pueden calcular las tasas reproductivas
por grupos de pacientes, lo que permite comparar e identificar cualquier variacién
con respecto a la generalidad de los resultados. En el presente estudio, el criterio
para establecer los grupos vendréd determinado por los resultados y la condicién
genética de los pacientes para cada una de las variantes estudiadas, y esto permitira

valorar si la condicién genética puede influir sobre los resultados.

La tasa de embarazo bioguimico se calcula como la razén entre el nimero de

pacientes que obtuvieron un test positivo de embarazo 14 dias después de la
inseminacion de los o6vulos y el numero total de pacientes que reciben una

transferencia embrionaria.

La tasa de aborto bioguimico, se calcula como la razén entre el nimero de pacientes

que sufren un aborto bioquimico y el nimero total de pacientes con un test positivo

de embarazo.

La tasa de embarazo clinico, se calcula como la razén entre el nimero de pacientes a

las que se les diagnostica un embarazo clinico y el nimero total de pacientes que

recibe una transferencia embrionaria.
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La tasa de implantacién se calcula como el cociente entre el nimero de sacos

gestacionales observados en los controles ecogréficos de embarazo y el nimero de

embriones transferidos a las pacientes.

La tasa de aborto clinico se determina a través del cociente entre el nimero de

pacientes que malogran un embarazo clinico antes de la semana 20 de embarazo y
aquellas pacientes cuya evaluacion ecogréfica identificé un saco gestacional viable y

por lo tanto consiguen alcanzar un embarazo clinico.

Por Ultimo, la tasa de embarazo evolutivo se calcula como la razén entre el nimero

de pacientes que presenta un embarazo viable con latido cardiaco mas alléd de la
semana 12 de embarazo y el nUmero de pacientes totales que reciben un ciclo de

transferencia embrionaria.

Por descarte, aquellas pacientes que no evidenciaron ningln tipo de criterio
compatible con el embarazo desde la evaluacién inicial del test se clasificaron como

no embarazadas.

3.7 Toma de muestras y extraccién de ADN

Las muestras se obtuvieron de las pacientes por raspado de la mucosa oral mediante
hisopos. Una vez colectadas las muestras se procesaron para su extraccién siguiendo
las instrucciones del proveedor del sistema de aislamiento de ADN, QiAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Para el genotipado se emplearon diversas técnicas
segun el nimero y la naturaleza de las variaciones genéticas que se pretenden
determinar. En cada grupo de reacciones que se prepararon, se insertaron muestras
replicadas y controles negativos y positivos que sirvieron como control de calidad y
que debieron de estar en absoluta concordancia en todos los ensayos para la

validacién de los mismos.




57 Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

3.8 Técnicas de genotipado

Se establecié un limite inferior de un 80% de eficiencia para garantizar la calidad del
genotipado de las muestras. A continuacion, se detallan las técnicas empleadas para

el genotipado de cada variante polimorfica seleccionada [Figura 9].

PLATAFORMA
GENOTIPADO

Andlisis de Fragmentos SLC6A4 (5-HTTLPR)
TPH1 (rs1800532)

Gen (ID Variante) SISTEMA BIOLOGICO

HT1A (rs6295)

Minisecuenciacién
HT2A (rs6313)

HT2C (rs3813929)

SISTEMA

HTR3B (rs1176744) -
SEROTONINERGICO

MAOA (rs3788862)

MAOA (rs979605)

MAOB (rs3027452)

Oty VMAT1 (rs1390938)

VMAT1 (rs2270641)

Figura 9. Plataformas de genotipado empleadas para las distintas variantes genéticas

3.8.1 -Andlisis de Fragmentos:

Para detectar el polimorfismo 5-HTTLPR se desarrollé un ensayo mediante PCR a
través de la mezcla con polimerasa Go Tag® Flexi DNA Polymerase (Promega, USA).
La amplificacion se realizd en un termociclador 2720 Thermal Cycler® (Applied
Biosystems, UK) bajo las condiciones de 5 minutos de incubacién a 94°C, seguido de

25 ciclos cuya secuencia consistié en 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C, 1
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minuto a 72°C y una extensién final de 7 minutos a 72°C. Los productos marcados
con fluorescencia se separaron por electroforesis capilar en un analizador ABI PRISM
3130 Genetic Analyzer y posteriormente se valoraron con GeneMapper™ ver. 4.1

software (Applied Biosystems, UK).

3.8.2 -Minisecuenciacion:

El procedimiento de genotipado de polimorfismos de base Unica (SNP) identificados
como rs1800532, rs6295, rs6313, rs3813929 se realizd mediante amplificacidon en
cadena de la polimerasa (PCR) y posterior minisecuenciacién (105). Para ello se

siguieron los siguientes pasos:

1) Amplificacién de las regiones flanqueantes al marcador mediante PCR multiplex
en termocicladores 2720 Thermal Cycler® (Applied Biosystems, UK) programado
bajo las condiciones de 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos con la
secuencia 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C, 30 segundos a 72°C y una
extension final de 7 minutos a 72°C. Con el fin de eliminar el exceso de primers y
dideoxinucledtidos (dNTPs) los productos de PCR fueron sometidos a digestion
enziméatica mediante una mezcla de ExoCiAP con 2 Ul de Exonucleasa | (E.Coli)
(TAKARA BIO INC, Japédn) y 5 Ul de fosfatasa alcalina (TAKARA BIO INC, Japdn) por
cada 10 pL de producto de PCR. La mezcla se incubd a 37°C durante 60 minutos vy al
finalizar se procedid a inactivar la actividad enzimatica mediante calor incubando 20

minutos a 80°C.

2) La minisecuenciacion requiere de un cebador en el extremo 3' disefiado
especificamente para unirse al producto de PCR obtenido de cada locus. La mezcla
de la reaccion de minisecuenciacion conteniendo el producto de PCR, los primers de
minisecuenciacién y los reactivos del kit SNaPshot® multiplex kit (Applied
Biosystems, UK) se sometieron a las siguientes condiciones: 40 ciclos con la

secuencia de 10 segundos a 96°C, 7 segundos a 50°C y 30 segundos a 60°C.




59 Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

Posteriormente la muestra se purificd mediante incubacién a 37°C durante 1 hora
mezclada con 1 Ul de fosfatasa alcalina (TAKARA BIO INC, Japdn) y posterior

neutralizacién por calor a 80°C durante 20 minutos.

3) El andlisis de los productos purificados de la minisecuenciacion se realizd
mediante electroforesis capilar en un analizador ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, UK) se utilizé un marcador de referencia estdndar LIZ120®
(Applied Biosystems, UK). Los datos resultantes fueron analizados mediante

GeneMapper™ 4.1 Software (Applied Biosystems, UK).

3.8.3 - Tagman® Open Array:

Un ensayo mediante el sistema de Tagman® Open Array Genotyping System
(Applied Biosystems, UK) se desarrollé para identificar las variantes alélicas HTR3B
(rs1176744), MAOA (rs3788862 y rs979605), MAOB (rs3027452), VMAT1 (rs1390938 y
rs2270641), Tp53 (rs1042522), LIF (rs929271), MDM4 (rs1563828) y HAUSP (rs1529916).
La subsiguiente asignacién alélica se llevd a cabo mediante el uso del software
Tagman Genotyper® (Applied Biosystems, UK). En cada bateria de reaccién se
insertaron muestras replicadas y controles negativos y positivos como control de
calidad que debieron de estar en absoluta concordancia en todos los ensayos para la
validacién de los mismos. Se estipuld una tasa minima de asignacién genotipica del
80% para valorar el SNP. El proceso de genotipado fue desarrollado por el Servicio
de Genética y Protedémica de la facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad

del Pais Vasco (Bizkaia).
3.9 Andlisis estadistico de los datos
El disefo del estudio sigue el patron de un estudio caso-control anidado y por lo

tanto la divisién de la cohorte poblacional se establecié a partir de los resultados de

los test de embarazo en pacientes con resultado de test hCG Negativo (casos) y
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aquellos con resultado hCG Positivo (Controles). Esta clasificacién inicial se realiza
para valorar que tras la transferencia embrionaria se haya iniciado la implantacién,
independientemente de que finalice exitosamente o no. El test exacto se empled
para valorar como se comportaban las frecuencias en el equilibrio de Hardy-
Weinberg. A través del test de la Chi cuadrado (y°) se valoraron las diferencias entre
las frecuencias alélicas de los grupos y con ello se pretendia detectar algin sesgo o
asociacion de alguna de las variantes con la seleccién de la poblacién. Se
consideraron diferencias significativas cuando los valores de p fueron inferiores a

0.05.

Para valorar las diferencias entre las frecuencias genotipicas de la poblacién y las
poblaciones generales de referencia se empled también el test de y°. En el caso de
los polimorfismos de variacién Unica (SNPs) se tomaron como referencia las
frecuencias poblacionales referenciadas en el repositorio de 1000 Genome (85) y
para la insercién/delecion en 5-HTTLPR se valoré una poblacién control de referencia
caucésica y mediterrdnea que comparte un alto grado de similitud con la poblacién
de estudio (106). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas para

valores de p inferiores a 0.05.

Las diferencias entre las tasas de los tratamientos entre grupos de receptoras segun
su genotipo para cada variante se evaluaron mediante los test x* y exacto de Fishery

se consideraron valores estadisticamente significativos cuando p fue inferior a 0.05.

El anélisis de la varianza (ANOVA) se empled para determinar las diferencias de edad

entre los grupos de pacientes categorizadas por genotipos.

Para profundizar sobre la asociacién que pudieran existir entre aquellas variantes en
las que se observaron diferencias significativas en las tasas de éxito de los
tratamientos segun el genotipo de las pacientes, se desarrollé una valoracién a

través de regresion logistica basada en los distintos modelos de herencia recesivo,
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dominante, codominante y aditivo. De esta forma se computd el valor de odd ratios
(OR) con un intervalo de confianza del 95% y con ello determinar el grado de
asociacion de cada genotipo con la poblacién catalogada en funcién del resultado.
Con la intencidn de seleccionar con mayor precisién el modelo de interaccion de los
genotipos, si se desconoce por completo la funcién biolégica y no hay modelo de
interaccién previo, se consideré el criterio de informacidn de Akaike (AIC) y el criterio
de informacién bayesiano (BIC) en cada polimorfismo mediante el célculo a través de

la plataforma bioinformatica SNPstats (107).

Se analizaron las variantes que intervienen en la ruta p53 y las que intervienen en el
sistema serotoninérgico de forma separada. Las variantes genéticas asociadas con
alguno de los resultados de los tratamientos fueron seleccionadas para continuar el
anélisis de interaccién entre genotipos y entre los alelos de forma separada

comparandolo con los resultados de los tratamientos.

No se consideraron las poblaciones intermedias de embarazo y aborto bioquimico
por la pérdida de representacién poblacional que imposibilitd el célculo con un
minimo nivel de confianza. Se consideraron valores de P inferior a 0.05 como
diferencia significativa en el modelo de regresion logistica realizado para evaluar la

interaccién entre genotipos y su influencia en la obtencién del embarazo.

Para las combinaciones alélicas y debido a la imposibilidad de determinar
experimentalmente la acciéon de un conjunto de alelos a nivel funcional, se estimaron
las frecuencias relativas y a partir de ellas las posibles frecuencias de las
combinaciones de interaccion entre los alelos. Con los resultados de dichas
estimaciones resultantes se procedié mediante un modelo de regresién logistica a
evaluar su posible asociaciéon con los resultados. Para este anélisis también se
empled la plataforma de SNPstats y se considerd significacion estadistica para

valores de p inferior a 0.05.
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4. RESULTADQOS
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4.1 Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién de estudio

Un total de 249 pacientes que se sometieron a un tratamiento de recepcion de
ovulos procedentes de donantes accedieron a dar su consentimiento y proporcionar
una muestra de saliva para la extraccion de ADN. La poblacién estuvo conformada
por mujeres de origen caucésico y en su gran mayoria de la regidon mediterrénea, la
media de edad del conjunto de pacientes fue de 40.49 (+ 4.31) afos y los resultados

clinicos de los tratamientos que recibieron y su evolucién se muestran en la [Tabla 3].

Los diferentes motivos por los que las pacientes recibieron este tipo de tratamiento
de FIV con évulos donados fueron; edad avanzada (56.1%), fallo ovarico (23.4%), baja
respuesta a las gonadotropinas en tratamientos previos (12.4 %) y endometriosis

(4.1%).

Los 6vulos obtenidos tras la puncién folicular se prepararon para su inseminacién
mediante inyeccion intracitoplasmética de esperma (ICSI), tras el cultivo de los
embriones se seleccionaron aquellos de mayor calidad para su transferencia
embrionaria y 14 dias después de la inseminacién de los ovocitos se les requirié a las
pacientes un test inicial de embarazo a partir de muestras de orina o sangre
periférica para la deteccién de HCG en sangre. En funcién de los resultados iniciales
de las pruebas de embarazo las pacientes se dividieron en dos grupos segln se
hubiese considerado un resultado positivo HCG (+) N=165 o un resultado negativo
de la prueba HCG () N=84 [Tabla 3]. A partir de esta clasificacion inicial, las
subsiguientes exploraciones se realizan para valorar la evolucién del embarazo
mediante exploracién ecogréfica a partir de la quinta semana de embarazo, la
observacién de un saco gestacional con presencia de embriéon determina que la
implantacién ha sido exitosa y por lo tanto se trata de un embarazo clinico N=152

[Tabla 3].
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Si las pacientes HCG (+) presentan una caida en los niveles de HCG y no presentaron

saco gestacional de localizacién intrauterina o extrauterina, en la ecografia posterior,

se considerd una pérdida gestacional temprana o aborto bioquimico (AbBq) (N=13)

[Tabla 3]. Este fendmeno indica que el proceso de la implantacién se inicié, pero no

pudo finalizar con la formacién de un saco gestacional y por lo tanto con la

consecucién del embarazo.

Tabla 3. Resultados clinicos de las pacientes reclutadas en el estudio

Resultado N° % (IC 95%)
Ciclos TE 249 -
hCG (+) 165 66.27 (60.39 -72.14)
e Sacos”:i;”;ii;lg/ e 211/550  38.36 (34.30- 42.43)
Embarazo Clinico 152 61.04 (54.99 — 67.10)
Embarazo evolutivo 127 51.00 (44.80 - 57.21)
Aborto biogquimico 13 7.88 (3.77-11.99)
Aborto clinico 20 13.16 (7.78-18.53)
Embarazo ectépico 7 4.24 (1.17-7.32)

Nota: Los resultados muestran los datos de todas las pacientes reclutadas.

IC = intervalo de confianza

Si durante la exploracién ecogréfica no se observa un saco gestacional en la cavidad

intrauterina se considerd como embarazo de localizacién desconocida o embarazo

ectépico (EC) (N=7) [Tabla 3].

Si cuando se constata un saco gestacional viable en la cavidad intrauterina y este

posteriormente detiene su evolucién o desaparece, se considerard como pérdida de

la gestacion ya establecida y se conocerd como aborto clinico (AC) (N=20) [Tabla 3].
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4.2 Anélisis de distribucién de frecuencias

El resultado de la prueba de embarazo determina las poblaciones de pacientes que
conforman el estudio en dos, HCG (+) y HCG (-). La cohorte de pacientes HCG (+) se
consideré como el grupo control y a partir de este se segregarén el resto de
subgrupos a partir de los cuales se evaluara la influencia de las variantes genotipicas

seleccionadas en la progresién del embarazo.

4.2.1 -Distribucién de genotipos en el equilibrio Hardy-Weinberg

A partir de la distribucidén de frecuencias de los genotipos de cada variante
individualmente en las poblaciones HCG (+) y HCG (-) se valoré el cumplimiento del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Las pacientes hCG (+) presentaron una
distribucién de frecuencias genotipicas dentro del equilibrio de HW [Tabla 4]; sin
embargo, se observaron diferencias significativas en algunas variantes del grupo de
receptoras que no lograron el embarazo como fueron 5-HTTLPR (p=0.018), HTR3B
(rs1176744) (0=0.021), MAOB (rs3027452) (p=0.015) y MDM4 (rs1563828) (p=0.0022)
que por lo tanto mostraron una desviacion con respecto al equilibrio de HW [Tabla
4]. Por otro lado, no se observd ligamiento en desequilibrio completo entre las
variantes polimorficas seleccionadas para el estudio relacionadas con el metabolismo

serotoninérgico.

4.2.2 -Distribucién de frecuencias alélicas entre poblaciones mayoritarias HCG

(+)y HCG ()

El andlisis comparativo de las frecuencias alélicas entre pacientes con resultados de
los test de embarazo positivos HCG (+) y negativos HCG (-) mostré diferencias
significativas para la variante ThrdPro (rs2270641) asociada a la proteina VMATI,

estando enriquecido el alelo G en la poblacién de pacientes receptoras que tras el
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tratamiento no lograron el embarazo (P=0,016) [Tabla 5]. Asi para la variante
Arg72Pro, el alelo Pro72 aumentd un 12% en la poblacién de mujeres que no
lograron un test positivo

(P=0,016) [Tabla 5].

Tabla 4. Valoracién de frecuencias en el equilibrio de Hardy-Weinberg entre la poblacién de
mujeres HCG positiva (poblacién control) y HCG negativa (poblacién caso)

Vari Vari
ariante HCG(+)  HCG () ariante HCG() HCG ()
genética genética
S/S G/G
5-HTTLPR S/L 0,09 1,8x 1032 MAOA A/G 0,54 1,00
' ! (rs979605) ' '
L/L A/A
TPH1 /6 MAOB /G
A 1 22
(rs1800532) G/T 0.62 0.81 (rs3027452) /G 00 0.0
T/T A/A
G/G G/G
5-HTR1A VMAT1
41 2 A 0,07
(rs6295) SAS 0, 0.25 (rs1390938) /G 0,35
C/C A/A
G/G G/G
5-HTR2A VMAT1
A/G 0,62 0,49 G/T 0,60 0,82
1 ' ! 2270641 ' '
(rs6313) A (rs ) T
Cc/C G/G
5-HTR2C TP53
C/T 0,08 1,00 C/G 1,00 0,19
13929 ' ! 1042522 ' '
(rs3813929) T (rs ) e
HTR3B /e LIF /G
A 1 22 T 7 1
(rs1176744) /C 0,15 0.0 (rs929271) G/ 0.3 0.8
A/A T/T
G/G G/G
MAOA MDM4
A/G 0,67 0,78 A/G 0,31 2,2x1032
7 2 ' ! 1563828 ' '
(rs3788862) A (rs ) A
Nota: Valoracion del equilibrio de Hardy- usSp G/G
Weinberg. Test de la y? (Pearson) A/G 1,00 1,00
(rs1529916)
2P <0.05 A/A
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Tabla 5. Anélisis de las frecuencias alélicas entre los grupos determinados por el resultado
del test de embarazo

Polimorfismo Alelo HCG (+) HCG (-) P valor
5-HTTLPR S 139 (0.52) 72 (0.5) 0.718
(ins/del) L 129 (0.48) 72 (0.5)
TPH1 G 171 (0.6) 99 (0.63)
(rs1800532) T 115 (0.4) 57 (0.37) 0450
5-HTR1A G 157 (0.54) 73(0.47)
(rs6295) C 133 (0.46) 83 (0.53) 0137
5-HTR2A C 149 (0.52) 90 (0.58) 0.230
(rs6313) T 139 (0.48) 66 (0.42)
5-HTR2C C 240 (0.83) 134 (0.86) 0.480
(rs3813929) T 48 (0.17) 22 (0.14)
HTR3B A 187 (0.7) 101 (0.71) 0.777
(rs1176744) C 81(0.3) 41 (0.29)
MAOA G 201 (0.72) 102 (0.72) 0.920
(rs3788862) A 77 (0.28) 40 (0.28)
MAOA G 183 (0.69) 103 (0.74) 0371
(rs979605) A 81 (0.31) 37 (0.26)
MAOB G 238 (0.85) 128 (0.84) 0.823
(rs3027452) A 42 (0.15) 24 (0.16)
VMAT1 G 221 (0.77) 119 (0.79) 0.538
(rs1390938) A 67 (0.23) 31(0.21)
VMAT1 T 158 (0.59) 70 (0.47) 0.016°
(rs2270641) G 110 (0.41) 80 (0.53)
TP53 G 208 (0.77) 95 (0.66) 0.016°
(rs1042522) C 62 (0.23) 49 (0.34)
LIF T 184 (0.63) 99 (0.63)
(rs929271) G 106 (0.37) 59 (0.37) 0863
MDM4 G 171 (0.59) 88 (0.57) 0.777
(rs1563828) A 121 (0.41) 66 (0.43)
UspP7 G 186 (0.65) 112 (0.73) 0.997
(rs1529916) A 100 (0.35) 42 (0.27)

Nota: Test de y? (Pearson)
2P <0.05
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4.2.3 -Anélisis poblacional y tendencia en los resultados en el grupo de estudio

Con el objeto de valorar la distribucién de los genotipos para cada variante en la
poblacion general de europeos caucésicos, se emplearon los recursos disponibles en
el catédlogo de variantes genéticas depositada en 1000 Genome (85). En el caso de
los SNPs se tomaron como referencias la distribucion de frecuencias de la poblacién
de europeos caucasicos incluidas en el consorcio de 1000 Genome (Phase 3). De este
modo se puede valorar si existe desviacidon en la poblaciéon de estudio, conformada

por las pacientes receptoras, cuyo origen también es caucésico.

El andlisis comparativo entre las frecuencias genotipicas de las pacientes y las
correspondientes a las poblaciones que se han tomado como referencia, mostrd
diferencias significativas para los marcadores 5-HTTLPR, rs6295 del gen HTR1A y el
marcador rs2270641 de la proteina VMAT1. Para la variante ins/del 5-HTTLPR, al no
ser un SNP del repositorio de 1000Genome, se hizo una excepcién y se tomd como
referencia la distribucién de frecuencias de la poblacién de Europeos caucasicos de
la regién mediterrdnea referenciada en un trabajo reciente cuyas caracteristicas

poblacionales son similares a nuestra poblaciéon de estudio (106).

La poblacion de mujeres que se someten a tratamientos de recepcién de ovulos
mostrd un enriquecimiento del alelo S; concretamente la proporcién del genotipo SS
aumenté hasta un 33% frente al 19% en la poblacion de referencia (P=0,007) [Tabla

6].

Para el marcador (rs6295) en el gen HTR1A se observd un ligero, pero consistente
aumento del genotipo GG de hasta un 28% frente al 20% de la poblacién de
referencia (P=0,046) [Tabla 6]. En el SNP (rs2270641) de la proteina VMAT1 se
observé un aumento del 9% para el genotipo GG en la poblacién de receptoras con
respecto a la poblacién de europeos publicada por 1000 Genome (P=0,003) [Tabla
6].
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Tabla 6. Andlisis de las frecuencias genotipicas entre la poblacién de receptoras

participantes del estudio y poblaciones de referencia.

Gen Genoti Poblacién  Pacientes P Ii:e:ﬁ m Genoti Poblacién  Pacientes
Polimorfismo enotipo Referencia totales ° : s enotipo Referencia totales
5-HTT S/S 1282 70 MAOB G/G 181° 103
(5-HTTLPR S/L 2472 83 (rs3027452 A/G 73 80
ins/del) L/L 1012 60 ) A/A 90 19
P valor 0.007¢ P valor 0.517
— G/G 185° 86 VMAT1 Thr/Thr 280° 158
G/T 243P 114 (rs1390938 lle/Thr 1910 50
(rs1800532)
T/T 75° 35 ) lle/lle 32° 8
P valor 1 P valor 0.129
101P Pro/P 4b 137
5_HTRIA G/G 0 66 VMAT1 ro/Pro 6 3
(rs6295) C/G 259 116 (rs2270641 Pro/Thr 238° 66
rs
C/C 143b 55 ) Thr/Thr 201° 16
P valor 0.046¢ P valor 0.003¢
G/G 166° 67 TP53 G/G 253 46
5-HTR2A
A/G 235P 119 (rs1042522 C/G 213 98
(rs6313)
A/A 102° 49 ) c/C 37 65
P valor 0.458 P valor 0.311
5 HTR2C c/C 190P 171 LE G/G 69 114
N b
(rs3813929) T 68 >7 (rs929271) G/T 202 75
T/T 5b 8 T/T 232 18
P valor 0.549 P valor 0.369
HTR3B Ser/Ser 490 26 MDM4 G/G 235 32
T 212k 7 1 2 A 21 101
(rs1176744) yr/Ser 0 (rs1563828 /G 3 0
Tyr/Tyr 242b 109 ) A/A 55 91
P valor 0.118 P valor 3 x10*
G/G 134° 108 USP7 G/G 237 85
MAOA A/G 105° 87 (rs1529916 A/G 219 89
(rs3788862) rs
A/A 24b 15 ) A/A 47 49
P valor 0.731 P valor 0.887
MAOA G/G 132b 103 Nota: Test de %2 (Pearson)
(rs979605) A/G 111P 80 @ Poblacién referencia Mediterrénea (106)
A/A 20P 19 b Poblacién 1000 Genome Phase 3
<P <0.05
P valor 0.724
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4.2.4 -Distribucion de frecuencias genotipicas en funcidon de los resultados

clinicos de los tratamientos y su evolucién

En las [Tablas 7 a y b] se muestran los resultados de los tratamientos en las
receptoras agrupadas por genotipo. Se valoran las diferencias en la distribucion de
frecuencias genotipicas segun el resultado del tratamiento y su evolucion de acuerdo
a las tasas de implantacién, de embarazo clinico por transferencia embrionaria, de

aborto bioquimico, de aborto clinico y de embarazo evolutivo.

Las pacientes mostraron diferencias en la evolucion del tratamiento dependiendo del
genotipo de algunas de las variantes del sistema serotoninérgico [Tabla 7al;
concretamente las variantes 5-HTTLPR, rs6295 del gen HTR1A y rs1390938 de la
proteina VMAT1 [Tabla 7a]. Y también se observaropn para la variante de la ruta de la

P53 rs1042522 del gen TP53.

Las diferencias entre los resultados con respecto a los genotipos de la variante
ins/del 5-HTTLPR mostraron una asociacion negativa del genotipo LL con el éxito del
tratamiento. De esta forma, las receptoras homocigdticas para el genotipo LL
presentaron menores tasas de embarazo clinico y mayores tasas de aborto

bioquimico.

En el anélisis individual de los resultados en funcién del genotipo para los
marcadores rs6295 (5-HTR1A) y rs1390938 (VMAT1) mostrdé variaciones de los
mismos, con una tendencia negativa de los alelos C y A respectivamente,
relacionados con menor tasa de implantacién y mayor tasa de aborto bioquimico con

respecto al resto de alternativas genotipicas de cada variante [Tabla 7a].

La variante rs1042522 (TP53) también estd asociada a una variacién en los resultados
de los tratamientos en las receptoras, observandose una tendencia negativa del

genotipo CC con menor tasa de implantacién y de embarazo clinico [Tabla 7b].
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Tabla 7a. Resultados clinicos y evolucién del tratamiento de FIV por genotipo (5-HT)

Gen Genotipo Edad Tasa de Embarazo Aborto Aborto Embarazo
(Polimorfismo) (Media=DE) implantacién (%) clinico (%) Bioquimico (%) clinico (%) Evolutivo (%)
S/S 41.1+£33 58/161 (36.0) 43/70 (61.4) 1/44 (2.3) 4/43 (9.3) 39/70 (55.7)
5.HTT S/L 40.2+4.0 79/186 (42.5) 60/83 (72.3) 1/61 (1.6) 9/60 (15.0) 47/83 (56.6)
(5-HTTLPR) L/L 40.1 + 35 42/130 (32.3) 29/60 (48.3) 8/37 (21.6) 3/29 (10.4) 24/60 (40.0)
P valor €0.227 0.165 °0.014 26582 x 10 °0.739 0.103
G/G 39.9+41 66/188 (35.1) 51/86 (59.3) 3/54 (5.6) 7/51(13.7) 41/86 (47.7)
TPH1 G/T 401+ 44 107/259 (41.3) 73/114 (64.0) 4/77 (5.2) 7/73 (9.6) 64/114 (56.1)
(rs1800532) T/T 41.5+3.0 29/77 (37.7) 20/35 (57.1) 3/23(13.0) 3/20 (15) 17/35 (48.6)
P valor °0.172 0.407 0.684 °0.367 °0.698 0.452
C/C 409 + 34 37/118 (31.4) 28/55 (50.9) 6/34(17.7) 5/28 (17.9) 22/55 (40.0)
5_HTR1A C/G 40.4 + 3.8 95/261 (36.4) 71/116 (61.2) 3/74 (4.1) 7/71(9.9) 61/116 (52.3)
(rs6295) G/G 39.6 £5.0 72/149 (48.3) 47/66 (71.2) 1/49 (2.0) 6/47 (12.8) 40/66 (60.6)
P valor €0.184 °0.011 0.073 250,012 0.508 0.076
C/C 40.5+4.3 55/150 (36.7) 38/67 (56.7) 5/43 (11.6) 3/38(7.9) 34/67 (50.8)
5-HTR2A C/T 40.3+4.3 100/267 (37.5) 72/119 (60.5) 4/76 (5.3) 9/72 (12.5) 61/119 (51.3)
(rs6313) T/T 39.8 +3.6 45/107 (42.1) 34/49 (69.4) 1/36 (2.8) 5/34 (14.7) 27/49 (55.1)
P valor °0.668 0.641 0.372 °0.265 20.667 0.878
C/C 401+ 4.2 143/382 (37.4) 103/171 (60.2) 8/112(7.1) 14/103 88/171 (51.5)
5-HTR2C C/T 40.9 4.0 49/125 (39.2) 35/57 (61.4) 2/37 (5.4) 3/35 (8.6) 30/57 (52.6)
(rs3813929) T/T 40.3 + 3.7 11/19 (57.9) 7/8 (87.5) 0.0 0/7 (0.0) 5/8 (62.5)
P valor €0.445 0.200 20.366 21.00 20.564 °0.874
C/C 40,42 = 4,45 22/56 (39,29) 14/26 (53,85) 2/16 (12,50) 3/14 (21,43) 9/26 (34,62)
HTR3B A/C 40,14 = 4,72 66/150 (44,00) 47/70 (67 ,14) 2/49 (4,08) 3/47 (6,38) 42/70 (60,00)
(rs1176744) A/A 40,95 = 3,79 96/242 (39,67) 67/109 (61,47) 1/69 (1,45) 9/67 (13,43) | 56/109 (51,38)
P valor 0.670 0.468 °0.084 20.164 0.084
G/G 40,42 = 4,50 99/241 (41,08) 68/108 (62,96) 2/71(2,82) 10/68 53/108 (49,07)
MAOA A/G 40,25 + 4,59 75/192 (39,06) 56/87 (64,37) 3/59 (5,08) 7/56 (12,50) | 48/87 (55,17)
(rs3788862) A/A 42,20 = 3,41 14/34 (41,18) 8/15 (53,33) 1/9 (11,11) 0/8 (0,00) 8/15 (53,33)
P valor 0.909 0.715 20.301 °0.648 0.694
G/G 40,60 = 4,43 94/230 (40,87) 61/103 (59,22) 3/65 (4,62) 7/61(11,48) | 50/103 (48,54)
MAOA A/G 40,29 + 4,35 67/173 (38,73) 51/80 (63,75) 2/53 (3,77) 6/51(11,76) | 43/80 (53,75)
(rs979605) A/A 42,32 + 3,37 19/41 (46,34) 13/19 (68,42) 1/14 (7,14) 2/13(15,38) | 11/19 (57,89)
P valor 0.663 0.681 20.704 °0.856 0.660
G/G 40,63 + 4,28 140/353 (39,66) | 96/158 (60,76) | 4/101 (3,96) 13/96 78/158 (49,37)
MAOB A/G 41,12 = 3,39 47/105 (44,76) 34/50 (68,00) 2/36 (5,56) 1/34 (2,94) 32/50 (64,00)
(rs3027452) A/A 39,13 5,25 5/18 (27,78) 3/8 (37,50) 0/3 (0,00) 0/3 (0,00) 3/8 (37,50)
P valor 0.350 20.220 20.698 °0.197 °0.145
Thr/Thr 40,45 + 3,98 109/303 (35,97) 84/137 (61,31) 2/87 (2,30) 13/84 66/137 (48,18)
VMAT1 lle/Thr 40,41 = 5,37 74/146 (50,68) 45/66 (68,18) 2/47 (4,26) 4/45 (8,89) 41/66 (62,12)
(rs1390938) lle/lle 41,19 +4,12 8/35 (22,86) 7/16 (43,75) 3/10 (30,00) 0/7 (0,00) 6/16 (37,50)
P valor 0.001 0.186 20.006 0.406 0.089
G/G 39,89 = 4,68 22/56 (39,29) 24/46 (52,17) 0/24 (0,00) 3/24 (12,50) | 19/46 (41,30)
VMAT1 G/T 40,69 = 4,41 66/150 (44,00) 61/98 (62,24) 1/62 (1,61) 5/61 (8,20) 54/98 (55,10)
(rs2270641) T/T 40,74 + 3,83 96/242 (39,67) 44/65 (67,69) 4/48 (8,33) 5/44 (11,36) | 38/65 (58,46)
P valor 0.067 0.250 20.160 0.794 0.176

Nota. En cada columna se muestran los resultados en porcentaje de un suceso del tratamiento para las receptoras
distribuidas por genotipos. Los valores de edad estan representados por la media y la desviacién estandar (DE).
P valor calculado por test y*test o por
(°) test exacto de Fisher's;

b Pvalor < 0.05;

¢ Analisis de la varianza (ANOVA)
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Tabla 7b. Resultados clinicos y evolucion del tratamiento de FIV por genotipo (Ruta p53)

Gen Genotipo Edad Tasa de Embarazo Aborto Aborto Embarazo
(Polimorfismo) (Media+DE) implantacién (%) clinico (%) Bioquimico (%) clinico (%) Evolutivo (%)
G/G 40,89+3,89 105/248 (42,34) 78/114 (68,42) 2/80 (2,50) 8/78 (10,26) 66/114 (57,89)
TP53 C/G 40,61+4,61 68/173 (39,31) 44/75 (58,67) 4/48 (8,33) 3/44 (6,82) 39/75 (52,00)
(rs1042522) C/C 38,28+5,11 9/41 (21,95) 7/18 (38,89) 0/7 (0,00) 1/7 (14,29) 6/18 (33,33)
P valor ©0.047 °0,040 °0,333 0,590 0,142
G/G 40,44+3,59 30/70 (42,86) 17/27 (62,96) 1/18 (5,56) 1/17 (5,88) 16/27 (59,26)
LIF G/T 40,42+4,68 84/220 (38,18) 56/92 (60,87) 2/58 (3,45) 4/56 (7,14) 50/92 (54,35)
(rs929271) T/T 41,07+3,56 81/205 (39,51) 54/83 (65,06) 2/56 (3,57) 6/54 (11,11) 44/83 (53,01)
P valor 0.783 0,848 °0,846 °0,683 0,852
G/G 40,37+4,72 68/186 (36,56) 46/78 (58,97) 2/48 (4,17) 6/46 (13,04) 37/78 (47 ,44)
MDM4 A/G 40,39+4,22 87/197 (44,16) 58/83 (69,88) 4/62 (6,45) 2/58 (3,45) 53/83 (63,86)
(rs1563828) A/A 41,28+3,62 39/110 (35,45) 25/43 (58,14) 0/25 (0,00) 4/25 (16,00) 21/43 (48,84)
P valor 0,20 0,263 °0,488 °0.098 0,080
G/G 40,35+4,74 79/223 (35,43) 54/92 (58,70) 2/56 (3,57) 8/54 (14,81) 41/92 (44,57)
USP7 A/G 40,59+3,98 85/214 (39,72) 59/91 (64,84) 4/63 (6,35) 3/59 (5,08) 56/91 (61,54)
(rs1529916) A/A 41,56+3,71 26/53 (49,06) 13/18 (72,22) 0/13 (0,00) 1/13 (7,69) 11/18 (61,11)
P valor 0.174 0,470 °0,832 °0,110 0.057

Nota. En cada columna se muestran los resultados en porcentaje de un suceso del tratamiento para las receptoras
distribuidas por genotipos. Los valores de edad estan representados por la media y la desviacién estandar (DE).
P valor calculado por test y*test o por

(°) test exacto de Fisher's;

b Pvalor < 0.05;

¢ Analisis de la varianza (ANOVA)

4.3 Resultados para las variantes con significacién clinica de la ruta P53

4.3.1 Arg72Pro TP53 (rs1042522)

La dotacién genotipica de las receptoras con respecto a esta variante tiene influencia
en la implantacion. El genotipo CC (Pro/Pro) presenta casi la mitad de tasa de
implantacién (21,95%) con respecto a GG (Arg/Arg) (42,34%) y CG (Pro/Arg) (39,31%)
(P=0,047). La diferencia en la tasa de embarazo clinico fue més moderada pero
también significativamente menor siendo Pro/Pro (38,89%), Arg/Arg (68,42%) vy
Pro/Arg (58,67%) (P=0,040) [Tabla 7b].

En el andlisis de regresién logistica bajo un hipotético modelo recesivo para el alelo
C (Pro) se corroboré un aumento significativo del riesgo de no conseguir el

embarazo en aquellas receptoras con el genotipo Pro/Pro (P=0.035) [Tabla 8].
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Tabla 8. Asociacién genotipica de la variante Arg72Pro TP53 (rs1042522 con la consecucién
del embarazo

Embarazo clinico vs No embarazo

Variante Modelo Genotioo Embarazo No OR P_valor
Genética P clinico Embarazo (95% IC)

Arg/Arg-Pro/Arg 122 (94.8%) 67 (84.7%)

207 Arg72Pro Recesi
07 Arg72Pro . Recesivo Pro/Pro 7(52%) 11 (15.3%)

2.86(1.06-7.73) 0.035%

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo confianza
2 P-valor (Test-x2)
b P<0.05

4.4 Resultados para variantes con significacién clinica influyentes en el sistema

serotoninérgico

4.4.1 -SLC6A4 -Ins/del 5-HTTLPR

Tal y como se ha introducido con anterioridad se observaron diferencias en la tasa de
embarazo clinico entre las receptoras segun su genotipo en la variante ins/del de la
regién 5-HTTLPR del gen 5-HTT, observdndose una disminucién de la tasa de
embarazo clinico considerable de la poblaciéon de receptoras con el genotipo LL
(48.3%) frente a las receptoras SS (61.4%) y SL (72.3%) (p=0.014) [Tabla 7a]. En el
andlisis de regresién logistica el modelo dominante para el alelo S mostré que la
frecuencia del genotipo LL aumentd significativamente en el grupo de receptoras
que no lograron el embarazo [Tabla 9]. Las mayores tasas de implantacién se
asociaron a los heterocigotos LS (42.5%) frente a los homocigotos SS (36.0%) y LL
(32.3%).

La tasa de Aborto Bioquimico aumentd significativamente para las pacientes
receptoras con genotipo LL (21.6%) con respecto a las heterocigdticas SL (1.6%) y

homocigdticas SS (2.3%) (P= 5.82 x 10 [Tabla 7a]. El modelo de regresion logistica
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también mostré una asociacién entre la variante 5-HTTLPR y la pérdida gestacional
temprana, concretamente se observd un aumento de la poblacién de receptoras con
genotipo LL que sufrieron un aborto bioquimico tras el tratamiento frente a aquellas
pacientes con el genotipo SL o SS [14,21 (2,86-70,60) OR (95%IC)] (P=0.0003) [Tabla
9l.

4.4.2. -HT1A- C1019G (rs6295)

Los resultados de comparar la tasa de implantacién en funcién del genotipo de las
pacientes para el polimorfismo 5-HT1A-C1019G (rs6295) mostraron diferencias
significativas, observdndose mayores tasas de implantacién en el grupo de
receptoras con genotipo GG (48.3%) que en las heterocigdticas CG (36.4%) y
homocigdticas CC (31.4%) (P=0.011). La proporciéon de receptoras con el genotipo
CC presentaron mayores tasas de aborto bioquimico (17.7%) frente a las que
presentaron el genotipo CG (4.1%) y las homocigéticas GG (2.0%) (P=0.012) [Tabla
7al.

El anélisis de regresion logistica ajustado por edad mostré una tendencia negativa
de los resultados en aquellas pacientes con genotipo CC, corroborandose un riesgo
significativamente mas elevado de sufrir un aborto bioquimico comparado con las
pacientes que portaban los genotipos CG y GG [6,32 (1,67-23,91) OR (95%IC)]
(P=0.0077) [Tabla 9].

4.4.3 -VMAT1-Thr136lle (rs1390938)

El andlisis de los genotipos para el SNP Thr136lle (rs1390938) del gen VMAT1 revelé
diferencias estadisticamente significativas en los resultados, con respecto a las tasas
de implantacién lle/lle (22.86%), Thr/lle (51.03%) y Thr/Thr (35.86%) (P=0.001) y de
aborto bioquimico lle/lle (30.00%), Thr/lle (4.26%) y Thr/Thr (2.30%) (P=0.006) [Tabla
7al.
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Tabla 9. Asociacién genotipica de las variantes ins / del 5-HTTLPR, rs6295 y rs1390938 con la evolucién de no embarazo y aborto bioquimico tras

tratamiento de recepcién de évulos donados.

Embarazo cl

ico vs No embarazo

Embarazo clinico vs Aborto Bioquimico

Variante 3 Embarazo No OR Embarazo i . OR
N Genética Modelo Genotipo clinico Embarazo (95% IC) P-valor clinico Aborto Bioquimico (95% IC) P-valor
Ins/Del . S/5-S/L 103 (78%) 50 (61.7%) 2.20 | 103 78%) 2 (20%) 14.21 s
213 s prripr  Recesivo L 29 (22%) 31(383%) (120405 2010 29 (22%) 8 (80%) (2.86-7060) X190
gy C1019G G/G-C/G 118 (80.8%) 64 (70.3%) 178 ooz | 118(@08%) 4 (40%) 6.32 B
(HT1A) ecesvo c/c 28(19.2%) 27 (297%) (0.97-3.27) = 28 (19.2%) 6 (60%) (1.67-23.91) 7%
o Theisgl o The/Thr-Thi/lle | 129 (94.8%) 74 (89.2%) 2.22 . 129 (94.8%) 4(57.1%) 13,82 g
risone ecesvo lle/lle 7 (5.2%) 9(10.8%)  (0.79-6.21) : 7 (5.2%) 3 (42.9%) (2.58-74.10) %

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo confianza
? P-valor (Test-x2) Comparacion de frecuencias entre receptoras con embarazo clinico y aquellas que no lo logran

®P<0.05

¢ P-valor (Test exacto de Fisher) Comparacion de frecuencias entre receptoras con embarazo clinico y aquellas que sufrieron un aborto bioquimico

¢ P<0.05
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El genotipo lle/lle parece verse asociado a peores resultados de cara al éxito del

tratamiento comparado con los genotipos Thr/lle y Thr/Thr.

En el estudio de regresion logistica ajustado por edad bajo un modelo de herencia
recesiva para el alelo A (lle), se observa un aumento poblacional de las receptoras
homocigdticas lle/lle que sufren un aborto bioquimico tras el tratamiento [13,82
(2,58-74,10) OR (95%IC)] (P=0.0053) frente a aquellas heterocigdticas Thr/lle y
homocigdticas Thr/Thr [Tabla 9].

4.5 Anélisis de las combinaciones e interacciones entre alelos del sistema

serotoninérgico.

4.5.1 -Combinaciones alélicas entre las variantes ins/del 5-HTTLPR y C1019G (5-
HT1A)

El anélisis de las frecuencias combinadas de los alelos en las variantes ins/del 5-
HTTLPR y C1019G (5-HT1A) mostré diferencias significativas cuando se compararon
las pacientes que lograron el embarazo frente a las que no. Concretamente la
combinacién de alelos LC se asocié negativamente con el éxito del tratamiento de
forma y se observé aumentado en las pacientes que no obtuvieron el embarazo

[p=0.012] [Tabla 10].

Los efectos negativos de esta combinacion alélica LC se observaron también a nivel
genotipico, ya que las pacientes homocigdticas para ambos alelos L (ins/del 5-
HTTLPR) y C (C1019G (5-HT1A)), se mostraron proporcionalmente aumentadas en las
pacientes que sufrieron un aborto bioquimico (30.77%) frente a aquellas que lograron
el embarazo (7.38%). El andlisis de la interaccion de los polimorfismos con la
progresion del embarazo, mostré que la combinacién alélica LC también se asocid
en mayor medida al hecho de sufrir un aborto bioquimico cuando el embarazo habia

tenido lugar [p=0.013] [Tabla 10].
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Los resultados concuerdan en el anélisis genotipico y en el andlisis de la combinacion
de alelos, sefalan una tendencia negativa de los alelos L (ins/del 5-HTTLPR) y C
(C1019G (5-HT1A)) con respecto a los resultados reproductivos de los tratamientos
de FIV en receptoras de o6vulos donados, que se refleja tanto en el éxito de
conseguir el embarazo como en el mantenimiento del mismo durante las etapas més

tempranas de la implantacion.

4.5.2 -Combinaciones alélicas entre las variantes C1019G (5-HT1A) y Thr136lle
VMAT1

El anélisis de interacciéon entre las variantes de los SNPs C1019G (5-HT1A) y Thr136lle
VMAT1 mostré que la combinatoria de los alelos G (C1019G) y G (Thr136 VMAT1) son
significativamente maés frecuente en aquellas pacientes que lograron el embarazo
clinico frente a las que no [p=0.016] [Tabla 11]. El anélisis de asociacién, por
regresion logistica, entre las combinaciones alélicas y el aborto bioquimico mostré
una relacion entre los alelos C (C1019G (5-HT1A)) G (Thr136) [p=0.032] y C (C1019G
(5-HT1A)) A (lle136) [p=0.0013] con la pérdida gestacional temprana, antes de que se

establezca la implantacién [Tabla 11].

4.5.3 Combinaciones alélicas entre las variantes ins/del 5-HTTLPR y Thr136lle
VMAT1

El anélisis de las combinaciones alélicas entre las variantes (ins/del 5-HTTLPR) y
(Thr136lle VMAT1) mostré una asociacidon negativa del conjunto formado por las
variantes L (ins/del 5-HTTLPR) y A (lle136 VMAT1) con la obtenciéon del embarazo
(p=0.021) [Tabla 12]. Ademas, esta misma combinacion se asocid significativamente
con el aborto bioquimico (p=0.0005) [Tabla 12]. Aunque la presencia de esta
combinacién es minoritaria en la poblacién de pacientes que consiguen el embarazo
clinico, tiene proporcionalmente una alta representacion entre la poblacién de

mujeres que sufre un aborto bioquimico (6.1% y 52.1% respectivamente).
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Tabla 10. Andlisis de asociacién entre combinaciones alélicas de las variantes Ins/Del 5-HTTLPR y C1019G (5-HT1A) con el
embarazo y el aborto bioquimico de las pacientes
<m<_wqﬁmm Embarazo clinico vs No embarazo Embarazo clinico vs Aborto biogquimico
geneticas
Ins/Del C1019G Total Embarazo No OR p-valor Total Embarazo  Aborto OR p-valor
5-HTTLPR (5-HT1A) Clinico Embarazo (95% IC) Clinico  Bioquimico (95% Cl)
S G 0.2831 0.2988 0.2531 1.00 -2 0.2888 0.2988 0.0633 1.00 -2
S C 0.2407 0.2547 0.2233 112 0.70 0.2348 0.2547 0.0937 2.38 0.50
(0.61 -2.08) (0.20 - 25)
0.92 4
L G 0.2393 0.266 0.2006 (0.48 - 0.79 0.2533 0.2660 0.1808 (0.03 - 50) 0.26
1.75)
L C 0.2368 0.1805 0.323 192 0.01° 0.2231 0.1805 0.6623 14.23 0.01°
' ’ ' (1.15-3.23) ’ ’ ’ ’ (1.79 - 100) ’

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo de confianza

2 Combinacién alélica de referencia, es la mas frecuente y se compara con las frecuencias del resto de grupos

b P <0.05
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Tabla 11. Anélisis de asociacién entre combinaciones a

embarazo y el aborto bioquimico de las pacientes

e

icas de las variantes C1019G (5-HT1A) y Thr136lle VMAT1 con el

Variantes . . .
_\ . Embarazo clinico vs No embarazo Embarazo clinico vs Aborto bioquimico
geneticas
C1019G Thr136lle Total Embarazo No OR Poval Total Embarazo Aborto OR Pval
(5-HT1A) (VMATY) [ "°% Clinico Embarazo (95%1C) = o°F ot Clinico Bioquimico (95%Cl) ' oo
. 5.88 ]
C Thr 0.4018 0.3668 0.4554 1.00 - 0.3709 0.3668 0.4216 (118 - 29.18) 0.03
G Th 0.3775 0.4252 0.3009 0.55 0.02° 0.4032 0.4252 0.0909 1.00 ---2
g . : : (0.34-0.89) . . . .
0.94 5.65
G lle 0.1460 0.1395 0.1572 (0.52 - 1.70) 0.84 0.1419 0.1395 0.1676 (0.81 - 39.47) 0.08
0.93 19.30 .
C lle 0.0747 0.0684 0.0865 0.37 - 2.33) 0.87 0.084 0.0684 0.3199 (3.26 -114.12) 1,3x10

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo de confianza
2 Combinacion alélica de referencia, es la mas frecuente y se compara con las frecuencias del resto de grupos

b P <0.05
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Tabla 12. Ana

isis de asociacion entre combinaciones a

é

embarazo y el aborto bioquimico de las pacientes

icas de las variantes ins/del 5-HTTLPR y Thr136lle VMAT1 con el

Variantes genéticas

Embarazo clinico vs No embarazo

Embarazo clinico vs Aborto bioquimico

Ins/Del Thr136lle

Embarazo No

Embarazo Aborto

SHTTLPR  (vMaT1) | Tt Clinico  Embarazo OR (7°%1C) P-valor Total Clinico  Bioquimico OR (o7 €Il Pevalor

S Thr 0.4118 0.407 0.3984 1.00 -2 0.3981 0.407 0.1506 1.00 -2
0.92 2.55

L Thr 0.3657 0.385 0.3563 0.59 - 1.45) 0.72 0.3748 0.385 0.3288 0,60 - 10.86) 0.21
0.55

S lle 0.1117  0.147  0.0805 0.14 0.1267  0.147 0 - 1

(0.25-1.21)

2.39 ) 2169 N

L lle 0.1107 0.061 0.1647 (1.15 - 4.99) 0.02 0.1004 0.061 0.5205 (3.93 - 119.57) 5x10

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo de confianza
2 Combinacion alélica de referencia, es la mas frecuente y se compara con las frecuencias del resto de grupos

® P <0.05
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4.6 Analisis de combinado de genotipos

El anélisis combinado de genotipos entre pares de variantes genéticas se realizd
entre los grupos de pacientes que lograron el embarazo y aquellas que no. Las
combinatorias de genotipos SL (5-HTTLPR) y GG (5-HT1A) por un lado y GG (5-HT1A)
y Thr/Thr (Thr136lle VMAT1) por otro, mostraron una relacién favorable con el
embarazo 0.21 (0.06-0.73) [OR IC 95%] (p=0,008) y 0.37 (0.14-0.94) [OR IC 95%]
(p=0,032) respectivamente [Tabla 13]. La asociacién entre los genotipos LL (5-
HTTLPR) e lle/lle (Thr136ile VMAT1) representa un 7,14% de la poblacién de
pacientes que no lograron el embarazo frente a la ausencia total (0%) en las que si
lograron el embarazo (p=0,0069), esta frecuencia en las pacientes que no lograron el
embarazo es muy alta en comparacién con la tedrica que se puede valorar segun la
frecuencia genotipica disponible en el repositorio de la poblacién de referencia
(1000genome) que segun la estimacién a partir de sus frecuencias corresponderia a

un 1,35%.
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Tabla 13 Analisis combinado de genotipos dobles y su relacion con el embarazo clinico entre
las variantes Ins/Del 5-HTTLPR, C1019G (5-HT1A) y Thr136lle (VMAT1)

Variante genética EMB CLI SI EMB CLI NO OR (IC%) P Valor®
5-HTTLPR/HTR1A (N=122) (N=76)
SSGG 10 6 0.96 (0.33-2,76) 0.9203
SSGC 20 12 0.96 (0.44-2,09) 0.9203
oo 8 7 1.45 (0.50-4.16) 0.4930
SLGG 20 3 0.21 (0.06-0.73) 0.0078°
SLGC 25 18 1.20 (0.61-2.40) 0.5967
sLcC 8 4 0.79 (0.23-2.73) 0.4829°
LLGG 11 4 0.56 (0.17-1.83) 0.2476°
LLGC 11 13 2.08 (0.88-4.92) 0.0897
LLCC 9 9 1.69 (0.64-4.46) 0.2878
HTR1A/VMAT1 (N=125) (N=75)
GGAA 2 2 1.69 (0.23-12.22) 0.4818"°
GGAG 17 6 0.55(0.21-1.47) 0.2301
GGGG 24 6 0.37 (0.14-0.94) 0.0318
GCAA 3 6 3.54 (0.86-14.59) 0.0694°
GCAG 18 8 0.71(0.29-1.72) 0.4463
GCGG 35 28 1.53(0.83-2.82) 0.1692
CCAA 1 0 - 0.6249°
CCAG 6 4 1.12 (0.31-4.10) 0.5558"°
CCGG 19 15 1.40 (0.66-2.95) 0.3802
5-HTTLPR/VMAT1 N=116 N=70
SSAA 2 2 1.68 (0.23-12.18) 0.4842°
SSAG 15 4 0.41(0.13-1.28) 0.0898"°
SSGG 20 18 1.66 (0.81-3.42) 0.1648
SLAA 3 2 1.11 (0.18-6.80) 0.6235"
SLAG 18 6 0.51(0.19-1.36) 0.1715
SLGG 32 13 0.60 (0.29-1.24) 0.1648
LLAA 0 5 - 0.0069 b©
LLAG 6 8 2.37(0.79-7.13) 0.1175
LLGG 20 12 0.99 (0.45-2.18) 1

Nota: OR = odds ratio; IC = intervalo confianza

® P-valor (Test-x2) Comparacion de frecuencias entre receptoras con embarazo clinico y aquellas que no
lo logran

© P-valor (Test exacto de Fisher) Comparacion de frecuencias entre receptoras con embarazo clinico y
aquellas que sufrieron un aborto bioquimico

P <0.05




85 Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria




Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico ~ 86
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

5. RELACION DE PUBLICACIONES Y
COMUNICACIONES A CONGRESOS QUE AVALAN LOS
RESULTADQOS
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Genetic polymorphisms of serotonin
transporter and receptor 1A could
Influence success during embryo
implantation and maintenance

of pregnancy

Arturo R. Palomares, M.Sc.,*? Ana M. Lendinez-Ramirez, M.Sc.,® Beatriz Pérez-Nevot, M.Sc.,
Miriam Cortés-Rodriguez, M.Sc., Francisco Martinez, Ph.D.,? Nicolas Garrido, Ph.D.,4
Maximiliano Ruiz-Galdén, M.D.,> and Armando Reyes-Engel, M.D.P

2 Instituto de Fertilidad Clinica Rincén, IVF Laboratory and I+D+i Unit; ® Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Faculty of Medicine, University of Malaga; © Clinical Analysis Service, Virgen de la Victoria University Hospital, Malaga; and
9 Instituto Universitario IVI, Universidad de Valencia, Valencia, Spain

Objective: To explore whether serotonin-related gene polymorphisms influence clinical outcomes of IVF treatment in recipients using
donated oocytes.

Design: Nested case-control study.

Setting: University-affiliated infertility clinic.

Patient(s): Two hundred forty-five women undergoing IVF treatment with donated oocytes.

Intervention(s): None.

Main Outcome Measure(s): Genotype and haplotype analysis of the serotonin transporter-linked polymorphic region (5-HTTLPR),
151800532, 16295, rs6313, and rs3813929, between recipients grouped according to the results of the oocyte donation for IVF
treatment.

Result(s): No differences were found between genotype distribution of the tryptophan hydroxylase 1, serotonin receptor 2A, and se-
rotonin receptor 2C polymorphisms. Recipients carrying the LL genotype for 5-HTTLPR had lower clinical pregnancy rates (PR) and
higher biochemical pregnancy loss (BPL) events. Lower implantation rates were found in CC carriers for 5-HT1A.rs6295 who also
presented higher BPL rates. A lower incidence of clinical pregnancy was observed for LC haplotypes, corresponding to an increase
in BPL rates.

Conclusion(s): A strong association was found between early pregnancy loss and recipients carrying the 5-HTTLPR and rs6295 genetic
variants. Identifying biological processes involving serotonin and embryo implantation may [ 0]
help to understand the dynamics of the maternal-embryo dialogue. (Fertil Steril® 2013;99:
2009-16. ©2013 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: 5-HTTLPR, 5-HT1A, polymorphism, biochemical pregnancy loss, serotonin =4
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5-HT homeostasis, which could also affect embryo viability and
maintenance of pregnancy (1, 8-10). Furthermore, fine
regulation is suspected as high doses of SC serotonin and 5-
HT deprivation interrupt decidualization and maintenance of
pregnancy (11, 12).

Many effectors of the 5-HT related pathways have been
identified in the reproductive tract of mammals (7), which
add a significant clinical value as many drugs are available
for modifying and controlling 5-HT fluxes (Supplemental
Fig. 1, available online). However, the study of molecular in-
teractions within the embryo-maternal interface in humans
presents a barrier because of conditioning limitations for ex-
perimentation. The study of genetic variants related to 5-HT
metabolism and their distribution between recipients, group-
ed according to reproductive outcomes obtained after an IVF-
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) with donated oocyte,
represents a suitable way to normalize other factors such as
quality of oocytes, embryos, and sperm, isolating the poten-
tial effect of selected gene variants during 5-HT metabolism
at the onset of the pregnancy.

The 5-HT transporter (SERT) is responsible for controlling
extracellular levels of 5-HT and is expressed in the human en-
dometrium (13). The 5-HT transporter could act during preg-
nancy as it has been shown that pregnant women treated with
serotonin selective re-uptake inhibitors present an increased
risk of spontaneous abortion (14, 15). Although some
evidence supports these observations, the effects of
serotonin selective re-uptake inhibitors on achievement of
pregnancy may have passed unnoticed as these studies re-
cruited women who were already pregnant or who had a spon-
taneous abortion. A candidate polymorphism to assess SERT
implication is the 44-bp insertion/deletion located at the 5-
HTT gene-linked polymorphic region (5-HTTLPR), which
modifies transcription rates of the solute carrier family 6
member 4 gene and therefore the activity of the transporter
SERT in different cell types, like in the human placenta (16).

The polymorphism A(218)C (rs1800532) is associated
with tryptophan hydroxylase-1 protein, the rate-limiting
enzyme of tryptophan that is the direct precursor of 5-HT
(6). Tryptophan hydroxylase-1 is detected in the endome-
trium, fallopian tubes and ovaries (17), activity of which
has been reported to be essential for maintaining the early
embryo development (9), represents a potential source of
5-HT in the uterus.

Because a functional 5-HT signaling system could be sus-
pected from the wide range of serotonin-specific receptor
subtypes identified in the uterus, ovaries, oocytes, and em-
bryos (6, 7, 17-19), several candidate polymorphisms were
selected to assess their implication. The polymorphism
C(-1019)G in the 5-HT1A gene promoter seems to affect the
expression of the 5-HT1A receptor and its binding with
5-HT (20). The polymorphism T(102)C has been related with
different expression rates of the 5-HT2A gene and thus also
with different densities of the 5-HT2A receptor (21). Finally,
the functional polymorphism C(759)T in the gene 5-HT2C is
involved in DNA-protein interaction, altering the self-
expression of the receptor (6).

The genetic variants associated with 5-HT metabolism
were used in this study to explore the influence on implanta-

tion and IVF results, focusing on pregnancy wastages at dif-
ferent stages using an oocyte donation model.

MATERIALS AND METHODS
Patients

We conducted a nested case-control study between July 2009
and February 2011 at the Instituto de Fertilidad Clinica Rin-
con, involving 245 female recipients who underwent a first
IVF treatment with donated oocytes. The inclusion criteria
were not having received any previous ET cycle through oo-
cyte donation, aged 18-45 years, and receiving a transfer of
at least two good quality embryos defined as four to five cells
on day 2 or eight cells on day 3, symmetric blastomeres, and
less than 10% of total fragmentation. Recipients were ex-
cluded from this study if they presented an abnormal endo-
metrial thickness, hydrosalpynx, body mass index (BMI)
>30 kg/m?, uterine disorder, or severe male factor infertility
(e.g., azoospermia or cryptozoospermia). The recipients pro-
vided signed informed consent to IVF treatment approved
by the Spanish Society of Fertility and also for providing sam-
ples required. The consent for the genetic study was approved
by the institutional ethics review committee of the Instituto de
Fertilidad Clinicas Rincén and by the ethics committee of the
University of Malaga, under whose auspices the present study
was carried out.

Oocyte Donors

The donors selected were healthy women with a good physical
and mental state, younger than 35 years of age, with regular
menstrual cycles, no prior family history of hereditary prob-
lems or chromosome abnormalities, a BMI between 18 and
29 kg/m?, and a favorable testing for HIV, cytomegalovirus,
hepatitis B and C, and karyotype. Donors were not accepted
if they had an abnormal ovarian response to gonadotropins,
polycystic ovary syndrome (PCOS), endometriosis, more
than one previous miscarriage, or any medical or gynecolog-
ical disorder that could compromise the success of the proce-
dure. The donors were given an explanation and provided
their specific consent for the oocyte donation before starting
the procedure.

Ovarian Stimulation, Ovum Pick-up, and ICSI

Controlled ovarian hyperstimulation (COH) was developed
under a protocol with GnRH antagonists. A fixed initial
dose, between 150 and 300 IU, of human recombinant FSH
(Gonal-F; Merck-Serono) was used daily for the first 2-5
days, depending on age, BMI, antral follicle count, and ovary
volume. The dose was then adjusted depending on the ovarian
response and serum E, level. Once the dominant follicle had
reached a size of 14 mm, GnRH antagonists (Orgalutran; Or-
ganon) were also given, at a daily dose of 0.25 mg until the
day of induction of ovulation. When at least three follicles
reached 17 mm, ovulation was induced by the administration
of a bolus of 0.4 mg of leuprolide acetate (LA; Procrin; Abbot
S.A.). Oocyte retrieval was done exactly 35 hours after the ad-
ministration of hCG in the donors. Decumulation was done by
brief exposure to 40 IU/mL of hyaluronidase in Quinns
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Advantage Medium with N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid (HEPES; SAGE) supplemented with albu-
min (SAGE), followed by mechanical disaggregation. After
a maximum of 2 hours postdecumulation, mature oocytes
in metaphase II were inseminated by ICSI and were kept in
culture individually in 35-uL droplets of equilibrated Quinn’s
Advantage cleavage medium (SAGE) covered with equili-
brated mineral oil (SAGE), until day +2 or day +3. If the cul-
ture was prolonged beyond day +3 but not beyond day +5
the droplets were replaced by 35 uL of Blastocyst (SAGE),
also under equilibrated mineral oil (SAGE). The culture was
stored in Minigalaxy A incubators (RSBiotech) at a hypoxic

atmosphere of 5% 0, and 6% CO,.

Evaluation of the Fertilization and Embryo
Development

Fertilization was assessed 16-18 hours after ICSI. Zygotes
were considered properly fertilized if two symmetric pronuclei
(PN) were identified. Asymmetry, an excentric position or
a great distance between the PN were considered poor markers
in the evaluation of the fertilization (22). Embryo quality was
later assessed on day +2 and day +3, considering the rate of
division, symmetry between blastomeres, and the extension
and type of fragmentation, as well as the presence or absence
of multinucleation. Embryos considered to be of good quality
on day +2 were those that presented two to four symmetric
cells and less than 15% fragmentation without multinuclea-
tion. Good quality embryos on day +3 were those that pre-
sented six to eight cells and less than 20% fragmentation.
Day +2 or day +3 ET and the surplus embryos were cryopre-
served by vitrification on day +3 or at the blastocyst stage
(23). The two highest quality embryos were selected according

to the criteria mentioned previously for transfer.

Endometrial Preparation of the Recipients

The endometrial preparation was undertaken as described
previously (24). The suppression of the ovarian function in
the recipients was done during the luteal phase with a single
dose of 3.75 mg of GnRH agonist depot formulation (Decap-
eptyl; Ipsen Pharm or Gonapeptyl; Ferring). Ultrasound scan
was performed to verify that ovarian suppression had taken
place and then E, valerate (Progynova; Schering) was given,
with each recipient receiving an increasing dose from 2-6 mg/
d. The luteal phase support in the recipients was achieved by
the application of 600 mg/d of micronized P vaginally (Pro-
geffik, Effik Laboratories) starting on the day of oocyte re-
trieval. The ET was performed if the endometrium had
a typical trilaminar pattern and was at least 6 mm thick.

DNA Preparation and Genotyping

Genomic DNA was extracted from a buccal swab collected from
the recipients and using the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).
Different genotyping procedures were applied according to
the nature of the gene markers, including the following single
nucleotide polymorphisms (SNPs): rs1800532, rs6295, rs6313,
rs3813929, and the insertion/deletion 5-HTTLPR variant of
the solute carrier family 6 member 4 gene. Each plate included

Fertility and Sterility®

replicate samples for quality control, which had to be in abso-
lute concordance; negative controls were also assessed.

Single Nucleotide Polymorphisms

Genotyping of the SNPs was performed by multiplex minise-
quencing preceded by multiplex polymerase chain reaction
(PCR) (25), using the following steps:

1. Amplification of regions flanking the SNPs was achieved
by multiplex PCR reactions in a 2720 Thermal Cycler (Ap-
plied Biosystems) under programmed conditions of 94°C
for 5 minutes, followed by 35 cycles for 30 seconds at
94°C, 30 seconds at 58°C, 30 seconds at 72°C, and a final
extension for 7 minutes at 72°C. To eliminate the excess of
primers and dNTPs, the PCR products obtained were di-
gested by an “ExoCiAP” mix consisting of 2 U/10 uL
PCR Escherchia coli exonuclease I (TAKARA Bio Inc.)
and 5 U/10 uL PCR alkaline phosphatase (TAKARA Bio
Inc.) incubated at 37°C for 60 minutes and a final step of
enzymatic inactivation by heating at 80°C for 20 minutes.

2. A mini-sequencing primer with the 3’-end adjacent to the
target SNP was designed to anneal specifically with the
PCR product of each locus (Supplemental Table 1, avail-
able online). A reaction mix containing the PCR product,
the mini-sequencing primer mix, and SNaPshot multiplex
kit (Applied Biosystems) was subjected to the following
conditions: 40 cycles at 10 seconds at 96°C, 7 seconds at
50°C, and 30 seconds at 60°C. One unit of alkaline phos-
phatase (TAKARA Bio Inc.) was added to purify the sample
and incubated at 37°C for 1 hour and immediately after at
80°C for 20 minutes.

3. Analysis of purified mini-sequencing products was per-
formed by capillary electrophoresis using an ABI PRISM
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using
LIZ120 size standard (Applied Biosystems). The resulting
data were analyzed with GeneMapper 4.1 Software (Ap-
plied Biosystems).

Insertion/deletion 5-HTTLPR Variant

To detect the 5-HTTLPR polymorphism a PCR assay was per-
formed using Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega). Am-
plification was achieved in a 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) with running conditions of 5 minutes at 94°C, fol-
lowed by 25 cycles for 30 seconds at 94°C, 45 seconds at 58°C,
1 minute at 72°C, and a final extension for 7 minutes at
72°C.The fluorescent-labeled products were resolved by capil-
lary electrophoresis on an ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
and GeneMapper version 4.1 software (Applied Biosystems).

Clinical Outcomes

Biochemical pregnancy was determined by quantifying the
levels of human B-hCG in two consecutive measurements
from day 11 or day 12 after ET, depending on whether this
had taken place on day +3 or day +2. Ultrasound observation
of a gestational sac 5-6 weeks after ET together with a positive
previous B-hCG test was considered to represent a clinical
pregnancy (CP). The absence of an ultrasound-identifiable
pregnancy and a decrease in the levels of 8-hCG represented
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TABLE 1

Reproducti among recipit | the study.
Outcome Patients % (95% CI)
No. of cycles 245 —

B-hCG positive rate per cycle 164/245 66.9 (61.05-72.83)
Implantation rate 210/542 38.8 (34.64-42.85)
Clinical PR per ET cycle 151/245 61.6 (55.54-67.72)
Ongoing PR per ET cycle 126/245 51.4 (45.17-57.69)
Biochemical pregnancy loss rate per  13/164 7.9 (3.79-12.06)

positive B-hCG

Miscarriage rate per clinical 19/151 12.6 (7.29-17.87)
pregnancy
Ectopic PR per positive 3-hCG 7/164 4.3 (1.18-7.36)

Note: The overall group includes all women recruited for the study. Cl = confidence interval;
% = percentage results. PR = pregnancy rate.

Palomares. 5-HT related gene variants and pregnancy. Fertil Steril 2013.

a biochemical pregnancy loss (BPL). An ongoing pregnancy
was defined as the presence of at least one viable fetus about
week 12 of gestation. Miscarriages were considered to be those
gestational losses that occurred between weeks 4 and 20, hav-
ing previously identified a gestational sac (26). The implanta-
tion rate was calculated as the ratio between gestational sacs
found on ultrasound scans and the number of embryos trans-
ferred. Those recipients with no evidence of pregnancy after
the treatment were defined as the nonpregnant group.

Statistical Analysis

Recipient were grouped by genotype for each polymorphism,
thus proportion of CP, ongoing pregnancy, and nonpregnant
were calculated by ET cycle. The BPL rates were calculated by
pregnant recipient with positive 8-hCG. The proportion of
miscarriage rates were calculated by CP. A x? test was per-

formed to determine the Hardy-Weinberg equilibrium. For
each polymorphism recipients were pooled by genotype,
then analysis of the variance (ANOVA) was performed to
compare differences in age and x” test or Fisher’s exact test
were used to calculate statistical differences in reproductive
outcomes between groups of recipients. A logistic regression
model was used to compute the odds ratio with its 95% con-
fidence interval. Thus the degree of association with each ge-
notype was used as variables predicting the outcome of the
treatment. To select the fittest interaction model between
the genotypes, we considered the Akaike information criteria
and the Bayesian information criteria in each polymorphism,
using the SNPstats bioinformatic tool (27). For the haplotype
analysis, estimated relative frequencies of each haplotype
were compared through a logistic regression model, similar
to that used with the genotype analysis.

RESULTS

The study included 245 white recipients aged 40.27 + 4.09
years (Table 1). The indications for oocyte donation were ad-
vanced age (56.1%), ovarian failure (23.4%), low response to
gonadotropins (12.4%), and endometriosis (4.1%).

The genotype frequency distribution of different poly-
morphisms complied with Hardy-Weinberg equilibrium in
each group, except in the nonpregnant recipients for the 5-
HTTLPR polymorphism. Minor allele frequencies were more
than 0.05 and no linkage disequilibrium was found between
the polymorphisms studied. Implantation rate and rates of
CP, BPL, miscarriage, and ongoing pregnancy did not vary
between genotypes of recipients for tryptophan hydroxy-
lase-1-A218C, 5-HT2A-T102C, and 5-HT2C-C759T polymor-
phisms (Table 2).

TABLE 2

Age and clinical among recipi grouped by genotyp
Marker Genotype Age (y) IR (%)
5-HTTLPR SIS 41.1+£33 58/161 (36.0)
SIL 40.2 £4.0 79/186 (42.5)
L 40.1 £3.5 42/130 (32.3)
P value .227°¢ 165
TPH1 (rs1800532) c/C 399+ 4.1 66/188 (35.1)
C/A 40.1 £4.4 107/259 (41.3)
AA 41.5+£3.0 29/77 (37.7)
P value 172¢ 407
5-HTR1A (rs6295) c/C 409 £34 37/118 (31.4)
C/G 404 +£3.8 95/261 (36.4)
G/G 39.6 £5.0 72/149 (48.3)
P value 184¢ 011°
5-HTR2A (rs6313) c/C 40.5+43 55/150 (36.7)
(4] 403 +43 100/267 (37.5)
T 39.8+3.6 45/107 (42.1)
P value .668¢ 641
5-HTR2C (rs3813929) c/C 40.1 £4.2 143/382 (37.4)
(@) 409+4.0 49/125 (39.2)
T 403 +3.7 11/19 (57.9)
P value .445¢ 200

Note: Age values are represented by mean + SD. Proportion of recipients who reached the outc

CP (%) BPL (%) M (%) OP (%)
43/70 (61.4) 1/44 (2.3) 4/43 (9.3) 39/70 (55.7)
60/83 (72.3) 1/61 (1.6) 9/60 (15.0)  47/83 (56.6)
29/60 (48.3) 8/37 (21.6) 3/29 (10.4) 24/60 (40.0)

.014° 582 x 107420 739° 103
51/86 (59.3) 3/54 (5.6) 7/51(13.7)  41/86 (47.7)
73/114 (64.0) 4777 (5.2) 7/73(9.6)  64/114(56.1)
20/35 (57.1) 3/23(13.0) 3/20 (15) 17/35 (48.6)
684 3672 6982 452
28/55 (50.9) 6/34(17.7) 5/28 (17.9) 22/55 (40.0)
71/116 (61.2) 3/74 (4.1) 7/71(9.9)  61/116 (52.3)
47/66 (71.2) 1/49 (2.0) 6/47 (12.8)  40/66 (60.6)
073 012*0 508 076
38/67 (56.7) 5/43(11.6) 3/38(7.9) 34/67 (50.8)
72/119 (60.5) 4/76 (5.3) 9/72 (12.5)  61/119(51.3)
34/49 (69.4) 1/36 (2.8) 5/34 (14.7) 27/49 (55.1)
372 265 667 878

103/171 (60.2) 8/112 (7.1) 14/103 (13.6)  88/171(51.5)

35/57 (61.4) 2/37 (5.4) 3/35 (8.6) 30/57 (52.6)
7/8 (87.5) 0.0 0/7 (0.0) 5/8 (62.5)
366% 1.00° 564 8742

defined in rowsis by each g¢ pe (percentage). BPL = biochemical pregnancy loss

per 8-hCG positive; CP = clinical pregnancy per ET cycle; IR = implantation rates; M = miscarriage per CP; OP = ongoing pregnancy per ET cycle.

° Pvalue by Fisher's exact test; otherwise by x” test.
© pyalue < .05 obtained from either x? test or Fisher's exact test.
© Analysis of variance (ANOVA).
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Different CP rates between 5-HTTLPR genotypes were
found (P=.014) (Table 2). The dominant model for the S allele
showed that the LL genotype was significantly increased in

P
value
00034
00774

recipients who did not achieve a CP (Table 3). The BPL rates E‘
presented strong differences for 5-HTTLPR marker distribu- g}n
tion (P=5.82 x 107*) and for 5-HT1A-C1019G polymorphism £ g 5
(P=.012); this latter polymorphism also presented different K] 3 S o
distribution when comparing implantation rate for different £ = % 5
genotypes (P=.011) (Table 2). w & d =
Logistic regression model corroborated a negative ten- g g o o
dency of recipients carrying individually the LL or the CC ge- s S
notype, which correlated with a strong risk of experiencing 8
BPL compared with the recipients who had the genotypes E -
SL/SS or CG/GG (Table 3). g SRR
The haplotype analysis of the 5-HTTLPR and 5-HT1A- g 8 PNS o
C1019G polymorphisms showed significant differences 8 g 5 é i
when the proportion of women who achieved a CP was com- 'g = =
pared with those who did not. More specifically, the haplotype R
LC was associated with the condition of not achieving a CP ﬁ ;% P
(Table 4). A higher representation of recipients homozygous B o § § § §
for both L and C alleles was found in the women who suffered @ E % : %
BPL (30.77%) compared with the recipients who became clin- y
ically pregnant (3.97%). Thus, the haplotype LC was also =
strongly associated with experiencing BPL (Table 4). . o3 ?»O ° 5
These results agreed in both the genotype and the haplo- £ s 5 8 g
type analysis, indicating a negative trend of the genotypes LL £ 3
at 5-HTTLPR and CC at 5-HT1A-C1019G in reproductive T 3 & = g
outcomes in recipients undergoing oocyte donation IVF s E 5 g o E
treatment and also for maintaining the pregnancy when & 3\‘; 2‘ .(;‘ S
this occurred. 2 o - S 3
g =9 2 g 3
DISCUSSION £ Q- g5y
The results of this study show a significant association of ge- é % év _é
notype variants at 5-HTTLPR and rs6295 with different re- e s 226835 &
sults of IVF treatment with donated eggs. To our d E i f 2 §§ é
knowledge, this is the first time that gene variants involved S g © Sowe B2 £
in 5-HT metabolism have been shown to modify implantation g SNEH £ ; g
potential. The alleles L of 5-HTTLPR and C of rs6295 are £ § ef 5
associated with lower CP rates and higher BPL rates, suggest- : = DRDD ég 2
ing a negative effect on the earliest phases of embryo implan- 2 o RmmN g‘é g
tation. The strong association of the LL genotype at 5-HTTLPR ‘2 Z o % 8 @ «_&i § g
with the risk of BPL highlights the importance of this gene 2 RnIR 2% §
during early implantation, which could lead to over- « I g g )
representation of this genotype in the group of nonpregnant '—:' g - ?g 3 g
recipients and the noncompliance with Hardy Weinberg T 23 0 E g é 3
equilibrium. @ § o<y is ¢ 3
The increased expression rate of SERT induced by the ge- % 38 “EEL ‘;
notype LL (16) could hypothetically modify the 5-HT levels in 3 o o 5 5@ g 5
the embryo-maternal interface. As mentioned, the depen- ?2 3 é % g% ‘f: Fg
dence on a maternal supply of 5-HT has been reported during E 2 Y § g5 s B
early embryo development (8-10) and later during the £ r o« f; 3 £ g
pregnancy (1). Two experimental procedures revealed an 8 gg 7; §
extreme decrease in the number of blastocysts recovered by 8 oz 8 %é é %
ET when limiting maternal 5-HT biosynthesis through either g % % E ; 3 g g “ ?g
blocking tryptophan production (9) or increasing its degrada- a Sg T T %”i f:_ g
tion (10). Furthermore, Doherty et al. (10) described a decreas- ‘I:J’ by oo Sg € =
ing gradient of TDO gene expression from the inside of the E| % _ gggég g
stroma to the endometrial epithelium and lumen, which cor- ﬁ & g 0 5 ESy3y §
(L) - N N 2caouo &

relates with the increase in 5-HT levels in the same direction.
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This nonstochastic distribution of 5-HT suggests that regula-

] a
§ S g tory elements could enhance embryo viability through secre-
a o tion of 5-HT at the embryo-maternal interface and, in
. contrast, limit the interior tryptophan content to avoid im-
—~ =0 . . . .
= 5 23S mune rejection of the embryo (10). Monoamine oxidase A ac-
g 2 o sod tivity, which also degrades 5-HT, is particularly intense in the
gn 3 Sccoce endometrial epithelial cells during the midsecretory phase of
8 ®YQY the menstrual cycle (28) and it has been associated with
3 o greater success in recipients receiving oocyte donation (29).
% - From this factor, we hypothesize that an active regulatory
2 5 8388 system controls the 5-HT turnover in the endometrium.
§ & A A Because SERT is expressed in the epithelial cells of the early
o & decidua, it could represent the main agent responsible for the 5-
—: @ HT clearance from the luminal side (13). The LL genotype would
E i maintain an increased 5-HT turnover toward its assimilation
ga g into the endometrial cells, which could compromise 5-HT
& B oo o availability for the embryo (1). The pathological 5-HT depletion
8 & g § § % induced in mothers with phenylketonuria, which could repre-
E § occo sent a similar situation, is associated with a higher incidence
f; E of embryonic defects and spontaneous miscarriage (9, 30,
o § 31). The effect of serotonin selective re-uptake inhibitors on
o SERT is expected to induce an increase of extracellular 5-HT
0 00 m levels, which would have a deleterious effect on the embryo
B HaED (8) and, as mentioned, could lead to a higher incidence of spon-
8 , 3
= Sees taneous abortions (14, 15). Therefore, this could correlate with
° the necessity of a fine regulation of 5-HT levels to preserve the
2 L QE pregnancy during the early stages, or even sooner, as SERT is
o e active from the oocyte until the blastocyst stage (32).
o The variant 1019 C>G of 5-HT1A seems to increase the
XD ™ - )
= ISEEN binding affinity of the repressors Deafl and Hes5 to the
; (=} i = o . .
£ 2 oddd DNA sequence when the C allele is present, hence reducing
£88° S5 H the expression of the receptor (33). Molecular interaction of
c = = =Y . . . .
E g & ogg 3 the different allele combinations influences the number of
5 g ~“o-— £ 5-HT1A surface receptors, which in turn affects the secretion
£ 5 g of 5-HT from the cell (34). The CC genotype in the neuronal
= £ £ model seems to be associated with a lower density of the 5-
E E 8% o8 s HT1A receptor, resulting in a lower 5-HT induced response.
Q3 8 2482 < In combination with the suggested effects of the L/L genotype
@ 2§ cco5 3 in SERT, this could lead to a depression of serotonergic activ-
> 2 £ . . . . . .
g § g g ity during implantation, when the embryo is most susceptible
& = to the need for a maternal supply of 5-HT (9, 10).
'—:l £ 2 Interactions between polymorphisms have been reported
T 2 = g i to modify the regulatory activity between the two genes in 5-
0 UENESES § HTTLPR and 5-HT1A in other tissues (35, 36). Our results
2 )
= eeee L = support the idea of a synergic activity between the L and C
P s & . .
K “ E alleles, as this haplotype was present in more than two
K 3 F
s - =529 g 'i thirds of the recipients who experienced BPL, whereas no
£ £ ©3om g ¢ differences were found in the haplotype distribution in
@ L NN g5 8 plotyp
2 °ecee 5L ¢ those recipients who achieved CP. If the L/L and C/C
0 ?Eé B genotypes are considered to be independent, as far as their
§ u :?, 2 effect on pregnancy is concerned, the combination of both
E 4 gueu SN“I:; 3 alleles is highly significant in the group of nonpregnant and
E g § §m BPL recipients, and they might have a synergic functional
E gi 3 behavior that can be observed at the population level.
é & @ A possible relation between 5-HT polymorphisms and en-
: g x §§ s dometriosis cannot be excluded because no distinction was
- IR E 184 8 performed between recipients. According to previous studies
2 £ g° . .
g § 5 X g8y 8 little effect could be expected for oocyte donation (37). Every
- T = 0 v 20a &

recipient had a BMI of less than 30 kg/mz, which is stated like
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a critical level from which previous studies reported increased
risk of spontaneous abortions (38).

The high success of oocyte donation could underestimate
the influence of the recipient’s genetic profile. However, a strong
interaction takes place between the expressed phenotypes of the
recipient and the embryo during the onset of pregnancy, which
resembles an intense molecular dialogue involving immune-
type molecular interactions and different functional couplings
that alter the progress of the pregnancy (39).

Our results suggest a functional interaction between
polymorphisms of SERT and 5-HT1A and the achievement
or maintenance of early pregnancy. This interaction could
be related with lower serotonergic interactivity due to an in-
creased 5-HT reuptake, which would reduce its intercellular
concentration and could be enhanced by a decreased activity
of the 5-HT1A receptor mediated by lower gene expression
rates when the CC genotype is present. Although further re-
search is still needed, the results open up a wide field of study
and facilitate the immediacy of a clinical trial, enabling other
related studies about the role of serotonin in the embryo-ma-
ternal tolerance.
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FIGURE 1
Polymorphisms Extracellular 5-HT sources (Platelets)
SERT-> 5-HTTLPR  5-HT2A->rs6313
TPH1->rs1800532 5-HT2C->rs3813929 Extracellular
5-HT1A->rs6295 clearance
° o
05-HT o o o "o 5HT o
o 1° o0
| ° % o
5-HT2C = 5-HT2A  5-HT1A ‘S»HTT
| I |
Gq i ‘

= S-HTP o 0 5-HT

Gq Gi
N
0
- TRYPTOPHAN | AADC °e
e 4 CATABOLISM

® Tryptophan

IP,R = = Ca?l
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cAMP. ATP cAMP |-
| © 5-HIAA

o PIP, — 1~ IP, + O DAG
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Ca?*Internal reservoirs
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%) ERK )~ * Gene expression
« lon channel permeability

Hypothesized scheme representing serotonin (5-HT) interaction with different genes included in the study. Monoamine oxydase A (MAO-A)
degrading activity of 5-HT would remove it in 5-hydroxyndolacetic acid (5-HIAA). Tryptophan can derive in 5-HT by tryptophan hydroxylase 1
(TPH1) and aromatic amino acid decarboxylase (AADC) enzymes. The 5-HT receptors 2A and 2C activate phospholipase C (PLC) through G-
protein (Gqg) coupled subunit that promotes transformation of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) in diacylglycerol (DAG) and inositol
1,4,5-trisphosphate (IP3). These second messengers activate protein kinase C (PKC), which in time may activate the extracellular signal-
regulated kinases (ERK). 5-HT1A G-protein (Gi) coupled subunit inhibits the formation of cyclic adenylate monophosphate (CAMP) by adenylate
cyclase (AC), which also modify ERK activity in a different way.
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Location

5-HTTLPR
Intron 7
Promoter
Exon 1
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of the different genetic variants.

Al

aNA>n

Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

—“—0n-

Forward primers

VIC-GCTGCTGCTCTACTGGGC
CCATGCTCTATATGTGTTAGC
TGCAATGGCGCGAGAACG
TGAGCTCAACTACGAACTCC
TGCTGATTGGCTGCTCTTGG

Reverse primers

CCCGGCCGGTGATCTTGG
TCAGTGTTACATTCCCTATGC
GCTAATTGATGGAAGAAGACC
ATTTTCAGAGTCGACTGTCC
AATCTGCACCACGCTCTTGG

SUPPLEMENTAL TABLE 1

Minisequencing primers

N/A
(28H)AATTGACAACCTATTAGGTG
(40HAAGACCGAGTGTGTCTTC
(22t)CTACAGTAATGACTTTAACTC
(34)GCTCCTCCCCTCATCC

SDILINID FIDILHV TYNIDIHO
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P-453 Haplotype analysis between 5-HTTLPR and
RS6295 gene variants reveals a synergistic effect
over pregnancy outcomes in recipient of donated

eggs

A.R. Palomaresl, A.M. Lendinez Ramirez2, F. Martinezl, M. Ruiz Galdén3 and

A. Reyes Engel3
+ Author Affiliations

Introduction: Although the way of how serotonin (5-HT) could participate
in reproduction is still unclear, serotonergic metabolism has been related
in very early steps during embryo development and implantation. Gene
variant affecting the serotonergic local network at female reproductive
tract have been observed to influence success of IVF treatments.
Haplotype analysis between several markers associated to serotonergic
network has been performed to explore polymorphisms functional
interaction in reproductive outcome of recipients undergoing IVF
treatment with donated eggs.

Material and Methods: A total of 245 recipients undergoing first IVF
treatment with donated eggs at Instituto de Fertilidad Clinicas Rincon with
at least two good quality embryos for embryo transfer were included.
Standardized protocols were applied in donors for ovarian stimulation as
well as in recipients for the endometrial preparation. Recipients with
uterine and endometrial defects were discarded as well as those women
with a recurrent miscarriage failure history. Blood swap were collected and
genomic DNA extraction was performed (Qiagen Mini-Kit). Genotyping of
several markers with different functional implication were selected
including the insertion/deletion promoter polymorphism 5-HTT gene-
linked polymorphic region (5-HTTLPR) of SCLA6A4, the SNPs; A218C
(rs1800532) in the TPH1 gene, C1019G (rs6295) in the 5-HT1A gene,
T102C (rs6313) in the 5-HT2A gene and C759T (rs3813929) in the 5-
HT2C. Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for genotypes in the
overall group and also for compared groups. SNPStats software based on
the expectation maximisation (EM) algorithm was used for the estimation
of the genotype and haplotype frequencies. Chi square test was used to
compare genotype distribution and logistic regression models were
calculated for odd ratios (ORs), 95% confidence interval (Cl) to asses
genotypes association with different outcomes. OR were also calculated to
assess haplotype distribution compared with the most common one
observed in each studied population.
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Results: No differences were observed between genotypes of markers
rs1800532, rs6313 and rs3813929. Logistic regression model for 5-
HTTLPR showed that recipients carrying LL genotype had lower clinical
pregnancy rates [OR = 2.20 p = 0.010 (1.20-4.05) 95%] and higher risk
for suffering a biochemical pregnancy loss (BPL) compared to SS + SL
carriers [OR = 14.21 p = 3 x 10-4 (2.86-70.60) 95%]. For rs6295 SNP
homozygous recipients, CC, showed lower implantation rates (p = 0.011)
compared with CG + GG carriers, as well as higher risk of suffering BPL
[OR =6.32 p = 0.0009 (1.67-23.91) 95%]. Haplotype analysis between 5-
HTTLR y rs6295 polymorphism, showed haplotype LC associated to lower
clinical pregnancy rates [OR = 1.92 p = 0.012 (1.15-3.23) 95%] and
complementary recipients that inherited together L and C alleles presented
an increased risk of suffering BPL [OR = 14.23 p = 0.013 (1.79-100) 95%].

Conclusions: A strong association between occurrence of early pregnancy
loss events and two common serotonergic markers, L/L 5-HTTLPR and
C/C 5-HTR1A (rs6295), has been observed. Moreover recipient carrying L
and C alleles, together, show a negative trend of the success after IVF
treatment with donated oocytes. Both markers appear to have greater
effect at the time of achieving clinical pregnancy, what seem especially
representative in the group of BPL. These results agree with the
hypothetical role of the surrounding serotonergic activity on embryo-
maternal dialogue during implantation.

Supported by Grants SAF2008-03314 and PTQ 09-01-00496

Human Reproduction (2012) 27 (suppl 2): ii286-ii302. doi: 10.1093/humrep/27.s2.87
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Introduction: Although the role of serotonin (5-HT) in reproduction
remains unclear, a strength interaction between gene variants affecting
serotonergic signalling and reproductive outcome has been reported. A
44 bp insertion at 5-HTTLPR of 5-HTT and the functional single
nucleotide polymorphism (SNP) rs6295 at the HT1A gene, have been
related to lower clinical pregnancy rates and higher risk of suffering
biochemical pregnancy loss. An increased activity of 5-HT transporter (5-
HTT) and poor signalling process by low levels of HT1A receptor density,
could synergistically induce a local deficiency of 5-HT at the embryo
maternal interface. Macrophages express HT1A receptor and this cell
population is responsible to modulate relevant aspects of immunological
response during embryo implantation. Moreover, macrophages comprise
about 10% of total decidual cells in the pregnant uterus and surrounded
trophoblastic cells at the site of implantation.

In the present communication, biocomputational methods have been
performed to elucidate the molecular background of genetic interactions
between 5-HTT and 5-HTR1A. A molecular map represented all candidate
genes involved in the serotonergic system and related to embryo
implantation.

Material and Methods: A bibliographic review on 5-HT effects on 5-HTT
and HTR1A provided us a list of genes related to embryo implantation.
Data mining and network analysis methods were used respectively to
obtain other related genes and to contextualize the disturbances of
mutated genes (5-HTT and HTR1A). A biomedical literature-based tool
was used to rank these genes according to our main clinical topic. In
addition, all genetic interactions from public databases were used to draw
a network of treated genes in previous bioinformatics analyses.
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Results: In addition to embryo implantation topic, we also consider
macrophages and their functional associations with the serotonergic
systems yielding two genes CCR5 and CCL3/MIP-1« besides 5-HTT and
HTR1A. From the functional prediction analysis we gathered 24 genes
related through physical interactions, pathways, co-expression and
genetic co-location. Functional enrichment analysis revealed that most of
them are involved in chemotaxis (2.6E-12) and inflammatory response
(4.8E-11). Gene prioritization showed, as expected, that serotonergic
system related genes occupied significant positions. Finally, we built a
network of protein-protein interactions and protein-chemical associations
considering 5-HT and genes describing well-known functional
interactions.

Conclusions: Biomolecular interaction network reflects that HTR1A
signalling mediated by 5-HT and 5-HTT are related with CCL3 and CCR5
present in macrophages and could play a role during embryo implantation.
Moreover 5-HT diffusion in endometrial stromal cells seems to act on a
dose and time-dependent manner over HTR1A signalling. Fluctuations of
5-HT levels could down regulate CCL3 expression and secretion and by
hence recruitment of immune cell exercised by macrophages during early
pregnancy. [Supported by Grants SAF2008-03314 and PTQ 09-01-00496;
PS09/02216, SAF2011-26518]

Hum. Reprod. (2012) 27 (suppl 2): ii344-ii348.doi: 10.1093/humrep/27.s2.92
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La reciente descripcién de una red serotoninérgica local en el tracto reproductor femenino, propone
el metabolismo de la serotonina (5-HT) como potencial diana terapéutica en medicina reproductiva.
Variantes genéticas funcionalmente relacionadas con la actividad de 5-HT son herramientas idoneas
para explorar la influencia de este nodo metabdlico en la reproduccion. Se ha analizado la frecuencia
de polimorfismos genéticos, relacionados al metabolismo serotoninérgico, en receptoras sometidas
a fecundacion in vitro (FIV) con évulos donados para valorar su influencia sobre los resultados y la
evolucion del embarazo.

MATERIAL'Y METODO

Un total de 245 receptoras fueron genotipadas para cinco polimorfismos representativos del metabolismo
de la 5-HT, incluyendo a 5-HTTLPR y un grupo de polimorfismos de base tnica (SNPs); rs1800532,
1r$6295, rs6313 y rs3813929. Se analizé la distribucion de las frecuencias genotipicas y haplotipicas entre
los distintos grupos segtn evolucion y resultado del tratamiento.

XXIX Congreso nacional SEF | Granda 2012 Volumen 29. Suplemento 1. Mayo 2012 | 123
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RESULTADOS

El modelo de regresion logistica mostré que el genotipo LL del polimorfismo 5-HTLPR, present6
menores tasas de embarazo clinico (CP) [OR=2.20 p= 0.010 (1.20-4.05) 95%] y un elevado riesgo de
sufrir aborto bioquimico (ABq) [OR=14.21 p=3x10-4 (2.86-70.60) 95%)]. Las receptoras CC para rs6295
presentaron menor tasa de implantacion (IR) (p=0.011) y elevado riesgo de sufrir un ABq [OR=6.32
p= 0.0009 (1.67-23.91) 95%]. El haplotipo LC entre 5-HTTLR y rs6295 se asoci6é a menores tasas de
CP [OR=1.92 p=0.012 (1.15-3.23) 95%] y mayor riesgo de sufrir ABq [OR=14.23 p= 0.013 (1.79-100)
95%].

CONCLUSIONES

Aunque se desconoce el mecanismo por el que la 5-HT puede actuar en el proceso reproductivo. Existe
una fuerte asociaciéon de los marcadores 5-HTTLPR y 5-HTRIA (rs6295) con la consecucién del
embarazo clinico y el aborto bioquimico.

124 | Vol 29 Suplemento 1. Mayo 2012 XXIX Congreso nacional SEF | Granda 2012

Revista Iberoamericana de fertilidad y reproduccién humana. (Mayo 2012) 29 (suplemento 1) 43/190.
Pag. 123-124.XXIX Congreso nacional SEF (Granada 2012).
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Introduction: Uterine leiomyomas are common benign tumors affecting 25%
of women. The growth of leiomyomas is estrogen and progesterone dependent.
Recent clinical studies have shown that treatment with an antiprogestin, mife-
pristone leads to volume reduction of the leiomyomas without any side effects
(Engman, M. et al.; 2009). The molecular mechanisms leading to growth re-
gression are not known. The aim was to study the molecular mechanisms in my-
omas associated with volume regression in response to mifepristone treatment.
Materials and Thirty pr I women scheduled for surgery
due to uterine leiomyoma were randomly assigned to treatment with 50 mg
mifepristone or placebo for 12 weeks before surgery, after obtaining the ethical
permission, at Karolinska University Hospital, Stockholm, Solna. Leiomyoma
biopsies were collected and total RNA was extracted to study the differential
gene expression by microarray and analysed using IPA software (Ingenuity
Systems, www.ingenuity.com). Real time PCR was used to verify the expres-
sion of relevant genes. Olionucleotide primers and dye-labeled TagMan probes
specific to seven target genes identified from the microarray namely GRIN2A,
CREBS, ROR1, PIK3R 1, PIK3C2G, EFNB2, PAK3, were purchased from Ap-
plied Biosystems (TagMan"™ Gene Expression Assays, USA). Apoptotic index
was assessed by TUNEL using /n Situ Cell Death Detection kit, Fluorescein
(Roche Applied Science) as per the manufacturer’s protocol. In vitro func-
tional studies were done in leiomyoma cell cultures derived from a group of
fresh leiomyoma biopsies obtained from 9 patients at the time of surgery in
the absence of any preoperative hormonal treatment. Immunocytochemistry for
smooth muscle o actin and hTERT was performed to confirm the purity of the
myoma cells. The cell cultures were treated with progesterone, mifepristone,
and d i in different to evaluate if gene response was
due to an anti-glucocorticoid action of mifepristone rather than the antiproges-
tin action.

Results: Microarray analysis displayed 18 patt , which were signi 1
changed. Integrin being the leading and Ephrin pathway being one of the top
four significantly altered pathways. Real time PCR of patient Ephrin genes con-
firmed that 3 out of seven mRNAs were expressed significantly different: GRI-
N2A:-5,6 fold; p = 0,041, CREB5:-2,3 fold; p = 0,030, and ROR1: + 2.5 fold,
p=0,021) and in the Integrin pathway 2 of eight significant: ROR1: + 3,1 fold;
p = 0,013 and PIK3R1: -1,8 fold; p = 0,038. Strong correlations between gene
expression and myoma volume regression were found for PIK3C2G, R = 0,
83, p =0,042, EFNB2, R = 0, 94, p = 0,005 and PAK3, R =1, 0 p = N.A. in
the mifepristone treated group of Ephrin pathway genes. For Integrin pathway
RORI correlated to myoma regression, R =0, 67; p = 0,023 in the pooled group.
TUNEL analysis showed no difference between the groups, while a decrease
in immunoreactivity for Ki-67 (p = 0,049) was observed with mifepristone
treatment. The in vitro results confirm the in vivo data. In primary experiment
the expression of PIK3R1 with mifepristone exposure was reversed with dexa-
methasone treatment, but not for any of the other integrin genes investigated.
Conclusion: Leiomyoma regression upon mifepristone treatment involves
down regulation of proliferation rather than induction of apoptosis. There are
significant positive correlations for the expression of ROR1 and PAK3 versus
leiomyoma volume regression, suggesting key regulatory functions for these
genes. Alterations in gene expression observed with mifepristone are due to
its anti-progestin nature rather than its anti-glucocorticoid action. An increased
understanding of the molecular mechanism of mifepristone in leiomyoma vol-
ume reduction could be used to improve medical management of this condition.
Reference:

Hum Reprod. 2009 Aug;24(8):1870-9. Epub 2009 Apr 23.
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Introduction: Whether the ART procedure has any significant effect on gender
is debatable. With the introduction of a new concept for high magnification
sperm morphology examination, it is now possible to select normal spermato-
zoa in real time for use in an intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection (IMSI) cycle. Sperm selection performed by this methodology has
been showing a significant and positive association with ART outcomes. None-
theless, there is no available literature supporting sex ratio in embryos derived
from this technique. Our study’s objective was to determine whether the use
of IMSI in preimplantation genetic screening (PGS) cycles is associated with
gender incidence.

Material and Methods: This prospective study was conducted on couples
who underwent their first IVF treatment in conjunction with PGS as a result
of advanced maternal age. Couples were randomly allocated to receive one
of two sperm selection procedures: ICSI (n = 60) or IMSI (n = 60). Patients’
randomization was performed by laboratory personnel just before oocyte injec-
tion using SAS System for Windows (PROC PLAN, seed = 1234). To minimize
the influence of male factor infertility, all cases in which sperm concentration
was less than 1x10°M/mL and sperm motility less than 20% were excluded
from the study. Sperm selection in IMSI group was performed using an inverted
Nikon Diaphot microscope (Eclipse TE 300; Nikon®, Tokyo, Japan) equipped
with high-power differential interference contrast optics (DIC/Nomarski). The
total calculated magnification was 6600x. The sperm cells exhibiting normally
shaped nuclei ((i) smooth, (ii) symmetric and (iii) oval configuration) and (iv)
normal nuclear chromatin content (if it contained no more than one vacuole,
which occupies < 4% of the nuclear area) were selected for injection. Embryos
reaching at least the 6-cell stage on day 3 of development were biopsied and a
two-round FISH procedure was performed, which allowed for the detection of
chromosomes X, Y, 13, 15, 16, 18, 21 and 22. Embryo transfer was performed
on day 5. The influence of the sperm selection method on aneuploidy rates
was assessed using logistic regression analysis. The data are presented as Odds
Ratios (OR) with 95% confidence interval (95% CI) and p value. The results
were considered to be significant at the 5% critical level (p < 0.05).

Results: No significant differences were observed between all groups in terms
of patient demographics, stimulation and cycle characteristics. Clinical preg-
nancy (47.1% vs 53.8%, p = 0.5321) and implantation rates (40.9% vs 45.6%,
p = 0.5911) were also not significantly different. There was no abortion oc-
currence in IMSI cycles and only one case described in ICSI cycles. A total
of 153 successfully biopsied embryos derived from 60 ICSI-PGS and 240
successfully biopsied embryos derived from 60 IMSI-PGS cycles were char-
acterized by gender. Considering all the biopsied embryos characterized as
normal for sex chromosome, our results showed that IMSI approach results
in a significantly higher incidence of female embryos when compared to ICSIT
(64.7% vs 53.8%, respectively, p = 0.0268). Analysing only euploid embryos
for the 8 analysed chromosomes we also observed a significantly higher inci-
dence of XX embryos derived from IMSI compared to ICSI cycles (66.7% vs
52.4%, respectively, p = 0.0326). This result was confirmed by logistic regres-
sion, which demonstrated a nearly two-fold increase in euploid XX embryos
derived from sperm selected by high magnification (OR: 1.82, CI: 1.05-3.15,
p=0.033).

Conclusion: To our knowledge this is the first study on the sex ratio of em-
bryos derived from IMSI cycles. “Best looking™ spermatozoa analyzed by high
magnification approach seem to carry a higher proportion of X chromosome
suggesting a significantly predictive value on the incidence of euploid XX
embryos.

0-180 Influence of 5-HTTLPR variants in the SLC6A4 gene over
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Introduction: Serotonin is an essential monoamine that plays a role in uterine
blood flow, endometrial decidualization and embryo implantation. Serotonergic
activity is regulated by serotonin transporter gene (5-HTT) that is occasionally
expressed in migratory cells inside endometrial tissue during early pregnancy
decidua. A serotonergic local network has been proposed to be an important key
player acting locally in female genital tracts and being even more interesting
target of study since it has been reported that 5-HT transporter gene (SLC6A4)
is expressed in mammalian oocytes and embryos. A specific alleles at an inser-
tion/deletion promoter polymorphism (5-HTT gene-linked polymorphic region,
HTTLPR) regulates the transcription of SCLA6A4 gene and activity of 5-HTT
in different human cells, the long allele (L) being responsible for increased tran-
scritptional efficiency and higher rate of 5-HT uptake by the 5-HTT. SLC6A4
gene variation suppose an interesting target marker for assess the effect of this
serotonergic activity on in vitro fertilization (IVF) treatments outcome. Recipi-
ents undergoing egg donation IVF treatment have been selected to study the in-
fluence of this polymorphism in treatment success rates and related pregnancy
outcome.
Material and Methods: A total of 183 recipients undergoing first IVF treat-
ment at Instituto de Fertilidad Clinica Rincon oocyte donation program with
good quality embryo transfer were included. Standardized protocols were ap-
plied in donors for ovarian stimulation as well as in recipients for the endometri-
al preparation. Recipients with uterine and endometrial defects were discarded
as well as those women with a recurrent miscarriage failure history. Blood swap
were collected and genomic DNA extraction was performed (Qiagen Mini-Kit).
Genotyping of SLC6A4 was carried out through PCR amplification achieved in
a 2720 ThermalCycler® (Applied Biosystems). Separation of PCR products and
subsequent size fragment analysis (ABIPRISM 3130) was performed. Hardy-
Weinberg equilibrium was assessed for each group. Fisher exact test was per-
formed to compare genotype distribution and logistic regression models were
calculated for odd ratio (OR), 95% confidence interval (CI) for asses possible
genotype association with p outcome, includi hemical pregnancy
loss, early pregnancy loss and clinical spontatneous abortion.
Results: Distribution of genotypes frequencies were in Hardy-Weinberg
equilibrium except for non pregnant women. Recessive model for L allele
was performed and Fisher exact test showed different genotype distribution
[p = 0.00698] between chemical pregnancy loss group and clinical pregnant re-
cipients (0.79 vs 0.26). Logistic regression model showed a strong association
[OR = 12.89 p = 0.0007 (2.47-67.23) 95%] between chemical pregnancy loss
and LL genotype. Although recipients of early spontaneous miscarriage group
showed higher frequencies of LL genotype too, there were no statistical differ-
ences compared to clinical ongoing pregnancy recipients.
Conclusions: A strong association between long homozygous genotype and the
occurrence of early pregnancy loss has been observed. Higher transcriptional
profile of L/ SLC6A4 gene variant could influence the regulation of sero-
tonin uptake during decid ion, when the receptor is occasion-
ally transcribed at low levels. It could affect serotonine extracellular regulation
and could be related to impaired events that affects to the normal endometrial
development. New findings are necessaries to assess functional and clinical
impact of serotonergic local network in reproductive outcome.

Supported by Grants SAF2008-03314 and PTQ 09-01-00496.
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Introduction: Carriers of robertsonian translocations (ROBT) are at risk of
produci 1 d embryos but it has been described that
aneuploidy for other chromosomes may also play a role in their reproductive
difficulties. Our purpose is to evaluate the percentage of normal/balanced and
unbalanced embryos depending on maternal age and sex of the carrier and to

ymally
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observe if there is an increase of chromosomal abnormalities due to interchro-
mosomal effect (ICE).

Material and Methods: 1262 embryos from 126 PGD-ROBT cycles were ana-
lyzed. Biopsy and nuclei fixation were done on D + 3 of embryo development
following standard protocols. Sequential FISH was applied using the necessary
probes to follow the translocation and additional probes (up to 10) were applied
to evaluate a possible ICE.

Aneuploidy results were compared to 329 embryos from a control group of
patients following PGD cycles for sex-linked diseases (fertile, normal karyo-
type, maternal age < 38).

Cycles were divided by sex of the carrier and maternal age and according

to the ck groups impli d in the location (D/D or D/G). Fisher
exact test was used (Graph Pad Instat 3).
Results: The total p of normal or d embryos was 42,30%.
When separated by maternal age ( < 38 and 38y.0.), a very significant decrease
of normal/balanced embryos was detected in the group of women > 38y.o0.
(46,11% vs 34,51%,p = 0,0017). Significant differences were found in the per-
centage of normal or balanced embryos from female carriers when separated
by maternal age (49% < 38y.0 vs. 31% = 38y.0, p = 0.0007). No differences in
normal/balanced embryos were observed when separating by maternal age in
male carriers (43% < 38y.0 vs.37% = 38y.0, p = 0.2058).

Relating to abnormalities concerning other chromosomes not involved in

the rearrangement, and in order to separate maternal age effect from ICE, ROBT
cycles were separated by maternal age ( < 38 and > 38y.0.). An extremely signif-
icant decrease of normal embryos was observed in patients < 38y.0. compared
to the control group (44.63% ROBT vs. 65.65% CONTROL, p < 0.0001) thus
suggesting an ICE. Furthermore, an even more pronounced significant decrease
of normal embryos was observed in the group of women > 38y.0., probably
as a consequence of the combined effects of maternal age and ICE (27,05%
ROBT, p < 0.0001). When separated by maternal age and sex of the carrier,
significant differences were found in the percentage of normal embryos in the
group of > 38y.0. (33% male carrier vs 19% female carrier, p = 0,0142) and
no differences were found in the younger group (44% male carrier vs 4619%
female carrier, p = 0.6844).
Conclusions: Embryos from patients with a translocation have an increased
risk of chromosome at lities due to the reor “per se” and also
to the ICE. An especially poor prognosis group in ROBT seems to be female
carriers aged 38y.0 or more, to whom the combined effect of maternal age and
ICE impact negatively, diminishing the number of normal/balanced embryos
due to the translocation and also due to aneuploidy. In view of the results, we
strongly recommend performing an IVF-PGD cycle for chromosome testing in
addition to the translocation study, in order to avoid ancuploidies derived from
ICE and advance maternal age. Being aCGH (comparative genomic hybridiza-
tion array) a technique that allows the detection of any abnormality, it seems the
best option to apply in this type of cases.

bal

0-182  The impact of ovarian FMR1 genotypes and sub-genotypes in
young oocyte donors on ovarian reserve and recipient pregnancy rates

N. Gleicher'*?, A. Weghofer'*#, D.H. Barad'**

!Center for Human Reproduction — New York, NY, USA

*Foundation for Rep tive Me New York, NY, USA

Yale University School of Medicine, Department of Obstetrics, Gynecology
and Reproductive Sciences

“Medical University Vienna, Department of Obstetrics and Gynecology,
Albert Einstein College of Medicine, Departments of Epidemiology and
Social Sciences and Obstetrics, Gynecology and Women's Health

Introduction: We recently reported in infertile women that FMRI genotypes
and sub-genotypes affect ovarian reserve and, therefore, in vitro fertiliza-
tion (IVF) pregnancy rates /Gleicher et al., PLoS ONE 2010;5(12):¢15303].
At young ages ovarian reserve should best reflect genetic contributions since
physiologic contributions of advancing female age are not yet profound. We,
therefore, investigated the effects of FMRI genotypes and sub-genotypes on
ovarian reserve in young egg donors.

Materials: This study reports 55 consecutive oocyte donors < age 33 years
(mean 23.6 * 3.2; range 18-32) in 55 first egg donation cycles (recipient ages
42.8 + 3.9; range 33-51). The donors’ follicle stimulating hormone (FSH)
was 6.8 £ 2.9 mIU/mL; their anti-Miillerian hormone (AMH) 4.5 + 2.6 ng/
mL. Ovarian FMR1 genotypes and sub-genotypes were determined, based on

Human Reproduction. (2011) 26 (supplementl1): i71i73.doi: 10.1093/humrep/26.51.48
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significant influence of poor response on the percentage of embryos showing
autosomal aneuploidy (OD: 1.23, CI: 0.74-2.05, P = 0.417), sexual aneuploidy
(OD: 0.9, CI: 0.44-1.85, P = 0.769). On the other hand, poor response was as-
sociated with a significantly increased risk of embryo multiple abnormalities
occurrence (OD: 2.15, CI: 1.15-4.04, P = 0.017). In addition, cycle cancelation
rate was significantly higher on PR group (4.0% vs 23.5%, P = 0.0128). This
finding was confirmed through the logistic regression model (OR: 7.38, CI:
2.35-23.24, P=0.016).

Conclusion: In this study we attempted to associate ovarian poor response with
increased occurrence of embryo chromosomal alterations in aged women. Re-
sults showed that embryo multiple abnormalities occurrence risk is more than
two-fold higher in PR patients. This finding also makes plain the statistically
lower number of transferred embryos on PR group, since a diminished num-
ber of viable embryos were available to be transferred. In addition, odds of
cycle cancellation rate were more than seven-fold higher due to the decreased
presence of normal embryos on PR group. Similar implantation and pregnancy
rates in NR and PR groups could possibly be explained by equivalent embryo
morphology and chromosomal status of transferred embryos after PGD perfor-
mance. Despite the poor prognosis of the IVF outcome in aged patients with
low response to ovarian stimulation, the present study shows that poor response
is not constantly associated with a decreased implantation and p; rate,

cycle between the two groups and at least 64 patients/arm with ovum pick-up
had to be enrolled in this trial (Error o0 = 5%; error § = 20%). The study was ini-
tiated in 2004 and an interim analysis was performed in December 2009, with
half of the patients recruited. A total of 132 patients were initially informed
about the study: 25 rejected it, 26 did not meet the inclusion criteria, 11 were
excluded after the infertility work-up and finally 70 were enrolled, 35 in each
arm. Fisher’s exact test was done to compare percentages and Mann-Whitney
test for non-categorical variables.

Results: The interim analysis revealed that patients in groups A and B had simi-
lar mean age (35.0 £ 2.8 and 35.0 +4.0); mean number of MII oocytes (9.9 +5.1
and 10.0 £ 4.8); mean number of blastomeres on day-3 (7.1 £ 1.8 and 7.7 £ 1.3)
and blastocyst rates (60.1% vs. 69.1%). No statistical differences were found
neither in the mean number of embryos transferred (1.7 £ 0.8 vs. 1.4 £ 0.8),
nor in the percentage of cycles reaching embryo transfer (88.6% vs. 85.7%) in
groups A and B, respectively. The percentage of chromosomal abnormalities
in group B was 60.9% (112/184). The one-sided analysis revealed significant
increases in group B compared to group A, regarding ongoing pregnancy rate
per transfer (50.0 vs. 25.8; p = 0.0456) and ongoing implantation rate (36.0 vs.
16.9; p = 0.0202). Group B also showed superiority in ongoing pregnancy rate
per cycle, without reaching statistical significance (42.9 vs. 22.6; p = 0.0630).

however, poor ovarian response impairs embryo chromosomal integrity and
percentage of viable embryos, reducing the chances of IVF cycles completion.
Moreover, our results highlight the predictive value of aged women ovarian
reserve for oocyte quality and competence.

P-550 Potential benefits of PGS in recurrent implantation failure: a
prospective controlled trial in a properly characterized population

C. Rubio', J. Domingo?, L. Rodrigo', A. Mercader', M.J. De los Santos?,
T. Pehlivan®, E. Bosch?®, M. Fernandez®, C. Simon’, J. Remohi®, A. Pellicer®
VI Valencia, PGD, Valencia, Spain

IVI Las Palmas, Medical Reproduction Unit, Las Palmas, Spain

VI Valencia, IVF, Valencia, Spain

‘IVI Istanbul, IVF, Istanbul, Turkey

*IVI Valencia, Medical Reproduction Unit, Valencia, Spain

IVI Sevilla, Medical Reproduction Unit, Sevilla, Spain

Introduction: In recent years great controversy has emerged regarding the ap-
plication of preimplantation genetic screening (PGS) for different indications.
Methodological aspects and patients” selection criteria could explain differ-
ences among authors. The aim of this study was to evaluate the usefulness of
PGS in patients < 40 years with recurrent implantation failure. Patients were
prospectively randomized to either of the following two groups: conventional
IVF/ICSI or PGS, both treatments with day-5 embryo transfer.
Material and Methods: Study design: Before starting the cycle, patients were
11 d through d randomization into two groups: conven-
tional IVF/ICSI cycle (group A) or PGS cycle with screening for chromosomes
13,15, 16, 17,18, 21, 22, X and Y (group B). All patients recruited underwent
an exhaustive infertility work-up: vaginal ultrasound (hysterosonography or
hysteroscopy when needed); blood karyotypes; Anticardiolipin and lupus anti-
coagulant antibodies; Antitrombin III and APCR levels, factor V Leiden muta-
tion; levels of protein C and S; Serum homocysteine and screening for MTHFR
and factor II mutations. Inclusion criteria were: women < 40 years, with > 3
implantation failures in previous cycles with the transfer of at least two good
quality fresh embryos per cycle. Exclusion criteria were: any abnormality in
the previous infertility work-up; hydrosalpinx; any polip or myoma; previous
ectopic or uterine miscarriages; previous difficult embryo transfer with high
difficulty and/or bleeding; other indications for PGS/PGD.

Interventions: Similar protocols for ovarian stimulation and IVF were ap-
plied in both groups. Embryos were co-cultured on a monolayer of epithelial
endometrial cells and were transferred on day-5 of development. In group B,
single blastomere embryo biopsy was performed on day-3 using a non-contact
laser system (OCTAX, Herbron, Germany) and aneuploidy was assessed by
fluorescence “in-situ™ hybridization using additional rounds with subtelomeric
probes (Vysis Inc., Downers Grove, I, USA).

Sample size calculation and interim analysis: Primary end-points were on-
going pregnancy and delivery rates and secondary end-points were blastocyst
rates, chromosomal abnormalities and ongoing implantation rates. Sample size
was calculated for a 20% difference (20 to 40%) in ongoing pregnancy rates per
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Ci i PGS could be beneficial in a selected group of patients with re-
current implantation failure in whom other potential causes were discarded.
Higher embryo aneuploidy rates than the expected according to patients’ age
were observed.

P-551 Spontaneous abortion and 44-bp insertiondeletion polymorphism
of the SLC6A4 gene
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Introduction: Although the relationship between antidepressant use during
pregnancy and its adverse effects has been widely investigated, very few studies
have evaluated the impact of antidepressant use during pregnancy on the risk of
spontaneous abortion (SA). Several studies suggests that gestational exposure
to antidepressants, especially selective serotonine reuptake inhibitors (SSRI),
can lead to spontaneous abortion.

On the basis of these reports we have analyzed the allele and genotypes fre-
quencies of the 44-bp insertiondeletion polymorphism in 5-Hydroxy-tryptamine
transporter gene promoter region (5S-HTTLPR ) in samples from SA.

Material and Methods: Parafine embebed tissues samples, from SA of un-
known etiology (n = 29), and a group of 89 fertiles women, were genotyped
for the 44-bp insertiondeletion polymorphism located in the promoter region
of the SLC6A4 gene. Parafine from tissues was discarded by Xylol washing.
DNA was extracted from tissues and blood samples by salting-out method. PCR
amplified samples were analysed by Snapshot (Applied Biosystem).

Results: The genotypes and allele frequencies of the groups were: SA,SS=0,71,
SL = 0,18 and LL = 0,11; control group, SS = 0,32, SL = 0,43, LL = 0,25
(p<0,001). It has been reported that cells homozygous for the L form produced
steady-state concentrations of SLC6A4 mRNA that were 1.4 to 1.7 times those
in cells containing 1 or 2 copies of the S variante. In these studies, the data asso-
ciated with the S/S and L/S genotypes were similar, whereas both differed from
the L/L genotype, suggesting that the polymorphism has more of a dominant-
recessive than a codominant-additive effect. Although S/L polymorphism of the
SLC6A4 has been related to several mental diseases, and human behavior, and
the short (S) form (functionally L/S or S/S) shows an increase in brain metabo-
lism, very few of these studies are referred to the develoment of the brain em-
bryo, and none has been related to foetal viability as the present report.
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Conclusions: Although this is an ongoing study, with a low sample number
by now, we observed a strong presence of SS genotype in samples of fetuses.
These results permit to conclude that bolism of ine has some influ-
ence on human fetal viability. Supported by Grants AF2008-03314 and PTQ
09-01-00496.

P-552  Validation of putative CNVs on the X chromosome in POF patients
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Introduction: Premature ovarian failure (POF) is the spontaneous cessation
of the menstruation before age 40 accompanied with elevated FSH, low AMH
and oestradiol levels. Copy number variants (CNVs) are submicroscopic dele-
tions or duplications ranging from 1 kilobase to several megabases and are of
increasing interest in explaining human genetic variation. Since microscopic X
chromosomal abberations identified by karyotyping are associated with POF
we hypothesized that submicroscopic CNVs also contribute to POF pathogen-
esis. These variants will go undetected by conventional karyotyping but can
be readily detected with high-density SNP arrays. Using Illumina 370k SNP
genotyping chips and Using PennCNV calling software, we identified puta-
tive deletions in the Xq21.3 locus in nearly 15% of the 110 patients that were
analyzed and none in controls (ESHRE abstract 2009 - Hum. Reprod. 24:i12
0-029). Notably, karyotypic abnormalities have been reported in this locus to
be associated with POF.

Material and Methods: To substantiate this finding we re-analyzed 13 of 15
subjects that suggested a deletion on the Xq21.3 locus using an 8-plex 60K
array that was custom designed using eArray. The array (ID 023317, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) contains 48,325 probes, evenly dis-
tributed over the X chromosome, with a medium distance between the probes of
1.9 Kb. All probes were selected from the probe groups present on the catalogue
IM and 400K arrays (ID 021529 and ID 021850, respectively, Agilent).
Results: We did not observe deviating intensity values for consecutive probes
in the analyzed samples, indicating that the samples do not contain CNVs in this
locus. Therefore, the putative CNVs identified are most likely false-positives.
‘We hypothesize that batch or probe binding effects may have played a role in
the earlier Illumina experiment.

Conclusions:

- The earlier identified deletion locus on Xq21.3 could not be validated
using a custom designed ultra high density X chromosome comparative
genomic hybridization array.

- CNVs on the X chromosome do not play a major role in the aetiology
of POF.

- Careful validation is required when using high density genotyping chips
for CNV detection.

P-553 Parthenogenetic activation of human oocytes as a model for polar
bodies-PGD

A. Paffoni', V. Paracchini’, S. Ferrari', L. Restelli', D.A. Coviello?,

C. Scarduelli', M. Seia, G. Ragni'

'Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico Milan Italy,
Department of Obstetrics and Gynaecology Infertility Unit, Milan, Italy
?Fondazione IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico Milan Italy,
Medical Genetics Laboratory., Milan, Italy

Intr ion: Pre-i

ation genetic di is (PGD) has become an estab-
lished clinical approach for prevention of genetic disorders and polar bodies
analysis instead of, or together with, blastomeres analysis has gained increasing
importance in recent years.

‘We evaluated a model of par ic activation of human oocytes in
order to assess the feasibility of PGD for monogenic disorders on human oo-
cytes in our laboratory. Aim of this model was to test an ethical experimental
setting independent from fertilization, resembling the dynamics of chromo-
some segregation and crossover during meiosis. In this model, after the mo-
lecular analysis of the first polar body (PB1), the second polar body (PB2) can
be obtained in order to have a complete genetic analysis and validate molecular

results. Indeed, PB2 analysis is useful to confirm a diagnosis of homozygous
PBI or to predict which maternal allele will be present in the oocyte in case of
heterozygous PB1.

Material and Methods: After partial zona pellucida dissection, PB1s were re-
moved from spare donated metaphase-II oocytes and immediately transferred to
lysis buffer for sut lecular analysis. Part ic activation was
conducted on biopsied oocytes through exposure to 5 mM ionomycin in culture
medium for 5 minutes at 37 °C, 5% CO, in the dark. Oocytes were then washed
three times in fresh cleavage medium, placed separately in 40-uL microdrops of
the same medium under mineral oil, and cultured in standard conditions. After
18-20 hours, oocytes were evaluated for signs of activation. Oocytes showing
one enlarged pronucleus and extrusion of PB2 were considered activated; PB2s
were biopsied and treated as PB1s.

The molecular analysis involved a fluorescent multiplex polymerase chain

reaction (PCR) of highly polymorphic short-tandem repeat (STR) markers,
closely linked to the disease-causing gene. In this set of experiments, a panel of
ten highly polymorphic STR markers flanking ‘Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator’ (CFTR) gene was selected for haplotype analysis.
Based on three or more informative markers, genetic analysis was performed
on PBI1 and PB2.
Results: Twenty-one oocytes were selected from seven women. After PBI re-
moval, twenty of them were subjected to parthenogenetic activation, and fifteen
(75%) extruded the PB2. All of PB1s were successfully PCR-amplified but three
out of 15 PB2 did not get any amplification product. Limiting the results to 12
oocytes with both PB1 and PB2, 10 out of 12 PB1s were heterozygous and 2
homozygous for the evaluated markers, thus resulting in a percentage of cross-
over recombination of 83%. PB2s analysis consistently permitted the prediction
of the oocyte’s genotype in case of heterozygous PB1s (n = 10), and confirmed
PBI results in homozygous cases (n = 2).

Among all evaluated markers, we observed a frequency of allele drop out
(ADO) of 5.1% (3/59) with no more than one case of ADO for single PB.
Conclusions: The model of parthenogenetic activation confirms that polar
bodies-PGD for single gene disorders is feasible and offers a valuable tool for
setting up PGD procedures without wasting zygotes. Our results confirm a high
recombination rate in CFTR gene suggesting a very limited possibility of se-
lecting oocytes according to genetic analysis of PB1 only.

P-554 A of mild and single transfer
with vitrification in prei; genetic is (PGD) cycles: case
report

N. Aoyama', Y. Takehara?, S. Kawachiya?, T. Kuroda', N. Kawasaki', R.
Yamadera', T. Suzuki', K. Kato?, O. Kato*

Kato Ladies Clinic, Perinatal Genetics Division, Tokyo, Japan

’Kato Ladies Clinic, Tokyo, Japan

Introduction: The efficacy of mild stimulation and single blastocyst transfer
has been reported previously, however these techniques are not commonly ap-
plied in PGD cycles. We set out to develop a new approach for PGD.
Material and Methods: Nine couples consisting of subjects with a mean age
of 35.1 years who were carriers of translocations, had experienced two or more
consecutive pregnancy losses, and failed to experience a live birth in their entire
reproductive history. Prior to the commencement of the study, approval from the
ethical aspect was received from the Japan Society of Obstetrics and Gynecol-
ogy and our local Institutional ethics committee.

From January 2007 to December 2009, 9 patients underwent mild ovar-
ian stimulation, which was carried out by administration of clomiphene citrate
in combination with a minimum amount of urinary HMG (150IU X less than
4 times) or recombinant FSH (1501U X less than 3 times). Administration of
clomiphene citrate was initiated from day 3 of the menstrual cycle at 50mg/day
and was continued until the day before administration of the GnRH agonist as
the maturation trigger (GnRHa nasal spray, 300ug) and 32-35 h before oocyte
retrieval as described by Kato.

IVF was performed for all oocytes, and embryos reaching at least the 6-cell
stage on day 3 of development were biopsied by mechanical and cleavage as-
piration.

Two blastomeres were removed and fixed by the Carnoy method. Culture of
all the biopsied embryos was continued, and embryos developing to the blasto-
cyst stage were vitrified. FISH analysis was performed on all blastomeres using
3 to 4 appropriate FISH probes for several loci divided by the patient’s own
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6. DISCUSION
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El andlisis de los polimorfismos genéticos es una herramienta vélida para explorar la
implicacién de diversos sistemas bioldgicos en el proceso reproductivo. Las
pacientes que se someten a un tratamiento de FIV-ICSI con recepcién de évulos de
donantes pueden agruparse segin su condicién genotipica de acuerdo a las
variantes seleccionadas para el estudio, lo que permite estudiar de forma facil si
existen diferencias en los resultados del tratamiento entre estos grupos y de esta
forma se puede detectar si existe algun tipo de influencia genética en la consecucién

del embarazo.

Los resultados de este estudio demuestran una asociacién significativa entre la
distribucién de las frecuencias poblacionales de variantes genéticas, relacionadas
tanto con la ruta de la P53 y con el sistema serotoninérgico, con el éxito de los

tratamientos FIV de recepcion de évulos de donante.

6.1 Las variaciones genéticas en la ruta de la P53 influyen en la implantacién

embrionaria.

La influencia de las variantes genéticas estudiadas en los genes TP53, LIF, Mdm4 y
USP7 se han asociado previamente con un descenso de resultados en los
tratamientos de FIV (58); sin embargo, en nuestro estudio con pacientes receptoras,

no se observa esta tendencia para todas las variantes.

La distribucién de frecuencias genotipicas para los distintos marcadores del grupo
de mujeres embarazadas se mostrd en el equilibrio de Hardy-Weinberg, pero no fue
asi para la variante MDM4 (rs1563828) (p=0.0022) en la poblaciéon de mujeres que no
logré el embarazo [Tabla 4]. La desviacion de las frecuencias en el equilibrio en la
poblacion de mujeres no embarazadas, debe tomarse con cautela por la posible
existencia de un sesgo poblacional o error en el genotipado, esta ultima opcidn es
poco probable por los controles experimentales establecidos en los anélisis. En el

caso de ser un sesgo puede deberse la relacion a de dichos marcadores polimérficos
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con la causa de infertilidad subyacente, y por potencialmente influir en esa poblacién
de mujeres con problemas de infertilidad que han tenido que recurrir a la medicina

para cumplir su proyecto reproductivo (108).

La Unica variante que presenté diferencias en los resultados segun el genotipo de las
pacientes fue la variante funcional Arg72Pro de la P53. Aumenté la presencia de la
variante Pro de tal forma que la frecuencia del genotipo homocigético Pro/Pro es
hasta tres veces superior en el grupo de receptoras que no logré la gestacion,
ademés este grupo de receptoras presentd tasas de implantacién muy inferiores

respecto al resto de receptoras portadoras del alelo Arg72 [Tabla 7b].

La variante Arg72Pro modifica la expresion del gen LIF; asi el alelo Arg72 de la P53
en homocigosis induce un patrén de expresién dos veces superior, observable a
nivel transcripcional y traduccional de la proteina LIF, en comparacién con la
configuracion homocigédtica Pro/Pro (57). En trabajos previos se ha observado que el
alelo Pro es més frecuente en los pacientes que recurren a tratamientos de FIV para
solventar un problema de infertilidad y se llega a considerar como un factor de
riesgo ante el fallo de implantacion (88). En este mismo sentido, recientemente, se ha
observado que la frecuencia del genotipo Pro/Pro es significativamente mayor en
pacientes con fallo de implantacion recurrente (109). Nuestros resultados confluyen
en la misma linea que los estudios desarrollados previamente por otros grupos
(58,88,109); sin embargo, algunas peculiaridades del disefio de nuestro estudio de
receptividad endometrial, basado exclusivamente en receptoras de oévulos de
donantes, pueden aportar nuevos aspectos en la linea de discusién de estos
hallazgos. Kang et al., 2009. observaron una menor tasa de éxito del genotipo
Pro/Pro en los tratamientos de FIV sobre pacientes menores de 35 afios, quienes
tuvieron menores tasas de implantacion y embarazo. Esta misma tendencia negativa
se observa en el grupo de pacientes que forman nuestro estudio, que presentan una
edad media de 40.49 (+ 4.31) afos; por ello, consideramos que los efectos negativos

en mujeres portadoras del genotipo Pro/Pro mantienen la misma importancia




111 Influencia de las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico
y la ruta de la p53 en la implantacién embrionaria

independientemente de la edad. Kang et al. 2009 también utilizaron évulos donados
para las pacientes que superaban los 35 afios, pero no se incluyen los criterios de
seleccion de donantes, ni los criterios que llevaron a indicar la recepcion de évulos

como opcidn de tratamiento a las pacientes.

La constitucién cromosémica anémala de los embriones transferidos es una de las
causas mas importantes del fallo de implantacién y de la pérdida gestacional
temprana, este factor no se ha tenido en cuenta en el presente estudio y por lo tanto
puede considerarse como una de las principales limitaciones que pueden influir
sobre cualquier asuncion realizada respecto a los resultados de los tratamientos. Sin
embargo, a la luz de los resultados, se afiaden evidencias para considerar que la
presencia del genotipo Pro/Pro pueda constituir un factor de riesgo independiente
que influye negativamente en el éxito del tratamiento de FIV, independientemente
de la edad y del origen de los évulos. A pesar de que existen trabajos desarrollados
por otros grupos que muestran la misma tendencia que nuestros resultados, se
requieren nuevos estudios que aclaren la relacidon entre estos polimorfismos en
distintas poblaciones y etnias, puesto que tambien estudios poblacionales con un
importante nimero de pacientes en los que no se observan los mismos resultados

de acuerdo a los resultados de los tratamientos de FIV (110,111).

El efecto funcional de la variante Arg72Pro y su implicaciéon en la implantacién
embrionaria es completamente desconocido, se ha evidenciado experimentalmente
que la presencia del genotipo homocigdtico Pro/Pro disminuye la expresion de LIF a
la mitad con respecto al homocigdtico Arg/Arg y por ello puede estar influyendo en
la implantacion donde LIF es esencial (34,47,48). LIF es una citoquina que interviene
en diversos procesos bioldgicos relacionados con la implantacién como son la
proliferacion y la diferenciacion celular durante el desarrollo endometrial, la
decidualizacién, la respuesta inmune y la vascularizacién en el entorno uterino (112).
Un nimero creciente de evidencias sugieren que fluctuaciones en la expresion de LIF

pueden tener consecuencias negativas en la consecucion y el mantenimiento del
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embarazo; concretamente, se ha observado que una elevada expresion de LIF es un

marcador de alta receptividad endometrial (112,113) [Tabla 14].

Tabla 14. Influencia de los procesos biolégicos que tienen lugar en la implantacién regulados
por LIF(T13)(113)(113)(113)(113)(113)

Interaccion R .
ol espuesta inmune
Funcién en Decidualizacién de epllte Io__ inflamacién/innata, Proliferacién celular
el Gtero células del estroma mesenquima vascularizacién, y y diferenciacién
y polaridad o
angiogénesis
celular
Canonical and non-  Wnt/B —catenin IGF-1, FGF,
Rutas canonical Wnt/p- Actin Toll-like receptor, NFkB, progesterone
reguladas catenin pathway cytoskeleton ephrin, VEGF, and FGF  receptor, and ERK-
por LIF Notch 2, FGF, TGF Integrin signaling pathways MAPK signaling
B /BMP/activing Osteoponin pathways

(Rosario et al, 2016)

Son necesarios estudios que permitan aclarar las relaciones entre los distintos
procesos involucrados para evaluar la asociacién del genotipo Pro/Pro con una
menor expresion de LIF y también su relacién con un menor éxito en el tratamiento

de FIV.

Considerando algunas observaciones que se pueden desprender de nuestros
resultados se destaca una cuesti’én importante; por ejemplo, que el modelo de
herencia puede determinar la influencia de los genotipos con respecto a la tasa de
implantacién ya que parece obedecer a un modelo de recesividad del alelo Pro72, al
que se asocian menores tasas de implantacion en las pacientes que lo portan en
homocigosis comparado con las pacientes heterocigdticas Pro72/Arg72 vy
homocigdticas Arg72. Este aspecto tiene consecuencias directas a nivel funcional
pudiendo tener a su vez mayor relevancia desde el punto de vista clinico. En general
este polimorfismo influye sobre la expresion de LIF en células humanas que se refleja
cuando existe una menor expresion de LIF en la linea homocigdtica del alelo Pro72,
pero solo han considerado lineas homocigdticas sin valorar las lineas heterocigdticas
y por lo tanto no se puede determinar la existencia fenotipo intermedio que pudiera

corroborar o rechazar el caracter recesivo de Pro72 (56).
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Nuestros resultados, al igual que otros trabajos previos, hallaron una asociacién
negativa entre el genotipo Pro/Pro y el éxito tras el tratamiento de FIV.
Hipotéticamente se sospecha que los sujetos homocigdticos Pro/Pro muestran un
defecto en la expresion inducible de LIF, manifestando una expresiéon génica
insuficiente durante la fase implantatoria cuando es especialmente necesario. Los
individuos que presenten al menos una variante Arg expresarian una poblacién de
proteinas equitativa con ambos alelos e inducen la expresién de LIF con suficiente
intensidad para que no sea limitante durante la implantacién. Aunque el genotipo
Pro/Pro esté asociado a defectos en la implantacién en nuestra poblacion, no puede
considerarse como un factor absoluto ni se puede generalizar para otras
poblaciones. En este sentido deben considerarse otros factores de caracter también
genético, a través de una interaccidn con otros genes o proteinas, o bien, otros

condicionantes ambientales que coadyuven durante el evento reproductivo.

Existen grandes diferencias con respecto a la distribucion geografica de esta
variante genética en distintas poblaciones evidenciando algunas particularidades,
como por ejemplo que la variante Pro72 se haya seleccionado mayoritariamente, con
respecto a la variante Arg72, en poblaciones Africanas y aquellas mas préoximas al
Ecuador (114). Para justificar estas observaciones, se ha especulado con que pueda
haber factores ambientales relacionados con una segregacién variable de los alelos
en distintas poblaciones debido al cambio de la latitud. Uno de los factores que se
ha considerado es la variacién en el indice de exposicién a radiaciones ultravioletas
(UV) entre poblaciones genotipadas a distintas latitudes. Sin embargo, las diferencias
en el indice de radiacién UV entre las localizaciones de las poblaciones estudiadas y
los cambios en las frecuencias no obedecida ninguna correlacién, algo que si ocurrié
al comparar la temperatura media en invierno por los cambios estacionales. A partir
de estas observaciones se sugiere que haya producido una seleccionarse de forma
ventajosa el alelo Arg72 en latitudes mas frias reduciendo el riesgo de defectos de
implantacién (115). La variacion de las frecuencias genotipicas de diversos

marcadores que influyen directamente sobre el potencial reproductivo en interaccion
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con condicionantes ambientales, nutricionales y/o genéticos en determinadas
poblaciones ya ha sido reportado como es el caso de la ingesta de folatos sobre los

polimorfismos de la MTHFR en un estudio previo de nuestro propio grupo (116).

6.2 Las variaciones genéticas del sistema serotoninérgico influyen en el éxito de los

tratamientos de recepcién de 6vulos de donante

Tres de las variantes seleccionadas previamente relacionadas con el sistema
serotoninérgico han mostrado variaciones significativas en la distribucién de
frecuencias de la poblacion de pacientes evaluadas segun el resultado del
tratamiento. Estas variantes cuyos resultados han sido estadisticamente significativos
son ins/del en 5-HTTLPR en el gen SLC6A4 (SERT), el rs6295 (C1019G) del gen HT1A
(5-HTR1A) y rs1390938 (Thr136lle) del gen SLC18A1 (VMAT1). Hasta la fecha se
desconoce la implicacion que pueden tener estas variantes, aunque tanto el
polimorfismo ins/del 5-HTTLPR como el Thr13élle afectan a los genes SLC6A4 y
VMAT1 cuya funcién bioldgica estéd relacionada con el transporte intercelular y la

biodisponibilidad de 5-HT.

La distribucién de las frecuencias para los distintos marcadores del grupo de mujeres
embarazadas, se mostraron en el equilibrio de Hardy-Weinberg; sin embargo, no
sucede lo mismo para los marcadores ins/del 5-HTTLPR (SERT), rs1176744 (HTR3B) y
rs3027452 (MAOB) en la poblacién de mujeres que no lograron el embarazo tras el
tratamiento. La desviacién en el equilibrio H-W de las frecuencias genotipicas de
variantes estudiadas en la poblacién de mujeres no embarazadas debe tomarse con
cautela, puesto que podrian manifestar un sesgo en la seleccién de la poblacién, o
también errores en el genotipado. La inclusion de controles experimentales reduce
la incertidumbre sobre la posibilidad de que haya un error en el genotipado. Por otro
lado, el disefno del estudio como caso-control anidado, en el que la division de los
grupos dependerd del resultado y la evolucion de los tratamientos, reduce la

posibilidad a que el sesgo, si tiene lugar, se deba a un bias de seleccion de las
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poblaciones. Por lo tanto ante una desviacion de H-W se podria manifestar una
relacién entre el polimorfismo y la causa subyacente de fertilidad que se observa
directamente y que influye en el potencial reproductivo y que lleva a estas mujeres a

requierir asistencia médica para lograr el embarazo (108).

La comparativa entre la distribucién de las frecuencias genotipicas de las
poblaciones que han sido tomadas como poblacién de referencia (europeas y
caucésicas del repositorio de 1000genome) y el total de las pacientes incluidas en el
estudio, mostraron una desviacion de las frecuencias en los marcadores ins/del 5-
HTTLPR (SERT), C1019G (5-HTR1A) y Thr4Pro de la proteina VMATT1, lo que sugiere
un enriquecimiento de dichas variantes en este grupo de mujeres sometidas a un
tratamiento de infertilidad con respecto a la poblacién general. Como se ha
mencionado con anterioridad dos de estas variantes in/del (5-HTTLPR) y C1019G (5-

HTR1A) estdn relacionadas con los resultados de los tratamientos de FIV.

Ademas de las variaciones en la distribucién de frecuencias genotipicas con respecto
a la poblacién de referencia, se ha observado la relacion entre condiciones
genotipicas y los resultados de los tratamientos de FIV con évulos de donantes para
las variables ins/del 5-HTTLPR (SERT), C1019G (5-HTR1A) y Thr136lle (VMAT1). Hasta
la fecha y segln nuestro conocimiento es la primera vez que se observa la relacién
entre estas variantes genéticas, relacionadas con la homeostasis y la respuesta del
sistema serotoninérgico, y el potencial reproductivo observado bajo el desarrollo de

técnicas de reproduccion asistida.

Las mujeres portadoras de los genotipos individualmente LL de 5-HTTLPR (SERT), CC
de C1019G (5-HTR1A) e lle/lle Thr136lle (VMAT1) presentan menor tasa de
implantacién, menor tasa de embarazo y mayor tasa de aborto bioquimico. Resulta
especialmente llamativo que 3 variantes asociadas directamente a la actividad de la

serotonina puedan influir de forma similar durante las etapas tempranas de la
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implantacién embrionaria, antes de que llegue a completarse la formacién del saco

gestacional y que por lo tanto sea visible a nivel ecogréfico.

6.2.1 -Las variantes 5-HTTLPR (SERT) y Thr136lle (VMAT1) pueden influir en la

disponibilidad de 5-HT en la interfase materno-embrionaria.

Como ya se ha mencionado anteriormente el aporte materno de 5-HT es esencial
durante las etapas tempranas del desarrollo embrionario e incluso posteriormente
durante la implantacién y el embarazo (73,75,117,118). La distribucién de la 5-HT en
el endometrio es asimétrica y se concentra en mayor cantidad en la region epitelial,
donde una elevada actividad de la MAO-A se ha asociado con mayor éxito
reproductivo tras la recepcién de évulos donados (119). La mayor actividad de la
MAO-A coincide con la mayor concentracion de 5-HT en la region glandular del
endometrio; por analogia con otros nichos tisulares en los que actia el sistema
serotoninérgico a nivel epitelial, se sugiere que ésta se internaliza y se degrada en
esta localizacién (97,119). Como ya apuntan otros trabajos se suma una aportacién
mas a la hipdtesis de que existe un beneficio reproductivo cuando se acumula mayor

cantidad de 5-HT en la regién superficial del endometrio (75).

La distribucion polarizada y asimétrica de 5-HT en la pared del Utero es consecuencia
de la compartimentacién de las actividades de sintesis y degradacion del triptéfano
en el epitelio y el estroma respectivamente. Asi, la proteina TPH1 presente en el
epitelio endometrial glandular (61), promueve la sintesis de triptéfano, que es el
precursor metabdlico de 5-HT y también promoverd su sintesis en el epitelio

endometrial durante las etapas mas tempranas del desarrollo embrionario (75,77).

Por otro lado la TDO degrada triptdfano en la region estromal presumiblemente asi
se previene la respuesta inmunoldgica mediante el control de la proliferacion de
linfocitos T; al limitar la produccion de triptéfano también limitaré la produccién de

5-HT (75). Las variantes genéticas 5-HTTLPR y Thr13élle, influyen directamente sobre
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el transporte de 5-HT y en determinadas condiciones el efecto de estas variantes
podria comprometer la disponibilidad de 5-HT en determinadas localizaciones
celulares. El hecho de que las variantes asociadas a una mayor tasa de internalizacién
de 5-HT en el interior celular, sean significativamente maés representativas de las
mujeres que sufren un aborto bioquimico, podria estar relacionado con una mayor
tasa de internalizacion de la 5-HT libre que en determinadas circunstancias pudiera
crear un compromiso del proceso implantatorio por un mecanismo aun desconocido.
Las proteinas SERT y VMAT1 cuya funcidn se vincula a la movilizacién de 5-HT se han
detectado en el epitelio glandular del endometrio y en la decidua, donde pueden
llevar a cabo la internalizacién de 5-HT desde la superficie luminal hasta el citosol de
las células endometriales bien por transporte directo (SERT) o a través de vesiculas

(VMATS) (79).

Como ya se menciond anteriormente, monoaminas como la 5-HT, estan involucradas
en un gran numero de procesos bioldégicos y su concentracidn suele estar
estrechamente regulada, por lo que la tasa de asimilacién de 5-HT en el interior de
las células endometriales puede verse alterada por las variantes genéticas que
alteran la funcion de SERT y VMAT1; si es asi también podria verse condicionado el
desarrollo embrionario, el proceso de implantacién e incluso el embarazo como se
ha visto en otros modelos animales (117). En humanos existen modelos patoldgicos
que muestran como una deplecion de 5-HT en mujeres gestantes que padecen
Fenilcetonuria, presentan una mayor incidencia de defectos embrionarios durante la
gestacioén y también de pérdidas gestacionales esponténeas (120,121). La inhibicidn
de la recaptacién de 5-HT a través de inhibidores del sistema recaptador de
serotonina (SSRIs) bloquea parcialmente la internalizacién de 5-HT aumentando los
niveles de 5-HT extracelulares. El empleo terapéutico de los SSRIs durante el
embarazo se ha relacionado con mayores incidencias de abortos espontaneos
(122,123). Aunque la FDA haya desaconsejado su uso durante el embarazo, existe un
debate sobre como continuar, si la terapia debe seguir y si no se dispone de otras

alternativas.
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Desde el punto de vista fisioldgico puede interpretarse que tanto un exceso de 5-HT
libre como un defecto de recaptacion de la misma puede tener consecuencias
deletéreas durante el desarrollo embrionario, la implantacion y las etapas tempranas
del embarazo. II'kové et al. propusieron la existencia de un nivel critico en la
concentracién de 5-HT, a partir del cual se ejerce una regulacién autocrina/paracrina
tanto del desarrollo embrionario como de la interaccion materno-embrionaria. Para
que se pueda estabilizar un nivel de 5-HT en un rango, deben existir procesos
dirigidos a mantenerlo y regularlo; de hecho, se ha descrito la presencia de una red
serotoninérgica local en el tracto reproductor femenino (74). Ademés de que existan
mecanismos que regulan la 5-HT, estan presentes otros elementos funcionales que

permiten el trasiego de 5-HT hacia el embriéon como es el caso de SERT (76).

La distribucién exacta de la 5-HT en la superficie endometrial y su potencial rol sobre
el desarrollo embrionario es completamente desconocido. La mayoria de la 5-HT
periférica se sintetiza en las células enterocromafines en el tracto digestivo y se
transporta a las distintas localizaciones del cuerpo viajando en el interior de las
plaquetas que actian como importantes reservorios. La concentracién de 5-HT en la
region glandular del endometrio epitelial parece ser consecuencia de los
mecanismos de regulacion local expuestos anteriormente mediados por TPH1y TDO
(75). No puede descartarse que exista algin tipo de influjo adicional desde el

sistema circulatorio como podria ser a través de las plaquetas.

El aumento de la expresién de SERT que induce la presencia del genotipo LL (5-
HTTLPR) y la mayor actividad de VMAT1 asociada al genotipo lle/lle en Thr136lle
(VMAT1) confieren a ambos una mayor tasa de recaptacion de 5-HT (99,124,125). Los
genotipos LL 5-HTTLPR (SERT) e lle/lle Thr13élle (VMAT1) presentan individualmente
una elevada asociacion con el riesgo de sufrir un aborto bioquimico, pudiendo
sefalar la influencia del transporte de 5-HT, y quizas también de otras monoaminas,

durante la decidualizacién y la progresién de la implantacién.
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En genética epidemioldgica, mayoritariamente se estudian polimorfismos con
valores genotipicos individuales siendo dificil advertir un posible efecto de epistasia.
Por este motivo se ha expandido el andlisis para ver si pudiera haber alguna sinergia
entre las variantes sobre el potencial reproductivo. El anélisis de interaccién
mediante combinacién de alelos tiene un alto valor diagndstico y funcional, pero su
célculo resulta en realidad de una estimacién. Por otro lado, el anélisis de diplotipos
es una representacién de la poblacién de estudio y cualquier asociacién detectada
tendré menor incertidumbre que la representada por los conjuntos de alelos (126).
Tanto el anélisis de las combinacidnes alélicas [Tabla 12], como el anélisis de los
diplotipos en las variantes ins/del (5-HTTLPR) y Thr136lle (VMAT1) y su asociacién con
el embarazo clinico tras los tratamientos de FIV [Tabla 13], mostraron que las
receptoras portadoras de los alelos de riesgo L (5-HTTLPR) e lle (Thr136lle) tienen
peor prondstico. En nuestra poblacidén de estudio se observa una la alta agregacion
de pacientes portadoras de ambos genotipos LL (5-HTLPR) / lle-lle (VMAT1) con una
frecuencia siete veces mayor en la poblacion de pacientes con respecto a la
frecuencia esperada de la poblacion de referencia (1000genome). Pese a ser una
estimacion, la proporcién de la interacciéon de los alelos L (5-HTLPR) e lle (VMAT1),
también se correlaciona de forma aproximada con un aumento de proporcién similar
[Tabla 12]. A nivel genotipico en nuestra poblacion, la combinacién de LL (5-HTTLPR)
e lle/lle Thr136lle (VMAT1) estd presente exclusivamente en pacientes que no
lograron el embarazo y estd ausente en aquellas pacientes embarazadas. No puede
descartarse que ambos genotipos de forma sinérgica influyan en el transporte de 5-
HT a través de SERT y del transporte vesicular a través de la VMAT1, pudiendo crear
un desequilibrio de la homeostasis que regula la disponibilidad de 5-HT y
comprometer el aporte materno de la misma durante la interfase materno-
embrionaria, algo que ya se ha comprobado que es esencial tanto para el desarrollo
embrionario como para la implantacion (73,75). Aunque se desconoce si esta sinergia
es efectiva hasta el punto de desequilibrar y comprometer la disponibilidad de 5-HT,
la alta presencia de ambos genotipos en la poblacién de mujeres que no logra el

embarazo tras el tratamiento de FIV nos lleva a pensar que, en determinadas
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condiciones, la dotacién genotipica 5-HTTLPR e Thr13é6lle pueden influir tanto en el
desarrollo embrionario como en el mismo proceso de la implantacién irrumpiendo el

establecimiento de la gestacion.

A partir del andlisis individual de las variantes ins/del 5-HTTLPR (SERT) y Thr13é6lle
(VMAT1) se pueden extraer otras observaciones interesantes. La poblacién de
pacientes portadores de las variantes en heterocigosis en ambas variantes, presentan
tasas de implantacion mas elevadas respecto a las respectivas pacientes
homocigdticas. De esta forma, se especula con que el rendimiento de transporte de
5-HT y la disponibilidad de la misma en la superficie endometrial puede ser mas
beneficiosa bajo un fenotipo intermedio en el que no predomine una alta o baja tasa
de recaptacion. En las pacientes heterocigéticas para Thr136lle se expresan
proteinas VMAT1 con ambas configuraciones Ile136 y Thr136, implica que
tedricamente se dispondrd de una distribuciéon equitativa de ambas formas del gen
con la que en definitiva se debe implantar una actividad intermedia que pudiera ser
ventajosa. A expensas de que estas observaciones se corroboren experimentalmente
y tengan la misma implicacion desde el punto de vista funcional, este fenémeno
guarda relacién con las observaciones previas que apuntan a un rango dptimo de
concentracién de 5-HT durante la implantacion embrionaria (118). Las diferencias en
la tasa de implantacién para la poblacién heterocigota L/S de 5-HTTLPR (SERT),
aunque también se elevan considerablemente no es significativa, probablemente
porque la influencia sobre la expresion no difiera tanto en comparacién con S/S

como ya se ha observado en otros modelos (124).

6.2.2 -La interaccion de las variantes 5-HTTLPR (SERT), Thr136lle (VMAT1) y
C1019G (5-HTR1A) pueden influir en la inmunomodulacién serotoninérgica de la

tolerancia materno-embrionaria.

La interaccién entre las variantes genéticas 5-HTTLPR (SERT) y C1019G (5-HTR1A)

influyen sobre la regulacién y actividad de ambos productos génicos SERT y 5-
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HTRT1A en otros tejidos distintos del endometrio (127,128). Los genotipos LL (5-
HTTLPR) y CC C1019G (5-HT1A) afectan de forma independiente en la consecucién
del embarazo, pero la asociacion combinada de ambos alelos es significativamente
representativa en los grupos de receptoras que no lograron el embarazo y aquellas
que tuvieron pérdidas gestacionales tempranas. La combinacién entre los alelos L (5-
HTTLPR) y C (C1019G de 5-HT1A) y su relacién, significativa, con el aborto
bioquimico, puede sugerir que exista una interaccién funcional entre ambas variantes
polimorficas. Se estima que un 66% de las pacientes receptoras que sufrieron una
pérdida gestacional temprana en forma de aborto bioquimico portaba dicha

combinacién de ambos alelos juntos [Tabla 10].

La funcion de 5-HTR1A estéa bien caracterizada en la sinapsis neuronal; sin embargo,
la amplia distribucién de dicha proteina en otros tejidos, fuera del sistema nervioso,
indica que podria desempefar otras funciones ajenas a la neurotransmision. Un nicho
celular en el que 5-HTR1A puede tener un papel especialmente relevante es en el
sistema inmunoldgico ya se expresa en un gran niumero de células que participan en
la respuesta inmune, lo que le da una alta representatividad, y también por su papel,
contrastado a través de diferentes ensayos experimentales, en la inmunomodulacién
mediado por serotonina (89,90,129). Algunas de las células del sistema inmune en el
que se expresa 5-HTR1TA son las células dendriticas y los macréfagos que estén

presentes en la decidua y migran transitoriamente al sitio de implantacién (130,131).

Tanto los macréfagos como las células dendriticas parece que juegan un papel
importante en la tolerancia materno-embrionaria (28). Ademas de su funcién de
presentacién de antigenos, los macréfagos, pueden ejercer un papel de control de la
inflamacién clave por la intensa actividad que se produce durante la remodelacién
de tejidos forzada por la invasién trofoblastica. Se sospecha que los macréfagos
intervienen mediante la secrecidn de citoquinas y proteinas de la matriz extracelular,
pero también fagocitan de forma activa restos de la matriz extracelular y células

apoptéticas (131). Mediante la eliminacidén de los restos de degradacién y detritus
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celulares, los macréfagos son responsables de mantener la homeostasis y de
controlar la intensidad de la respuesta inmune durante la implantacion embrionaria
en la decidua (43,131). Durante la invasidn trofobléastica los macréfagos del
endometrio van sufriendo una transicion hacia un caracter méas inmunosupresor (132).
Esta conversion establece un equilibrio entre la poblacion de macréfagos pro-
inflamatorios (M1) y los inmunomoduladores (M2) que parece ser crucial para la
tolerancia materno-embrionaria (131). Una disrupcién de esta transicién de los
macréfagos puede alterar el equilibrio durante la fase inflamatoria y promover
defectos en el ambiente durante la gestacién que finalmente, si existen
complicaciones, puede derivar en pérdidas gestacionales tempranas como se ha
visto en otros trabajos (46). La MAO-A es un agente responsable de la degradacién
de 5-HT, y parece su actividad parece correlacionarse con la transicién del estado
inflamatorio de los macréfagos, de tal forma que una mayor actividad de
degradacién de 5-HT, a través de MAO-A, se relaciona con un aumento de la tasa de
transformacién de los macréfagos hacia un estado de mayor potencial anti-
inflamatorio (96). Este fenédmeno es un indicador de que una mayor presencia de 5-

HT induce la transici’én M1 a M2.

La 5-HT a través del receptor HT1A promueve la actividad fagocitica en los
macréfagos (129), esto conlleva la posibilidad de que pueda reducir la respuesta
inflamatoria local y por ello, este receptor pudiera intervenir en la transicién de la
poblacion de macréfagos M1 a M2. El genotipo CC ejerce una supresién més
efectiva de la expresion de HT1A disminuyendo la densidad de receptor y por lo
tanto este genotipo hipotéticamente reduciria la sensibilidad a 5-HT, mediada por 5-
HTR1A, en los macréfagos. Ante esta hipdtesis y de acuerdo a nuestros resultados,
una reduccién en la respuesta del receptor podria dificultar la transicion de la
poblacion de macréfagos M1 a M2 e interferir sobre la implantacién embrionaria. El
genotipo CC se asocia a menores tasas de implantaciéon y una alta tasa de pérdida
gestacional temprana en nuestra poblacion de pacientes, pudiendo dar lugar a una

menor sensibilidad de 5-HTR1TA en macréfagos cuya transiciéon M1 a M2 podria verse
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comprometida y con ello también el mantenimiento del embarazo como se ha

observado en otros estudios (46).

Por otro lado, la respuesta de 5-HTR1A ante el estimulo de 5-HT también puede
activar la proliferacién celular a e inhibir la apoptosis en linfocitos T y B cuya
respuesta estéd asociada con un aumento de la translocacién en el nicleo del Nuclear
Factor-Kappa B (NF-kappaB) (133). Ya previamente se habia descrito que el factor
NF-kappaB pudiera secretar factores de regulacidén del estado inflamatorio en la
decidua y promover la secrecién de moléculas esenciales para la implantacién y el
progreso del embarazo (134). De forma anéloga a lo que ocurriria hipotéticamente
en macroéfagos la variante genética C1019G (5-HTR1A) puede influir en la sensibilidad
del receptor a la 5-HT y por ello también sobre la respuesta mediada por NF-

kappaB.

Nuestros resultados sugieren que existen variantes que pueden alterar la
homeostasis serotoninérgica e influir sobre el establecimiento y la progresién del
embarazo temprano. Las alteraciones pueden deberse a dos mecanismos distintos;
basdndose uno en la baja disponibilidad de la 5-HT debido a la alta tasa de
recaptacion de la misma, a través de SERT cuando esté presente el genotipo LL (5-
HTTLPR) y a través del trafico de vesiculas mediado por VMAT1 cuando esté
presente el genotipo lle/lle (Thr136lle). El otro mecanismo se debe a una menor
sensibilidad de la respuesta mediada por 5-HT a través de macréfagos y de linfocitos
en la decidua, donde el genotipo C/C (C1019) induciria una menor expresiéon del

receptor 5-HT1A en membrana.

La presencia conjunta de los alelos L (5-HTTLPR SLC6A4), C (C1019G HT1A) e lle
(lle136 VMAT1) en una misma paciente podria tener efectos negativos durante la
obtencién del embarazo. Hipotéticamente la combinaciéon entre una situacién de
elevada internalizacién de la 5-HT libre y una menor densidad del receptor HT1A en

la superficie celular, podria producirse una disrupcién en el embarazo debido a una
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disminucién en la disposicién de 5-HT, esencial en el desarrollo embrionario y el
establecimiento del embarazo, y también a defectos en los procesos de prevencidn

de la respuesta inmune descritos en macréfagos y linfocitos.

Aunque se necesitan nuevos trabajos que corroboren y aporten luz a estos datos, los
resultados abren un nuevo campo de estudio que facilita de forma facil el desarrollo
de un ensayo clinico y permite abarcar nuevas hipotesis sobre el papel de 5-HT en la

tolerancia materno-embrionaria.
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7. CONCLUSION
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En el presente estudio hemos hallado cuatro polimorfismos cuyos genotipos se
asocian, de forma variable, con los resultados de implantacién embrionaria, aborto

bioquimico y consecucién de embarazo clinico.

Las variantes afectan a genes cuyos productos tienen presencia directa en el
endometrio y la decidua (P53, SERT y VMAT1) e indirecta a través de células del
sistema inmunitario (5-HTR1TA).

Tres de estas variantes polimérficas estdn relacionadas con el sistema
serotoninérgico Ins/Del 5-HTTLPR, Thr136lle VMAT1 y C1019G HT1A. Dos de estas
variantes afectan directamente a la internalizacién de 5-HT al interior celular, 5-
HTTLPR y Thr136 VMAT1, y por lo tanto pueden condicionar la disponibilidad de la

misma en el medio circundante.

La variante Pro72 de la proteina P53 en homocigosis influye negativamente sobre la
implantacién y también sobre la tasa de embarazo clinico tras los tratamientos de
FIV. Esta observacién confluye con los resultados ya reportados en los que la variante
Pro72 tiene un impacto negativo sobre la tasa de éxito en los tratamientos

independientemente de la edad.

El genotipo LL (5-HTTLPR) del gen SLC6A4 se asocia a menores tasas de embarazo y

mayores tasas de aborto bioquimico tras los tratamientos de FIV.

La variante en homocigosis I1le136 del gen VMAT1 presenta menores tasas de

implantacién y mayores tasas de aborto bioquimico.

La combinaciéon entre los genotipos LL 5-HTTLPR e Ile136/1le136 VMATI,
relacionados con mayor intensidad de transporte de 5-HT al interior celular, estén

aumentados siete veces en la poblacidon de pacientes que no logré el embarazo con
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respecto a la poblacién de referencia y ademaés no se hallé la combinatoria de ambas

mutaciones en nuestra poblacién de pacientes embarazadas.

Los resultados con respecto a las variantes 5-HTTLPR e Thr136lle VMAT1 apoyan la
tesis de que un compromiso de la sefal serotoninérgica seria determinante en el

establecimiento y mantenimiento del embarazo en las etapas mas tempranas.

La variante C1019 (HT1A) en homocigosis se asocia a menores tasas de implantacién
y mayores tasas de aborto bioquimico, pudiendo alterar el papel inmunomodulador
del sistema serotoninérgico en la regulacién de la tolerancia feto-materna durante la

implantacién embrionaria.
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El progreso de la medicina reproductiva ha permitido monitorizar y ejercer un control
terapéutico sobre una gran parte de los procesos que tienen lugar durante la
reproduccion humana. Como consecuencia de esto, los tratamientos de reproduccion
asistida se desarrollan de forma mas personalizada y se dirigen, con mayor garantia y
seguridad, a solventar aquellas barreras que impiden concebir de forma natural y
espontdanea. Pese a ello, uno de los grandes desafios para tratar la infertilidad en la pareja
continua siendo conocer los procesos celulares y moleculares que gobiernan los primeros
pasos en el establecimiento del embarazo. La implantacion embrionaria es un fendémeno
crucial y determinante en el que se necesitan un endometrio receptivo, un embridn
viable en la etapa de blastocisto y una interaccion funcional entre ambos que habilite un
didlogo molecular bidireccional e impulse la progresion del embarazo. Por razones obvias
que pueden condicionar a la gestacién, existen grandes constricciones para disefar
estrategias experimentales inocuas y que puedan ser realmente Utiles para evaluar este
proceso de forma directa in vivo. El analisis exploratorio de indicadores moleculares que
puedan ser representativos e influir en el proceso de la implantacion es una opcién de
creciente interés para profundizar sobre el estado de la cuestion. Una alternativa no
invasiva, propuesta en el presente trabajo, consiste en estudiar la influencia de variantes
genéticas, asociadas a procesos bioldgicos especificos, sobre la eficiencia de la
implantacion embrionaria. En este trabajo se han seleccionado algunas de las variantes
genéticas asociadas al sistema serotoninérgico y a la ruta de la P53 para valorar su
influencia en los resultados de los tratamientos de Fecundacion In Vitro con évulos de
donante siguiendo un modelo de receptividad endometrial.



