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RESUMEN

La hormona Foliculoestimulante (FSH por sus siglas en inglés), es la encargada del
proceso de maduracion de génadas durante la pubertad, su sefializacion es recibida por la
proteina receptora de la hormona foliculoestimulante, esta proteina se expresa en las células

de la Granulosa en los ovarios y Sertoli en los testiculos.

Pertenece a los receptores acoplados a las proteinas G, que son sefializadores
moleculares que activan las rutas de transduccion de sefiales de IP3, MAPK y ERK, siendo
estas las responsables de la cascada de maduracion folicular. Este proceso se ve interrumpido
por varios factores, pero el interés en este trabajo son los polimorfismos de un solo nucle6tido
en el codon 680 del exon 10 del gen fshr, especificamente el que determina la expresion de
la variante ser/ser en esta posicion. Este estudio es de importancia debido a las implicaciones
fisiolégicas que puede provocar la expresion esta variante del gen en la salud reproductiva

de los pacientes.

Estudios realizados por Simoni y Gromoll 2000-2014, en poblaciones a nivel mundial
se observo una relacién entre ovario poliquistico y baja reserva ovarica con la expresion de
serina en la FSHR. Asimismo, en hombres, se asocié con deformaciones de los
espermatozoides y cancer testicular. Otra implicacion que tiene la expresion de serina en la
salud reproductiva es que en técnicas de reproduccion asistida (TRA), donde se usan
tratamientos de estimulacion ovarica controlada (EOC), se ha visto que las mujeres que
expresan la variante ser/ser son resistentes a la estimulacion, lo que tarda y encarece el

proceso.

Al tener un método de diagnostico para la deteccion de las variantes genéticas
asociadas al fshr, se podria personalizar el tratamiento EOC, obteniendo mejores resultados
e incrementando las probabilidades de embarazo. Por lo tanto, en este estudio se propuso
optimizar un protocolo de PCR y su posterior secuenciacion con el objetivo de determinar la

existencia de la variante ser/ser a partir de técnicas de toma de muestra no invasivas.

Xiv



1. INTRODUCCION

En la Gltima década, la infertilidad ha incrementado hasta convertirse en un problema
de salud publica en paises como Estados Unidos y Europa. Hay muchas causas que pueden
llevar a la infertilidad, estas se dividen en cuatro: factor masculino, femenino, mixto y de
causa desconocida. Las personas asisten a clinicas de fertilidad que se dedican a realizar las
técnicas de reproduccion asistida (TRA), para lograr concebir. Estas técnicas involucran
tratamientos de estimulacién ovarica controlada (EOC), para incrementar la produccién de
6vulos y, por lo tanto, aumentar la probabilidad de lograr un embarazo y llevarlo a término.

Este tratamiento puede fracasar por varios motivos como inyeccion de bajas
concentraciones de hormonas, baja reserva ovarica, entre otros. El principal es el fallo en el
metabolismo de la Hormona Foliculoestimulante (FSH), que es una de las hormonas
utilizadas en la estimulacion ovarica controlada. Generalmente la falla consiste en la
recepcion de la hormona por parte de las células que expresan receptores para FSH, las cuales
son las celulas de la Granulosa y las de Sertoli, ambas involucradas en el desarrollo y
maduracion folicular durante los ciclos fértiles. Impidiendo el crecimiento de los foliculos,

llevando al fracaso los tratamientos con EOC, que ademas son costosos y prolongados.

Determinar la variante genética expresada en la paciente facilitaria el proceso de
EOC. Las investigaciones de Castro et. al. 2003, muestran que las mujeres que expresan
serina en el codon 680 de la FSHR (ser680ser), tienden a ser resistentes a los tratamientos
hormonales, pero si se incrementa la concentracion de 100Ul (Unidades Internacionales)
diarias a 10,000 de FSH tiene los mismos resultados que una mujer que expresa asparagina
en la misma posicion. Por lo tanto, se podria personalizar el tratamiento, incrementando las

probabilidades de embarazo y reduciendo tiempo y costos por tratamientos fallidos.

A través de este trabajo, se propone la optimizacion del método de PCR y anélisis de
homologia de secuencias como método diagnostico para identificacién de polimorfismos en

el codon 680 del gen fshr.



2. ANTECEDENTES

A nivel mundial la incidencia de la infertilidad ha aumentado en la Gltima década, de
un aproximado de 7-8% en el 2010 a un 15% al 2015. Las causas son muchas y variadas, y
alrededor de 20% son desconocidas. Las causas se atribuyen a cuatro factores: masculino,
femenino, mixto y desconocido. Entre las tltimas, la causa es generalmente genética y en los

ultimos afios su investigacion ha crecido.

La principal causa adscrita al factor femenino es el ovario poliquistico, condicidon en

la que se relacionan los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP por sus siglas en inglés).

Kuijper et. al. 2010, realizé una revision de varios estudios donde correlacionaban
los tres alelos con diferentes factores como baja reserva ovarica, ciclos menstruales
irregulares, sindrome de ovario poliquistico (SOP) y endometriosis. La relacion més evidente
fue con SOP, por lo tanto, puede existir la probabilidad que el polimorfismo en el gen fshr
del exon 10 coddn 680, puede expresar una variante recesiva y asi provocar infertilidad. En

ese mismo estudio se observo la prevalencia de las tres variantes del codon.

Adicionalmente se observé que en etnias nativas de Africa y América la variante
ser/ser no es prevalente como en las poblaciones caucasicas, siendo esta 21.5% en caucasicos

y 10.4% en asiaticos.

En Ameérica solo se tiene informacion sobre la variante serina en poblaciones de
Estados Unidos, México, Colombia, Brasil y Argentina (Marino et. al., 2014; M Simoni,
Nieschlag, & Gromoll, 2002). No hay estudios en la region mesoamericana sobre la
existencia del polimorfismo ser680ser (el cual esta relacionado con los sintomas y
condiciones mencionados anteriormente) y menos de la prevalencia de este en la region. Por
lo tanto, este seria el primer estudio genético que existiria. El cual sentaria las bases para

futuras investigaciones en el campo.

Los mismos cebadores empleados por Gromoll et. al. 1996 para el estudio de las
variantes genéticas del codon 680 del fshr, se han venido utilizando en los estudios sobre
genética poblacional y sus implicaciones en la salud reproductiva, anteriormente

mencionados.



3. JUSTIFICACION

La infertilidad es la incapacidad para lograr un embarazo después de un afio
manteniendo relaciones sexuales sin usar métodos anticonceptivos (OMS, 2016). Esta
condicion tiene consecuencias psicoldgicas y sociales en las personas que la padecen. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), hasta el 2015, aproximadamente 10 a 15% de
las parejas en edad reproductiva padecian infertilidad, y Guatemala no es la excepcion. En
nuestro pais existen centros que ofrecen técnicas de reproduccion asistida a las parejas que
sufren de infertilidad. Estas técnicas involucran tratamientos de estimulacion ovarica
controlada (EOC) con gonadotropinas como la hormona foliculo estimulante (FSH) que
pueden ser recombinante y/o urinaria. Debido a variaciones en la expresion del receptor de
FSH (FSHR), las estimulaciones ovaricas controladas no siempre son eficaces y resultan en
una respuesta minima o nula al tratamiento. Ademas, en hombres, el gen fshr se ha vinculado
con funcionamiento anormal de las células de Sertoli y espermatogénesis incompleta (Desai,
Roy, & Mahale, 2013).

En Guatemala se desconoce la existencia y prevalencia de los polimorfismos del fshr.
Por los tanto, en este estudio tiene como objetivo optimizar un método de deteccion de
polimorfismos por medio de secuenciacion, asociados al receptor de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y su posible potencial como método de diagndstico. Ademas, determinar
las frecuencias alélicas en la poblacién de la comunidad de la Universidad del Valle de
Guatemala. Este estudio beneficiaria a las mujeres que en algun futuro deseen someterse a
tratamientos de reproduccion asistida con la personalizacion de su tratamiento, disminuyendo

el fallo y el costo de este, ademas incrementando la probabilidad de embarazo.



4. OBJETIVOS

4.1 General

Optimizar un protocolo de PCR para determinar la presencia de polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP) en el coddn 680 del gen fshr en una poblacion adulta de la comunidad
de la Universidad del Valle de Guatemala

4.2 Especificos

1. Optimizar factores de reaccion para el protocolo de PCR propuesto.

2. Establecer la técnica de secuenciacion como método de analisis diagndstico

de polimorfismos de un solo nucle6tido en el codon 680 del gen fshr.



5. HIPOTESIS

5.1 Hipotesis
Es factible detectar mutaciones puntuales de tipo polimorfismo de un solo nucle6tido

en el exdn 680 del gen fshr que codifica para el receptor de la Hormona Foliculoestimulante
detectables por medio de homologia de secuencia.



6. MARCO TEORICO

6.1 Infertilidad

La infertilidad se define como la incapacidad de una pareja sexualmente activa y no
anticonceptiva de lograr un embarazo durante un afio (Brugo-Olmedo, Chillik, & Kopelman,
2003). Es dificil hacer un aproximado de la cantidad de parejas infértiles a nivel mundial,
pero la Organizacion Mundial de la Salud al 2008 estimé que cerca de 8 a 12% de las parejas
se pueden ver afectadas. Aunque en regiones como en Europa Oriental y Asia Central, estos
datos alcanzan el 30% (Nachtigall, 2006).

Cada dia se reportan méas casos de parejas infertiles a nivel mundial, y ya esta
reconocida como un problema de salud publica por la Organizacion Mundial de la Salud
(Boivin, Bunting, Collins, & Nygren, 2007). La infertilidad en las parejas suele involucrar
problemas psicologicos y sociales (Gurunath, Pandian, Anderson, & Bhattacharya, 2011).

Nivel 1: Miedo, culpa, vergiienza.

Nivel 2: Estrés marital. depresion,
impotencia.

Nivel 3: Matrimonios inestables,
violencia social, aislamiento social.

Nivel 4: Privacion econdmica,
pérdida de estatus social

Nivel 5: Intentos de suicidio,
violencia, inanicion.

Nivel 6: Pérdida de dignidad y
muerte,
Figura 1. Consecuencias de la infertilidad.

En la Figura 1, propuesta por Datta et. al. 2016 en varias ciudades se ha visto este

patrén, cominmente en la mayoria de los casos a nivel mundial se alcanza el nivel 2



(especialmente en Asia y Africa) y en otros casos nivel 3, pero menos frecuente (Datta et.
al., 2016; Ombelet, 2011; Ombelet W., 2008; Pennings, 2008).

6.1.1 Causas de la infertilidad

Muchas de las causas de la infertilidad se desconocen debido a que no hay mucha
investigacién en el campo (Inhorn & Patrizio, 2015); algunas de las que se han reportado a
nivel mundial de factor femenino son: desérdenes menstruales, problemas en las trompas de
Falopio, problemas uterinos, desérdenes sexuales, deficiencia ovérica (Roupa Z et. al., 2009).
En hombres las causas suelen ser: desérdenes en la produccién del semen, fallo testicular,
obstruccion de los uréteres, varicocele, criptorquidismo e idiopaticos (Sakthivel &
Thangaraj, 2009), estos como factores intrinsecos del cuerpo humano, entre los extrinsecos
lo lideran las infecciones de transmision sexual (ITS), ademas existe el riesgo de transmision
vertical de madre a hijo, complicando el parto y en muchos casos induciendo el aborto
(Olooto, Amballi, & Banjo, 2012).

La incidencia de la infertilidad esta asociada a las diferencias geogréaficas y étnicas,
debido a las condiciones de vida y factores genéticos que predisponen a las poblaciones a ser
infértiles (Roupa Z et. al. 2009). Estudios como los de Datta et. al., 2016; Inhorn & Patrizio,
2015; Mascarenhas, Flaxman, Boerma, Vanderpoel, & Stevens, 2012 experimentaron con las
variables antropométricas y establecieron relaciones indirectas con factores genéticos que

pueden afectar la salud reproductiva de los seres humanos.

La mayoria de estos casos suele tratarse por técnicas de reproduccion asistida (TRA),
a las cuales solo personas con un nivel socioecondmico estable/pudiente pueden acceder, por
lo costoso del método, y cuando no es asi, algunas personas se endeudan o pierden mucho

dinero en el proceso (Inhorn & Patrizio, 2015).



6.2 Técnicas de reproduccion asistida

La tecnica méas conocida es la Inseminacion Artificial, que suele ser el primer intento
para tratar los problemas de fertilidad, antes de las técnicas mas especializadas y con mayores
porcentajes de efectividad como la Fecundacion in vitro (IVVF por sus siglas en inglés) y/o la
Inyeccion Intracitoplasmica Espermética (ICSI por sus siglas en inglés) que son

procedimientos mas invasivos y con mayor precio.

6.2.1 Estimulacién ovarica controlada

Una de las alternativas para tratar la infertilidad en mujeres es la estimulacion ovérica
controlada (EOC), esta es una hiperestimulacion de las génadas para que se produzca la
maduracion de mas de un foliculo y asi poder elevar la tasa de fecundacion e implantacion
en mujeres infértiles (Cakmak, Zamah, Katz, Cedars, & Rosen, 2012). Principalmente se
inyectan gonadotropinas (moléculas estimuladoras de las gonadas, principalmente hormonas
peptidicas), pero también se utilizan farmacos que estimulan la produccion de la FSH a nivel
hipofisiario, como resultado se produce una sobreproduccién de la hormona, la cual tiene el

mismo efecto que si se inyecta la hormona recombinante (Beall & Decherney, 2012).

6.2.1.1 Riesgos de la estimulacion ovarica controlada

La EOC es un método efectivo para la produccion de foliculos maduros en mujeres
incapaces de producir FSH o bien que la producen, pero no son sensibles a esta; el principal
problema o riesgo es la respuesta que tienen las pacientes a la estimulacion con la hormona
foliculoestimulante recombinante (rFSH), ya que pueden padecer el sindrome de
hiperestimulacion ovarica (SHO por sus siglas en inglés), donde se produce una cantidad

anormal de foliculos maduros, y en algunas ocasiones de baja calidad (Szl6 et. al., 2003).

6.3 Hormona foliculoestimulante

La hormona foliculoestimulante (FSH) es secretada por la glandula pituitaria o
hipdfisis en el cerebro, se considera una gonadotropina porque actta en las glandulas
sexuales de los hombres como de las mujeres, es un ente regulador importante y critico en la

fisiologia reproductiva humana y de muchas especies de mamiferos (Das & Kumar, 2018).



Consta de dos subunidades monoméricas, la subunidad o compuesta por 92 aminoacidos y
la B por 111; enlazadas a moléculas de azucar que pueden ser fucosa, galactosa, acido-N-
acetilgalacturdnico, &cido-N-acetilglucorénico, manosa y éacido sidlico (Ulloa-Aguirre,
Timossi, Barrios-De-Tomasi, Maldonado, & Nayudu, 2003); estos carbohidratos son de
suma importancia, ya que de ellos depende la vida media de la hormona, funcion,
especificidad, etc (Rafiq et. al., 2016; Swanson, Dickey, & Campbell, 2003).

6.3.1 Bioquimica de la FSH

La FSH es codificada por los genes cga (Chrionic gonadotropin subunit Alpha) y
fshb (Follicule-stimulating hormone subunit beta) (NCBI, 2008). Consta de 203 aminoacidos
y la subunidad mas importante es la B, es la que se encarga de darle la identidad a 1a hormona
y su actividad bioldgica (Jiang et. al., 2012). La regulacion transcripcional del gen se ve
afectada positivamente por la accion cAMP; esto incrementa la produccion del factor
liberador de las gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés) producidas por el
hipotdlamo, que estimula la produccion de FSH en la glandula pituitaria (Das & Kumar,
2018).

Figura 2. Estructura tridimensional de la FSH humana.
En la Figura 2 se observan las dos subunidades de las que es se compone la hormona
peptidica, solo se muestra es esqueleto proteico, debido que las unidades de carbohidratos

varian entre individuos y ciclos hormonales.



6.3.2 Funcién de la FSH

En mujeres, su accidn es necesaria para el desarrollo folicular y la produccion de
estradiol, engrosamiento del endometrio y las glandulas cervicales que producen la mucosa
vaginal (Ng, Yeung, & Fong, Daniel Tak, 2003). En hombres, es esencial para la regulacion
de las células de Sertoli y la espermatogénesis. Su principal funcion es prevenir la apoptosis
de los precursores espermaticos y espermatozoides (Desai et. al., 2013; Papanikolaou et. al.,
2019).

6.3.3. Deficiencias en la funcion de la FSH

La hormona esté involucrada con la maduracion de las gonadas, funcion que no puede
ejecutar cuando existen mutaciones puntuales en el exdn 10 codon 680, esto implica un
cambio estructural, lo que impide la activacion de la cascada de maduracion gonadal
(Papanikolaou et. al., 2019). Estudios como los de Marino en el 2014 y Desai en el 2013,
vinculan la deficiencia de FSH con cancer testicular, ovario poliquistico, infertilidad no
hereditaria, desbalance en los niveles de LHR y TSHR, sindrome de hiperestimulacion
ovaérica, entre otros sintomas. Hay que tomar en cuenta que estos sintomas no son
combinados, cada individuo puede padecer de alguno o ninguno (Desai et. al., 2013; Marino
et. al., 2014). Esto puede tener distintas causas, comunmente se estudia la estructura
tridimensional de la FSH para saber si es por algin mal plegamiento de esta, pero se ha
observado que la mayoria de personas que padecen los sintomas tienen niveles basales
adecuados la hormona y su estructura esta intacta; lo que indica que no es la hormona per se,
sino la recepcion de la misma; por lo que en los Gltimos afios se ha estudiado que rol cumplen
los receptores, en el metabolismo y los mecanismos de transduccion de sefiales en la

maduracion de la gonadas (Ulloa-Aguirre, Reiter, & Crepieux, 2018).

6.3.4 Proteina receptora de la hormona foliculoestimulante

Estos receptores estan presentes en la membrana de las células gonadales, en los
testiculos estan localizados en las células de Sertoli, y en los ovarios en las células de la

Granulosa. Su expresion es exclusiva para este tejido, tanto en animales como humanos; la
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transduccion de sefiales de estos receptores se lleva a cabo por receptores acoplados a
proteinas G, que activan las cascadas de MAPK y ERK entre otras, en la Figura 4 se observan
algunas de las vias de transduccién de sefiales, aln no se conoce qué mecanismo activan,
pero se ha comprobado su intervencion en dichas funciones de la FSHR (Das & Kumar,

2018; Fock-Chow-Tho et. al., 2014; Kumar, Burgess, & Gulbis, 2014).

rTMD

Ubiquitin
Interaction and
PKC2 binding

Figura 3. Secuencia y estructura tridimensional del receptor de la FSH humana.

La proteina esta compuesta por 695 aminoacidos, y siete dominios transmembrana
(TMD); la parte gris representa la region extracelular y la blanca la intracelular. En la Figura3
se muestra la secuencia especifica de la proteina y la organizacion (posicion) dentro y fuera
de la membrana celular; la mutacién especifica de interés esta de color amarillo, exén 680 en
este caso se muestra con asparagina (N) en la secuencia que es el alelo dominante.
Modificaciones en los aminoacidos de color rojo involucran una inactivacion de la proteina

y los color verde, inducen una activacion (Ulloa-Aguirre et. al., 2018; Ulloa-Aguirre &

Timossi, 1998).
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En la Figura 4 se muestra el sistema de transduccion de sefiales mas utilizado por las
proteinas G como segundos mensajeros, en el mapa se muestran IP3 'y cCAMP. La interaccion
de las FSH con el FSHR tiene importancia bioquimica, debido que puede inducir la
maduracion que involucra la expresion de nuevos genes y activacion de rutas de metabolicas
diferentes para adaptarse a la nueva etapa, por ejemplo, las células de la granulosa alimentan
de piruvato a las vesiculas germinales, hasta que madura a ovocito en metafase Il, en este
estadio puede empezar a utilizar glucosa como fuente de energia en el cual se muestra un

evidente cambio del metabolismo. (Loreti et. al., 2013)

4

.I FSHR A
Ruta Gs/cAMP/PKA <— - wwh — EEF‘;';?;'E?QSHE _
— e "’""3‘:5‘@&? desconocidas
. W

Ruta de sefializacion
Ruta PKB/AKT J' 3 mediada por APFL — |

Ruta sefializadora
dependiente de -
arrestinzg

Ruta sefializadora Transactivacion
IP3 EGFR

» Funciones

o

Hombres f Mujeres ——————® Esteroidogénesis

!

Mantenimiento de |a Regulacion de la R .
espermatogénesis maduracién Foliculogenesis Crecimiento y
pnrlactluacmn de I_eus pubertal maguramnn Fh_e los
células de Sertoli foliculos ovaricos

Regulacion en la
formacion del
osteoclasto v pérdida
de hueso

Figura 4. Rutas de transduccién de sefiales que puede utilizar el acoplamiento
de la FSH con el FSHR y los posibles resultados de esta.
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La FSH no solo es necesaria para la maduracion de las gonadas sino en funciones
vitales como mantener el equilibrio de la formacion y destruccion del sistema 6seo, dada su

estrecha relacion con la vitamina D (Das & Kumar, 2018).

6.3.5 Gen receptor de la hormona foliculoestimulante (-fshr-)

El gen que codifica a la proteina receptora de la hormona foliculoestimulante es el
fshr, se encuentra en el cromosoma 2, en la posicion especifica 2p16.3; el tamafio de la
secuencia es de 192kb; posee 10 exones y 9 intrones que abarcan 54kb de ADN genémico, y
el exdn més largo es el décimo que mide 1,234pb (Achrekar et. al., 2009).

MM MM AN T ANN A A MmN AN N AN AM AN N N AHM
. T~ L TR T T T R [ .
N MmN RW O RAM A AN Y AHNM S A A NN M W
N N NN — — L A NN N M oMmMMmMmm Mm M ™M
R R R B B =P o oo rr U U oo o rr =2 = =

RPKM

Figura 5. Localizacion en el genoma y niveles de expresion en diferentes tejidos del
gen fshr.

La posicién especifica del gen es en el brazo pequefio del cromosoma 2 banda 1,
regién 6, subregion 3; los niveles de expresién son mayores en testiculos y ovarios en
comparacion de los demas tejidos, aunque se observa una expresién menor en corazon y
vesicula biliar (NCBI 2019).
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6.3.6 Polimorfismos

Cerca del 99.9% del genoma humano es parecido entre individuos presentandose un
0.1% de varianza en la secuencia, lo que se conoce como polimorfismos genéticos, estos son
la base la evolucion de las especies, debido a que ciertas mutaciones especificas otorgan
caracteristicas Unicas y ventajosas a los individuos. Estos se pueden producir de diferentes
formas, por ejemplo, errores en el mecanismo de replicacion y reparacion del ADN, también
por factores ambientales como exposicion a luz UV y/o sustancias mutagénicas. Existen
diferentes tipos de mutaciones los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP),
polimorfismos de secuencias repetidas (mini satélites, microsatélites, STR y LTR). En este
caso, el interés esta en los SNP; que son mutaciones puntuales donde cambia solo una base
de la secuencia. Los seres humanos son diploides, por lo tanto puede poseer tres genotipos
cuando se produce un SNP, homocigoto para el genotipo dominante, heterocigoto u

homocigoto para el genotipo recesivo (Caratachea, 2007; Sakthivel et. al., 2011).

6.4 Métodos de analisis
6.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa
6.4.1.1 Principio y limitaciones

Es una técnica utilizada en la biologia molecular para amplificar segmentos
especificos de ADN en grandes ordenes de magnitud (Joshi & Deshpande, 2011). Permite
tener copias de fragmentos de ADN con alta fidelidad, es muy util para diagnostico clinico,
investigacion, medicina forense y salud publica (Lynch & Brown, 1990). El ensayo requiere
principalmente del ADN, cebadores, nucleétidos, ADN-polimerasa y Cloruro de Magnesio,
todo esto se mezcla y se incuba en un termociclador, este equipo proporciona rampas de

temperatura esenciales para que se amplifique la secuencia (Giasuddin, 1995).

La principal ventaja es la facilidad del método, también la fidelidad de las copias y la
especificidad; pero una desventaja es que es un método tardado, se necesita conocer la
secuencia de ADN que se analiza y los productos de amplificacion deben ser cortos maximo
2Mb (Garibyan & Avashia, 2014).
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La reaccion consta de tres pasos especificos los cuales son desnaturalizacion,
alineamiento y extension; en la primera etapa la doble hebra de ADN se separa para que la
ADN-polimerasa pueda acceder a la secuencia. En la segunda etapa del proceso los cebadores
se unen a la secuencia blanco, y en la tercera la polimerasa se activa y empieza el proceso de
extension que consisten el realizar una hebra complementaria a la plantilla (Garibyan &

Avashia, 2014).
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Denaturation @ &'
Cycle 3

3 S9EE BEES
0 e
Eé
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Figura 6. Esquema del procedimiento de amplificacion del fragmento
(principio de la reaccion en cadena de la polimerasa).

La secuencia en rojo denota el fragmento objetivo que se desea amplificar; las

secuencias en azul se refieren a los cebadores especificos para el fragmento objetivo.

Para corroborar que el fragmento de ADN se amplificé correctamente se necesita
realizar una revelacion como prueba confirmatoria, cada PCR comunmente viene

acomparfiado de una electroforesis en gel que permite visualizar el producto de ampliacion.
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6.4.2 Electroforesis en gel

Es una técnica de separacion por un campo eléctrico que fluye de las cargas positivas
hacia las cargas negativas, estas mismas estan asociadas con biomoléculas, por eso se utiliza
para separarlas, a este fendmeno se le conoce como atraccion electrostatica (Rabindra &
Raju, 2012). La separacion se debe realizar en una matriz porosa y viscosa que sea capaz de
soportar el campo eléctrico al que se expone; los mas utilizados son agarosa para separar
ADN vy poliacrilamida para proteinas. Dicha

separacion tiene factores importantes como voltaje, carga neta, razon masa/carga,
forma y temperatura de la molécula, porosidad y viscosidad de la matriz de separacién. Para
poder visualizar las biomoléculas separadas se deben utilizar tintes especificos; en este caso
para el ADN se utiliza bromuro de etidio, SYBR green | y GelRed, todos necesitan se
excitados para poder visualizarse, para eso se utiliza un transiluminador (YIlmaz, Ozic, &
Gok, 2012).

Figura 7. Electroforesis en gel al 2.50% tefiido con bromuro de etidio y visualizado en
transiluminador, escalera TracklIt100 100pb DNA Ladder.

La electroforesis en gel de agarosa es de las técnicas mas utilizadas para la
visualizacion de los productos de la PCR, debido a que da una idea basica del éxito de la

amplificacion del fragmento.

16



6.4.3 Secuenciacion capilar por método de Sanger

La secuenciacion, como su nombre lo indica, es determinar la posicién de las bases
nitrogenadas en los segmentos de ADN de interés. El principal método de secuenciacion es
propuesto por Sanger & Coulson en 1977, que se basa en la utilizacion de dideoxinucle6tidos

(ddNTP’s) fluorescentes en mezcla con nucledtidos sin modificaciones.

La secuenciacion capilar es una modificacion al método de Sanger para automatizar
el proceso y obtener resultado en la menor cantidad de tiempo y con mejor calidad. Entre las
modificaciones agregadas al método es la utilizacion distintos flour6foros (uno para cada
base nitrogenada reducida -ddNTP-), cada una de estas emite luz a cierta longitud de onda,
de modo que se puede realizar como one-pot-reaction. La siguiente modificacion es que se
cambia la enzima ADN-polimerasa por Tag-polimerasa. De esta manera se puede
automatizar como si se tratara de una PCR, en el proceso de amplificacion se integran los
ddNTPs con flouroforos que seguidamente se analizaran por electroforesis capilar. Este
proceso consiste en separar los fragmentos de amplificados por tamafio, cada segmento
amplificado posee una base nitrogenada que estaba identificada con un marcador fluorescente
especifico, esta es leida por el detector y por la longitud de onda que emite, se sabe la
identidad de la base en esa posicion, el proceso se repite hasta leer toda la secuencia, todos
los fragmentos se leen repetidas veces para confirmar la posicion de las bases; los resultados

se presentan en formato fasta o en un grafico conocido como electroferograma (Janitz, 2008).

Lortella
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resultados de la secuenciacién de
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Figura 8. Representacion del proceso de lectura de las bases y los resultados
obtenidos.

Fuente: (Carrilho, Kist, & Franc, 2019).
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6.4.4 Analisis de homologia de secuencia

Consiste en un andlisis in silico, que se realiza con la secuencia de nucleétidos
obtenida para el fragmento de interés. La secuencia se ingresa en la base de datos donde se
desee analizar, esta se compara contra el genoma humano, el algoritmo compara base por
base la secuencia consenso contra la nuestra, y proporciona informacion de la similitud y

diferencias que encontro.

Este andlisis se realiza para corroborar origenes evolutivos, construir mapas
filogenéticos, etc. Los algoritmos realizan una comparacién de secuencias para buscar
similitudes, lo que se conoce como secuencias homologas, las secuencias que se consideran
se han separado por eventos de especiacion y se conocen como secuencias ortologas; y las
secuencias homdlogas que sufren duplicacion y tienen diferente posicion en el genoma se

conocen como secuencias pardlogas (Sonnhammer & Durbin, 1994).

6.5 Analisis estadistico
6.5.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Generalmente se le conoce como poblacién al conjunto de individuos que pertenecen
a una especie dotada de reproduccion sexual, es decir, que se reproducen por el
entrecruzamiento de sus miembros. También debe cumplir con el principio de Panmixia, lo
que indica que los cruces deben ser aleatorios y que todos los individuos pueden aparearse
sin restriccion alguna. El estudio de las poblaciones se puede hacer de tres enfoques,
investigando el acervo alélico, es decir, el conjunto que alelos presentes para un loci y sus
respectivas frecuencias alélicas. Acervo gamético, el conjunto de alelos de grupo de alelos o
bien el conjunto de loci, se estudia la razon de alelos por loci y sus frecuencias en la poblacion
y por ultimo el acervo cigético que es el grupo de parejas de alelos por locus (Wigginton,
Cutler, & Abecasis, 2005).

El modelo de Hardy-Weinberg (HWT) hace referencia a la descripcion dinamica de
las poblaciones, esta prueba estadistica nos da como resultado una prediccion de la
composicién de los acervos genéticos de definen a la poblacion estudiada en la dimension

temporal en un futuro de su situacién al inicio.

18



Ecuacion 1. Modelo de Hardy Weinberg.

p*+2pq+q°=1
Donde:
p: frecuencia del genotipo homocigoto dominante.
pq: frecuencia del genotipo heterocigoto.

q: frecuencia del genotipo homocigoto recesivo.

Prueba de hipdtesis:
Ho: No hay diferencia entre los datos observados y los esperados.
Ha: Existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos esperados y observados.

Si el valor de X2 es cero o cercano a cero, no hay suficiente evidencia estadistica para

rechazar la hipdtesis nula.

Este modelo no se cumple cuando existe alguna perturbacion en la poblacion, tales
como: mutaciones, seleccion natural, apareamiento no aleatorio, deriva genética y flujo de
genes. Dado que estas fuerzas genéticas afectan las frecuencias alélicas de la poblacion.
Debido a este tipo de fuerzas disruptivas es poco comun que el modelo del equilibrio de HW
ocurre en la naturaleza, por esto se considera un caso idealizado, pero es de gran utilidad para
conocer las frecuencias alélicas de una poblacion en un momento especifico (Namipashaki,
Razaghi-Moghadam, & Ansari-Pour, 2015).

6.5.2 Analisis de presion selectivo McDonald-Kreitman

Uno de los resultados de dichas fuerzas disruptivas es la presion selectiva; esta se
define como el nivel que los organismos se ven beneficiados o desfavorecidos por mutaciones
genéticas. Existen las sustituciones sindnimas que, el cambio en el codon no produce un
aminoacido diferente y las sustituciones no sinénimas en las cuales un cambio en el codon
codifica un aminoéacido diferente (Barbadilla & Egea, 2008). Por otro lado, este tipo de
presion puede provocar seleccidn positiva o negativa; en el caso de la presion selectiva

positiva o direccional, esta tiene un caracter cuantitativo, es decir, muchos individuos lo
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poseen. No necesariamente es el mejor, pero potencia su fitness reproductivo, un ejemplo es
la resistencia a los antibi6ticos en las bacterias, dado que solo sobreviven aquellas que poseen
genes de resistencia; aumentan en cantidad porque pueden sobrevivir en tales condiciones
(Soler, 2004). La seleccion negativa o estabilizadora tiene caracter cualitativo, dado que se
selecciona el alelo que potencie de mejor manera el fitness reproductivo de la especie, un

claro ejemplo son las proteinas del sistema inmune y su alta especificidad.

La prueba de McDonald y Kreitman (MKT)es una de las mas confiables y potentes
para estudiar la seleccion huella de la seleccion natural. Se compara la variacion dentro de la
especie con la divergencia entre especies en dos sitios 0 dos tiempos; tomando en cuenta los
cambios sindnimos y no sinbnimos, en la prueba se espera que la razén entre los cambios
antes mencionados sea igual, de no ser asi la dindmica poblacional esta sujeta a procesos de

seleccidn negativa o positiva (Charlesworth & Eyre-walker, 2008).
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7. METODOLOGIA

7.1 Aprobacién del protocolo por el comité de ética
7.1.1 Elaboracion del protocolo

Durante el mes enero se escribid el protocolo con las especificaciones requeridas por

el comité de ética de la Universidad del Valle de Guatemala.

7.1.2 Aprobacion del protocolo

El protocolo fue aprobado por el comité el 2 de octubre de 2019, se muestra la
carta de aprobacion en el anexo 1.

7.2 Sitio de estudio

Los participantes se reclutaron en el mes de octubre de 2019 en el campus central de
la Universidad del VValle de Guatemala ubicada en 18 avenida 11-95, Zona 15, Vista Hermosa
111, Guatemala C.A.

7.3 Sujetos de estudio

Miembros de la comunidad de la Universidad del Valle de Guatemala los cuales

incluyen a los estudiantes, catedraticos, investigadores y personal administrativo.

7.4 Proceso de reclutamiento

La primera nota informativa sobre el estudio se envid via electronica. En esta se
incluyd la informacion sobre el estudio. Se detallé el dia, sitio y la hora en la que las personas
anuentes a colaborar pudieron avocarse con los investigadores, se les dié todo el material e
informacion necesaria para que conocieran todos los pormenores del estudio (el texto que se

utilizo se muestra en el anexo 2).

En el dia citado se monto un stand de informacion en la Plaza Paiz-Riera, en el cual
se mostrd una infografia (Anexo 3) que contenia la informacion ampliada sobre el estudio y

puntos clave a explicar.
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A los asistentes que desearon participar en el estudio se les otorgd una tarjeta con la
informacion de contacto del coinvestigador con los dias, horario y lugar donde se realizo el

muestreo (el texto de la tarjeta se incluye en el anexo 4).

7.5 Aspectos éticos
7.5.1 Consentimiento informado

A todas aquellas personas que estuvieron anuentes a participar en el estudio se les
proporciond el consentimiento informado para darles toda la informacion sobre el estudio y
ellos tomaron la decision de participar en el estudio. Dicho consentimiento informado se
encuentra adjunto en la seccion de anexos, anexo 5, del presente documento. En el anexo 6,

se encuentra la declaracion del consentimiento informado.

7.5.2 Riesgos y beneficios
7.5.2.1 Riesgos

Debido a que las muestra se tomo por hisopado de mucosa oral, no se considerd que
haya riesgos para la salud del participante, dado que es una técnica no invasiva.

Existen riesgos plausibles porque no se han establecido asociaciones de los

polimorfismos del gen fshr que perjudiquen al participante.

7.5.2.2 Beneficios

No se conoce beneficio directo para los participantes. Solamente para la comunidad
cientifica, quienes pueden utilizar los datos como las frecuencias alélicas para futuras
investigaciones que deseen establecer asociaciones de polimorfismos del gen fshr con otros

parametros antropométricos y/o posibles condiciones de salud.

7.5.3 Aspectos de confidencialidad

La informacion que se obtuvo se manejé Unicamente por los responsables del estudio,

los datos seran recolectados en papel, y estan bajo la custodia de Jaime Lopez, responsable
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principal. Con estos datos se gener6 una hoja de célculo en MS Excel con codigo, sexo y
edad del participante, este archivo estuvo en una computadora protegida con contrasefia, para
que nadie pueda acceder a la informacion. Los datos previamente descritos fueron pedidos
mediante una encuesta via Survey monkey que se presenta en el anexo 7, de la seccion de

anexos.

7.5.4 Conflicto de intereses

Los autores declararon no tener conflicto de intereses en el estudio. El departamento
de Biogquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala financi6 la mayor

parte del proyecto y el resto corrié por cuenta del investigador Jaime Lopez.

7.6 Disefo de la investigacion
7.6.1 Disefio

El estudio es no experimental, cuantitativo, de corte transversal.

7.6.2 Tipo de muestreo

El tipo de muestreo es no probabilistico basada en sujetos disponibles.

7.6.3 Tamano de muestra

10 individuos.

7.7 Criterios de inclusion y exclusion
7.7.1 Criterios de inclusion

Personas de 18 afios o mas. Miembros de la comunidad UVG (estudiantes,

catedraticos y personal administrativo), capaces de firmar el consentimiento informado.

7.7.2 Criterios de exclusion

Personas con infeccidn en la garganta, que hayan fumado, masticado chicle o comido

una hora antes del muestreo.
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7.8 Variables
7.8.1 Operacionalizacion de variables

Cuadro 1. Conceptualizacion, operacionalizacion y clasificacion de las variables.

Nombre Definicion Clasificacion
Naturaleza Escala de Codificacion
medicién
Concentracion  Cantidad de  Cuantitativa Razén ng/ul
de ADN ADN que se
obtiene de ADN
en el método de
extraccion.
Pureza de ADN Cualidades del Cuantitativa Razon Valor
ADN como A260/280
integridad,

presencia  de Aproximado a

L, 1.80
contaminacion
en el extracto. Valor
A260/230

Entre 2.0y 2.2

Polimorfismos Variante Cualitativa Nominal 1 Ser/Asn
de un solo genética 2 Asn/ASH
nucledtido en el  presente en el
gen fshr exon gen fshr 3 Ser/Ser
680

7.9 Instrumentos de medicion

Se solicitd a los participantes completar un cuestionario para recolectar su
informacion como nombre, sexo, edad y contacto, cuestionario virtual, que respondieron
después de firmar el consentimiento informado, se realizé por medio de SurveyMonkey, que

se encuentra en el anexo 7.
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7.10 Métodos
7.10.1 Recoleccién de la muestra

Con hisopos de alginato de UTM™ se realizd un estriado de la mejilla interna del
participante por 30 segundos y se suspendieron las células en un tubo de 1.5ml cony 1 ml de
agua ultrapura y se agitd para liberar el contenido del hisopo en el agua, se centrifugd por 1
minuto a 8,000 g para concentrar las células y recuperarlas con mayor facilidad.

7.11 Extraccion de ADN
7.11.1 Extraccion 1.

El kit que utilizo es el PureLink® Genomic DNA Kits numero de catdlogo K1820-01.
La metodologia especifica de trabajo se encuentra en el Anexo 8.
7.11.2 Extraccion 2.

El kit que utilizé es el MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit numero de
catalogo AM1840. La metodologia especifica de trabajo se encuentra en el Anexo 9.
7.11.3 Extraccion 3.

El kit que utilizo es el High Pure PCR Template Preparation Kit nimero de catalogo

11796828001. La metodologia especifica de trabajo se encuentra en el Anexo 10.

7.12 Cuantificacion del extracto
Se utilizd el Quantus Fluorometer™ cédigo de producto E6150, el manual de operacion

del equipo se adjunta en el Anexo 11. También realiz6 la cuantificacién por NanoDrop One
C de ThermoFisher.

7.13 Reaccion en cadena de la polimerasa
Se utilizo el kit Platinum™ Il Hot-Start PCR Master Mix 2X nlmero de catalogo
14000013. El procedimiento se encuentra en la seccion de anexos, Anexo 12.

Cuadro 2. Condiciones finales para reaccion en cadena de la polimerasa, para un

volumen final de 25pl.
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Parédmetros Concentracion  Concentracion Volumen Volumen final
inicial final inicial (uL) (uL)
MasterMix** 2X 2X 12.5 12.5
Enhancer 2X 2X 5 5
FSH10EF 2.5mM 0.2 1 0.5
FSH10ER 2.5 mM 0.2 1 0.5
Agua -- -- 4.5 5.5
Plantilla de -- -- 1 1
ADN
Total - -- 25

*Concentracion inicial se refiere al primer intento que se realizo, y la concentracion
que se muestra es la final en los 25 pl, lo mismo para concentracion final y los voliumenes

iniciales y finales.

** E| MasterMix contiene 1.5mM MgCl. y 0.2mM de cada uno de los dNTPs, el

fabricante no reporta la concentracion de la DNA polimerasa.

Los cebadores utilizados fueron los FSHR10ER y FSHR10EF; su secuencia se

muestra en el siguiente Cuadro (Loutradis et. al., 2006).

Cuadro 3. Cebadores especificos para la region que se desea amplificar el exén 10 del
gen fshr. El fragmento esperado es de 520pb.

Cebador Secuencia
FSHR10EF 5 -TTTGTGGTCATCTGTGGCTGC-3’
FSHR10ER 5"-CAAAGGCAAGGACTGAATTATCATT-3’

El programa de amplificacion que se propone en la metodologia de Loutradis en el
2006, asi mismo multiples autores se basan en esta metodologia, quienes basicamente
modifican la temperatura de anidamiento y el nimero de ciclos. En el presente estudio se

realizaron algunas adaptaciones al método, las cuales se muestran en el siguiente cuadro.
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Cuadro 4. Modificaciones a las condiciones de amplificacion del fragmento del exon

10 de gen fshr.
Geles 1 2 3 4 5
Fases Ciclos Etapas Tiempo Temperatura (°C)
(min)
1 1 Iniciacion 4 95
2 35  Desnaturalizacion 1 95
Hibridacion/anidamiento 1 52 52 55 55 57
Elongacion 2 72
3 1 Conservacion 10 72
00 4

Las primeras y Ultimas etapas de la amplificacion de mantuvieron, la Unica que

cambid fue el anidamiento. En la FiguralO se muestra la fotografia del primer y altimo gel

que representan la optimizacion de la reaccion. Los geles intermedios se encuentran en la

seccidon de anexos, Anexo 10. Los nimeros de 1 al 5 detallan cada uno de los intentos de

amplificacion y cada intento se realizd por duplicado, y la cantidad de ciclos no se modifico.

Siendo el dltimo intento con las condiciones con las que se trabajo el experimento.

7.14 Revelacion por electroforesis en gel

Se prepar6 un gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X y se corrio por 20 minutos a 100

voltios, como tinte se utiliz6 bromuro de etidio 0.5 pg/mL.

7.15 Secuenciacién de fragmentos amplificados

Los productos de amplificacion se validaron enviandolos los productos del PCR para

secuenciacion de fragmentos a Psomagen Corp (https://www.macrogenusa.com).
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7.16 Analisis de homologia de secuencia

El alineamiento y comparacion de las secuencias se realizd en Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y el procedimiento de andlisis se describe en el

anexo 13.

7.17 Analisis estadistico
7.17.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para conocer la frecuencia alélica de la poblacion se realizé una prueba de equilibrio
de poblaciones con ayuda de la herramienta online disponible en:
https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/.

7.17.2 Prueba de McDonald-Kreitman

Para analizar la divergencia y el nivel de seleccion que los procesos evolutivos han

tenido sobre la especie humana se utilizo la herramienta http://mkt.uab.es desarrollada por la

Universitat Autbnoma de Barcelona.

7.18 Muestras finales

Al terminar el andlisis se descartaron las muestras proporcionadas por los
participantes y el remanente de ADN en bolsas de desecho de material biologico, para su
incineracion por la empresa ECOTERMO; asimismo se destruyo la informacion confidencial

recopilada durante el estudio.

7.19 Comunicacion de resultados

Tanto el resultado personal como los resultados globales del estudio fueron
trasladados a los participantes de forma personal, para evitar la mala interpretacion de los
resultados y se aclararon las dudas de los participantes. La nota de comunicacion se encuentra

adjunta en el anexo 14.
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8. RESULTADOS
8.1 Obtencion de muestras

Se realizaron pruebas para saber si se podria obtener ADN gendmico de calidad en
muestras de saliva, pero con ninguno de los tres Kits de extraccién mencionados en la seccion
de métodos pagina 34 se logr6 obtener una cantidad cuantificable de &cidos nucleicos, por lo
tanto, se decidié utilizar hisopos de alginato, dado que se lograba recuperar mayor nimero
de células epiteliales al cepillar las mejillas, con esto, mayor concentracion de material

genetico.

8.2 Extraccion de ADN

De los tres kits empleados en la extraccion del material nucleico, descritos en la
seccion de métodos y segundo apartado, solamente con High Pure PCR Template
Preparation se logro obtener ADN de calidad para realizar la amplificacion. En la extraccion
de PureLink® Genomic DNA Kity MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit, no se logré
determinar la concentracion de ADN, tanto en Quantus Fluorometer™y NanoDrop One C

las lecturas fueron cero.

Inicialmente el método de cuantificacion era NanoDrop, pero ninguna de las
cuantificaciones realizadas en este equipo fueron mayores o cero, debido a este motivo se
decidio usar Quantus Fluorometer™, en este equipo se logrd determinar la concentracion de

las muestras.

8.3 Optimizacion de la PCR

Cuadro 5. Analisis in silico de la fidelidad de los cebadores a la regién objetivo.

Cebador Porcentaje de fidelidad (%)
FSHR10EF 100
FSHR10ER 72
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FiguralO. Electroforesis en gel de agarosa al 2.50% de productos de PCR de un
fragmento amplificado del fshr.

A Sshr Sfshr
— B P —
5
2000pb 2000p0
600pb
600pb 520pb g 20D
200pb 200pb
100pb 100pb

Geles de agarosa al 2.50% con 5 pl cargados para cada una de las muestras y 5 ul de
escalera Tracklt 100pb (Invitrogen). En donde: 10, 3, 2, 1 y 0.2 son la concentracion de ADN
en ng/ul agregados para la amplificacion por PCR; C- control negativo. La flecha roja a la
derecha indica la banda esperada con su peso molecular en pares de bases. Las condiciones
de esta reaccion son: Mastermix Platinum 2X 12.5 ul, enhancer Platinum 2X 5 pl (estos dos
parametros no cambiaron a lo largo de las siguientes réplicas); cebador FSHR10EF 2.5 pl
(ImM), cebador FSHR10ER 2.5 pl (ImM), 1.5 pl de agua DEPC y 1 pl de ADN. Programa
de incubacion para la amplificacion de muestra en el Cuadro 4. (A) Se muestra el primer gel
de agarosa donde se muestra la separacion de los fragmentos amplificados por PCR con las
condiciones iniciales propuestas por Loutradis et. al. 2006. (B) Se muestra el gel de agarosa

con la separacién de los productos de PCR, habiendo optimizado los factores de reaccion.

Se consideraron optimizados los pardmetros de amplificacion tomando en cuenta
indicadores de logro como la ausencia de bandas inespecificas y barrido (fragmentos de ADN

mal amplificado) en el carril.
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Figurall. Gel de agarosa al 2.50% con productos de PCR de un fragmento

amplificado del fshr de las muestras que se enviaron a secuenciar.

fshr
I

2000pb

600pb —

200ph ——

En donde: 1-10 es el nimero que se le asigno a cada participante. C- control negativo,
E es la escalera. La flecha roja a la derecha indica la banda esperada con su peso molecular

en pares de bases.
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8.4 Analisis de secuenciacion

Figural2. Secuencia de ADN especifica para cada variante genotipica.

—A

— G

CACC

El lugar de la sustitucion del nucledtido estd sefialado con las fechas rojas. En el
recuadro rojo se muestra el codon 680. La determinacion de las variantes genotipicas se llevd
a cabo mediante la alineacion de las secuencias de estos fragmentos especificos con la

secuencia proporcionada por (Sudo, 2002).

8.4.1 Comparacion de los genotipos (polimorfismos) identificados en la
alineacion de secuencias.

Cuadro 6. Comparacion de la prevalencia de los genotipos identificados en el estudio
con la prevalencia mundial.

Genotipo
NN NS SS
Porcentaje observado (%) 50 30 20
Porcentaje esperado (%) * 48.8 30.2 21

*Fuente: (Kuijper et. al., 2011).
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8.5 Andlisis estadistico
8.5.1 Célculo de frecuencias alélicas

Cuadro 7. Frecuencias alélicas encontradas por medio de la prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Homocigotos Heterocigotos Homocigotos X2
comunes recesivos
Frecuencia 0.42 0.45 0.12 0.116
esperada
Frecuencia 0.50 0.30 0.20
observada

El valor marcado con negrillas es el valor de chi-cuadrado, el cual indica que, por ser
cercano a cero, no es posible rechazar la hipétesis nula, por lo tanto, muestra qué no hay

diferencia significativa entre las frecuencias alélicas observadas de las esperadas.

Dado que la distribucion alélica no cumple con los supuestos considerados del modelo
de HW, se evaluo si el genotipo homocigoto dominante tuvo algun efecto de presion selectiva

o fuerzas disruptivas para establecerse.

8.5.2 Determinacion de la presion selectiva

Cuadro 8. Determinacion de las fuerzas disruptivas que involucradas en la seleccion

de genotipos por medio de la prueba de McDonald-Kreitman.

Tipo de mutacién  Fijada Puntual

Sinénimas 0 4
No sinénimas 0 2
NS:S 0 2 0
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En esta prueba se asume que la proporcién de sitios polimorficos sinbnimos son
iguales a los no sindbnimos. Entonces, si NS:S = 1 se comprueba la hipdtesis, NS:S > 1 los

cambios se fijaron positivamente, NS:S < 1 los cambios se fijaron de forma negativa.

Para esta prueba es necesario compararla con una especie cercana filogenéticamente,
por lo que la especie de comparacion fue Pan troglodytes (chimpancé) por ser los parientes

mas cercanos que conocemos.
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9. DISCUSION

La FSH es esencial el funcionamiento normal de la reproduccion humanay de algunos
animales, en conjunto con su proteina receptora que es codificada por el gen fshr.
Previamente se ha descrito existen variantes alélicas presentes en el exén 10 codén 680
(Manuela Simoni, Gromoll, & Nieschlag, 1997). Estas tienen amplia distribucion en
poblaciones especificas como la nordica, india mesoamericana, etc. (Manuela Simoni &
Casarini, 2014), la identificacion de estas variantes genéticas puede dirigir a investigaciones
de su potencial indicador predictivo para la respuesta ovarica por estimulacion hormonal
endogena (Beall & Decherney, 2012).

Para poder obtener resultados confiables en los diferentes estudios se debe contar con
métodos, equipos Yy reactivos que cumplan con estandares de calidad, por esta razon se
optimizan los métodos, para asegurar la reproducibilidad de los resultados; se evita el gasto

innecesario de reactivos de alto valor, entre otros.

Principalmente se realizo la extraccion de ADN por tres diferentes kits de diferentes
casas comerciales, de los cuales solo con uno se logro obtener material genético de calidad
(High Pure PCR Template Preparation Kit), con lo otros kits no se logro obtener una
cantidad cuantificable de ADN, aunque es muy probable que no haya habido extraccion, dado
que estaban vencidos y la concentracion de células en saliva es baja. Ademas, otra razon para
este fallo es porgue los kits utilizados optimizados para extraccion de acidos nucleicos de
tejidos solidos y tejido con alta concentracion celular, y en el caso de los hisopados no posee
numerosa cantidad de células, por lo que se recomienda que el medio de transporte del hisopo
tenga un volumen menor a 1ml. Aunque el High Pure PCR Template Preparation Kit si
especificaba que era efectivo para tejido con baja carga celular. Aun cuando la extraccion y
cuantificacién del material genético fueron exitosas no se obtuvieron concentraciones

mayores a 20 ng/ul.

El método original para el estudio de dichos genotipos/polimorfismos fue propuesto
por (Gromoll, Simoni, & Nieschlag, 1996), su equipo sustentd las bases para que muchos
mas lo acoplaran a sus necesidades. Dicho procedimiento consiste en la amplificacion de una

regiéon de 520pb del ex6n 10 del gen fshr por medio de una PCR, este segmento de ADN
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contiene el fragmento de interés, sequido de un analisis por Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) con la endonucleasa Bsrl, dado se contaba con la disponibilidad de
la enzima, se optd por secuenciacion, este método proporciona mas informacién sobre las

secuencias y no solamente el genotipo expresado.

Al momento de replicar la amplificacion descrita en el método original, no se obtuvo
ningun resultado relevante, dado que las revelaciones por electroforesis en gel denotaban que
no hubo amplificacion del segmento. Pero se contaba con el kit comercial Platinum Hot-Start
Master mix 2X que cumplia con los parametros utilizados en el método de Loutradis et. al.
2006. Al realizar la amplificacién utilizando el kit (mostradas en el Cuadro 2 y 3), se obtuvo
como resultado la fotografia que se muestra en la FiguralOA, pero las condiciones no eran
las ideales dado que la revelacion por electroforesis en gel mostraba barrido (por segmentos
amplificados deficientemente) y bandas inespecificas, por lo que se ajusto la concentracion
de cebadores de 2.5mM a 0.2mM y temperatura de anidamiento de 52°C a 57°C, la cual es
5°C mayor que el método base (ver Cuadro 2), que son las Unicas variables que podrian estar
afectado. Al definir los parametros finales mostrados en los mismos cuadros, y el resultado
plausible se muestra en la FiguralOB, donde no se observa barrido ni bandas inespecificas.
Cabe recalcar que primero se modifico la concentracion de los cebadores reduciendo a la
mitad dicho parametro en cada réplica, con esto se logré eliminar el barrido, pero no las
bandas inespecificas, por lo que se decidi0 ajustar la temperatura de anidamiento,
incrementando 1°C por cada réplica hasta obtener una banda limpia, como se observa en la

Figura 10B (ver anexo 15).

Cuando se utiliza la PCR, se debe tomar en cuenta la fidelidad de la polimerasa y la
especificidad de los cebadores, dado que ha observado que son posibles fuente de error. En
el analisis in silico de los cebadores (Cuadro 8), el que amplifica la hebra lider (direccion
5°- 37) tenia el 100% de fidelidad al ser alineado, pero el cebador que amplifica la hebra
rezagada (direccion 3"- 57) solamente el 72%, esto es notorio al revisar las secuencias que se
amplificaron del cebador FSHR10ER, contienen multiples N, esto indica que el algoritmo no
logro determinar la base que se encontraba en esa posicion. Cabe mencionar que se realizaron

pruebas de amplificacion con diferentes concentraciones de ADN, el rango de 0.5 a 10 ng/ul
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se obtenian bandas claras e intensas, menor a este rango no se observaba amplificacion y

mayores habia presencia de bandas inespecificas, esto se puede ver en la Figuralo.

Habiendo optimizado los factores para la amplificacion del fragmento del exén 10 del
gen fshr se amplificaron las 10 muestras de los participantes obteniendo los resultados
mostrados en la Figurall, en la revelacion por electroforesis en gel no se observan bandas
inespecificas ni barrido, indicando el éxito de la amplificacion y que dicho producto esta listo
para ser enviado a su respectiva secuenciacion. Para asegurar la calidad de las secuencias
cada una de las muestras pasaron por un proceso de purificacién para eliminar cualquier
contaminacion, dicho proceso fue realizo por Psomagen Inc. quienes ofrecen este servicio,

ademas de secuenciacion.

La calidad de las secuencias forward (5°-3") es buena, dado que la cantidad de N
(cualquier nucleotido que el algoritmo no logro identificar) es minima. Caso contrario con
las secuencias amplificadas con el cebador reverse (3°-57), por lo discutido anteriormente,
hay que recalcar que el codon de interes se encontraba aproximadamente en el centro y en

ambas secuencias, se logro determinar el genotipo expresado en cada copia del gen.

Aunque no se cuenta con suficientes muestras para realizar un analisis estadistico
robusto, las proporciones reportadas por Kiujper et. al. 2011 se mantuvieron. Describio que
a nivel mundial el genotipo dominante del codon 680 del exdn 10 del fshr es la variante que
codifica para el aminoacido asparagina en las dos copias del gen; en el Cuadro 9 se muestra
dicha comparacién entre el estudio antes mencionado con 1771 participantes y el actual con
10; si se hubiese realizado con una mayor cantidad de voluntarios los resultados hubiesen
tenido mayor significancia para hacer una estadistica robusta y con mayor validez cientifica,
esto no fue posible dado a las limitaciones del estudio, siendo la méas importante la
disponibilidad de materiales, reactivos y equipo encontrados en el laboratorio del

departamento de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala.

Cabe mencionar que el muestreo no fue completamente aleatorio, este factor provocé
que se tuviese sesgo de edad y sexo, el 90% de los participantes eran de sexo femenino, esto
puede alterar los resultados obtenidos, dado que los estudios multifactoriales como los de
Papanikolaou y colaboradores, han demostrado qué en la poblacion griega, las mujeres tienen

mayor frecuencia alélica del genotipo ser680ser que los hombres. Por lo tanto, se sugiere
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realizar estudios con alta heterogeneidad en la muestra y mayor cantidad de participantes, y
asi poder eliminar cualquier tipo de sesgo en los resultados.

Basado en las frecuencias encontradas en el presente estudio se necesitan 58
individuos de la poblacion seleccionada para comprobar la hipétesis, es decir, para poder
concluir que la poblacion guatemalteca estudiada cumple con la misma distribucion del

polimorfismo reportada a nivel mundial.

Sin embargo, en el mismo estudio de Kuijper en el 2011, demostrdé que existian
diferencias estadisticamente significativas en la prevalencia de dichos genotipos en etnias de
diferentes regiones del mundo, especificamente en Asia, principalmente en las que no han
mezclado mucho su acervo genético, dado que en Guatemala coexisten diferentes etnias,
seria interesante estudiar dichas frecuencias alélicas en estas poblaciones y compararlas con

las reportadas.

Entre las pruebas estadisticas que se realizaron se encuentra Hardy-Weinberg, la cual
se evaluo la frecuencia alélica del genotipo polimorfico. Dado que el valor de chi cuadrado
era cercano a cero, no es posible rechazar la hipotesis nula, la cual indica que dicha frecuencia
sigue patrones de herencia mendeliana; pero este genotipo no cumple el supuesto: “No hay
diferencia en la eficacia biologica o selectiva entre los distintos genotipos” (Rodriguez,
Gaunt, & Day, 2009), dado que el genotipo SS disminuye el fitness reproductivo, por lo que

hay alguna fuerza disruptiva que intervino en la seleccion de estos alelos.

Cabe mencionar que, aunque no se cumplan todos los supuestos mencionados en la
descripcion del modelo (paginas 27y 28), la prueba de HW es una herramienta poderosa para
el célculo de frecuencias alélicas, por lo tanto, entre los resultados mas destacados de este
experimento es el célculo aproximado de las frecuencias alélicas en la poblacion

guatemalteca estudiada.

Para determinar dicha fuerza evolutiva (como la seleccién natural), se realizo el
prueba de McDonald-Kreitman; la cual evalia que las frecuencias alélicas sinGnimas y no
sindénimas varian con la misma proporcién intra e interespecie; el resultado mostro que la
proporcidn de sitios fijados sindbnimos y no sinénimos es cero (Cuadro 11), es decir, no hay

diferencia entre especies, dado que no se encontré variabilidad entre el chimpancé y los
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humanos, pero al evaluar los polimorfismos (diferencias intraspecie) la proporcion era 4:2,
siendo esta mayor que 1, lo que indicaba que existe una seleccion positiva. Con dicha
confirmacion ya se pudo concluir qué, en la fijacion del genotipo homocigoto dominante

(NN) intervinieron fuerzas que favorecen a la seleccion positiva o direccional.

Dicha seleccion es comun en proteinas del sistema inmune, tales como citoquinas y
TLR’s (Toll Like Receptors); porque su funcionamiento depende de un reconocimiento de
alta precisién, si esto no es asi, la cascada de inflamacién puede verse alterada y esto
representa una desventaja evolutiva, dado que las células del sistema inmune no podrian
defendernos de patégenos externos (Shields, Harmon, & Whitehead, 1996). En el caso de la
seleccion de las gonadotropinas también sufrieron este mismo proceso evolutivo, se
seleccionaron genes y aminoacidos que favorecian el fitness reproductivo, es decir,
mejoraron su supervivencia ante los demas miembros de la especie (Casarini, Santi, &
Marino, 2015). Este mismo equipo liderado por Casarini en el 2015, realiz6 un metaanalisis
de sus estudios sobre fshr y fshb, y determino que posiblemente se selecciond la asparagina
en el codon 680 porque generaba un enlace mas fuerte a la FSH, provocando qué la accion
de esta hormona sea mas efectiva, modulando mejor la respuesta y de forma selectiva. Por
otro lado, la fijacion de genotipos poco ventajosos como es la expresion de serina en dicho
coddn es reducida en la poblacion, dado que se establecieron de forma recesiva, aunque no
sea util y traiga consecuencias negativas en el fitness reproductivo es muy dificil eliminar
dicho genotipo, ademés se necesita mucho tiempo e intervencion de fuerzas disruptivas
(Soler, 2004).

En el anexo 16, se muestran los fragmentos analizados por MKT del fragmento
amplificado de la hebra lider (5"-3"), donde se observa que 3 de los 10 participantes expresan
el polimorfismo en dicha hebra, estos resultados son consistentes dado qué dos participantes
que expresaban el genotipo homocigoto recesivo y 3 eran heterocigotos, pero solo uno de

ellos presenta el recesivo en la hebra lider.

Fue posible realizar la optimizacion del kit comercial para la identificacién del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) mediante secuenciacion en el codon 680 y exon
10 del gen fshr. Estableciendo un método diagndstico, previo a someterse a una estimulacién

ovarica controlada, y asi poder personalizar dicho tratamiento e incrementando la
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probabilidad de lograr un embarazo. Por otro lado, en el &mbito cientifico, la implementacion
de este método podria servir para estudios de salud reproductiva y establecer asociaciones
entre la expresion de serina en le codon 680 del fshr con variables de interés como ovario
poliquistico y criptozoospermia en la poblacion guatemalteca. Ademas, con la informacion
obtenida de las secuencias se determin6 que este genotipo sufrio fuerzas disruptivas que
favorecen seleccion positiva, se infiere que fue para mejorar el fitness reproductivo de la

especie.

En Guatemala, en una clinica de fertilidad, una EOC tiene un costo entre 1,600 2,000
dolares, tomando en cuenta: los medicamentos que preparan a la mujer para el ciclo
hormonal, las hormonas y honorarios médicos. No se toma en cuenta los analisis de
diagnostico previo a la estimulacion. Esto incluye una prueba de AMH, que es recuerdo o
determinacion de la concentracion circundante de la hormona Antimilleriana, la cual se
encarga de produccion de ovulos en los ovarios. Niveles altos de la AMH significa que las
probabilidades de concebir un embarazo son altas y viceversa, se ha utilizado como marcador
indirecto para conocer si una mujer es buena o pobre respondedora a la EOC (Lingner et. al.,
2011).

El fallo del tratamiento significa la pérdida de la inversion, una paciente pobre
respondedora en promedio se somete a dos o tres ciclos de estimulacion ovérica. Lo que el
costo de la inversiéon es cada vez mayor, por lo que si se acufiara el presente analisis
diagnostico a las pruebas de rutina previas a la estimulacion, la cual tendria un valor
aproximado de $200.00 que representa aproximadamente el 10% de la inversion inicial,
podria asegurarse, de alguna manera, el éxito de la EOC y con eso el monto invertido en el

tratamiento.

41



10. CONCLUSIONES

Se optimiz6 un protocolo para la determinacion de la presencia de polimorfismos de
un solo nucledétido en el coddn 680 del gen fshr en una poblacion adulta de la comunidad de
la Universidad del Valle de Guatemala ajustando la temperatura de anidamiento a 57°C vy la
concentracion de cebadores a 0.2mM, hasta que se logré una amplificacion limpia, libre
bandas inespecificas y barrido. Con suficiente calidad para su secuenciacion.

Se identificaron los tres genotipos mediante el analisis de secuencia del fragmento del
exon 10 del gen fshr como método diagnostico de polimorfismos de un solo nucleétidos en

muestras no invasivas de 10 humanos.

Por otro lado, se establecio una aproximacion de las frecuencias alélicas (NN=0.5,
NS= 0.3, SS=0.2) para el genotipo polimérfico 680 en una poblacion adulta guatemalteca
para futuros experimentos que deseen estudiar las implicaciones de este polimorfismo en la

salud reproductiva.

El analisis estadistico arrojé que la fijacion del genotipo en el coddn 680 del exon 10

del gen fshr se deben a fuerzas disruptivas, en especifico de seleccion positiva o direccional.
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11. RECOMENDACIONES

Dado que la gran mayoria de laboratorios que ofrecen andlisis diagnosticos utilizan
Kits para realizar las PCR, se recomienda optimizar los parametros de reaccion de los Kits

comerciales que utilizan para realizar las pruebas diagndsticas que ofrecen.

Tomando en cuenta toda la informacion que se puede obtener a partir de las
secuencias, se recomienda utilizar este protocolo de identificacion de genotipos polimérficos
dado que se puede crear una base de datos que soporte estudio de genética poblacional o bien

salud reproductiva.

Se sugiere realizar estudios con alta heterogeneidad en la muestra y mayor cantidad

de participantes, y asi poder eliminar cualquier tipo de sesgo en los resultados.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacion de comité de ética.
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GUATEMAL A

BEy e 0E 28071500

COMITE BESTICA

UNIVERSIDAS DECVREAEHE EdaTemaLa
RESULTADOS EVALUACION DE PROYECTO

rlIUQ-ME-FEhHEI'G 2019-15530

Az Licda, Andrea Ramos, Investigador Principal
Jaime Adolfo Lipez Herrera, Co-Investigador Principal

DE; Dr. Elfege Rolanda Lopez
Presidente, Comibé de Etica
Facultad de Clencias vy Humanidades
Universidad del Valle de Guatemala

FECHA: 02 de octubre de 2019,

ASUNTO: Proyecio de Investigacidn: OPTIMIZACION DE LA TECHICA REACCION EM CADENS DE
LA POLIMERASA (PCR) PARA LA IDENTIFICACION POR SECUENCIACION DE
POLIMORFISMOS DE UN SOLD NUCLEOTIDD (SMP) EN EL GEN FOLLICLE STIMULATING
HORMONE RECEFTOR (FSHR) EM UMA POBLACTON ADULTA DE LA COMUNIDAD DE LA
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALS

VEREDICTO: Aprobado. Dado que fuercn realizadas las modificaciones gue se requirieron.

El Comité de Etica de la Facultad de Ciencias v Humanidades de la UVG ha revisade v aprobads el protocsto
arriba indicada. e le recuerds que el comité debe revisar y aprobar todos protoooies de investgacidn gue
utilicen la experimentacidn biomédica en seres humanos, en intervalos aproplados v de acuerdo al nivel de
rissgo, por lo menos una vez 8l afo, 5i el proyecto dura més de un afio, 5 responsabilidad del investigador,
enviar &l comité el protocelo de investigecion para revision ¥ salicitud de aprobacion de continuacidn del
egtudio,

Archive esta notificecion como prueba de la aprobacion. Para evitar atrasos en la aprobacdn de su
investigacidn y la posible suspension del estudio, por favor envie su solicited de continuacldn, por lo menos
Leid semanas antes de cumplirse seis meses después de haber sido autorizado por este comibé,

Cualguier problema o evente serio relacionado con el estedio, deberd ser notificado inmediataments al
Comite.

Cualguier modificacidn &l protocals debe sér enviada al Comité para sw aprobacién antes de ser
implementada.

Si tiene alguna duda o pregunta, por favor contactar a la Sra. Ana Lorena Ortiz, al weléfono 25071500,

extension 21448 o al cormeo ekectronico facoch || _._
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Anexo 2. Texto de la nota informativa que se compartira via electronica.

Estimados estudiantes, catedraticos y personal administrativo de la Comunidad UVG.

Por este medio les invitamos a conocer sobre un estudio de analisis de polimorfismos
(variaciones genéticas) asociados a los receptores de la hormona foliculoestimulante (FSH),
que estamos realizando como tema de tesis de grado de la Licenciatura en Bioquimica y
Microbiologia. En Guatemala no se conoce sobre la prevalencia de dichos polimorfismos,
los cuales tienen importancia clinica ya que la presencia de algunas de estas variantes puede
estar relacionadas con la funcion de los ovarios y testiculos.

Les hago la invitacion para que participen en el estudio, el cual no solo aportara
conocimiento a la comunidad cientifica, sino que, si usted lo desea, permitira que conozca
sobre las variantes de este gen que usted tiene. Esto no le traera beneficio directo a usted,

pero contribuird a generar conocimiento sobre este tema.

Para ampliarle la informacion sobre los alcances y lo que implicaria su participacion

en el estudio, le invitamos a acompariarnos en la Plaza Paiz-Riera el dia x del mes de julio.

Jaime Lopez

Estudiante de Bioquimica y Microbiologia
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Anexo 3. Infografia informativa.

iTe invitamos a
participar en
nuestro estudio!

- {Acermte Yy pregur*|tc:1r*1c:1f*I

* PREVALENCIA DE F[II.IMI]HFISMI]S DE
UN SOLO NUCLEOTIDO EN EL GEN DEL
HE[:EPTI]H'(FSHH) EN LA COMUNIDAD
~-DELA UNIVERSIDAD DEL ‘I'ALI.E DE
- EHATEMALA

é¢Sabes qué es un polimorfismo?

o5 (] " Este estudio tiene como
o R objetivo determinar la

Y Q prevaleh'c-ia'de polimorfismq -
d o delgenFSHR enla .~

. comunidad UVG. "

E - JAIME LOPEZ/42147062
_ LOPI5530@UNG.EDU.GT
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Anexo 4. Texto de la tarjeta de contacto.
Horario de muestreo
Lunes a viernes de 9:00 am a 12:00pm
Laboratorio C1-101
Jaime Lopez
[lop15530@uvg.edu.gt]
[+ (502) 54855865]
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Anexo 5. Consentimiento informado.
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Consentimiento informado

Optimizacion de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
identificacion por secuenciacion de Polimorfismos de un Solo Nucle6tido (SNP) en el gen
Follicle Stimulating Hormone Receptor (fshr) en una poblacion adulta de la comunidad de

la Universidad del Valle de Guatemala

Introduccion:

Yo soy Jaime Adolfo Lopez Herrera, estudiante de la Licenciatura en Bioquimica y
Microbiologia de la Universidad del VValle de Guatemala. Estoy investigando la optimizacion
de una técnica para la deteccion molecular de variantes genéticas que pueden afectar la
funcién de la hormona foliculo estimulante (FSH), y consecuentemente tener un efecto sobre
la infertilidad de la perdona. Se decidié realizar el estudio en la Universidad del Valle de
Guatemala por conveniencia en la toma de muestras a participantes en diferentes rangos de
edad.

Le voy a dar informacion e invitarle a participar en esta investigacion. No tiene que
tomar una decision hoy si desea participar o no en la investigacion. Antes de decidir, puede

hablar sobre la investigacion con alguien quien se sienta cbmodo y tenga confianza.

Puede gue no entienda algunos términos o conceptos de este documento. Por favor,
esta en libertad de preguntarme sin importar que sea, lo importante es que no tenga dudas

sobre la investigacion.
Propdésito de la prueba

El propdsito del estudio es optimizar el método de deteccion de las variantes genéticas
de un solo nucledtido del gen fshr, asi generar una herramienta de analisis genéticos para

estudio posteriores.

La infertilidad es la incapacidad de lograr un embarazo tras mantener relaciones

sexuales sin proteccion durante un afio. Afecta a aproximadamente al 15% de la poblacién
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en general, y algunas de sus causas son de origen genético. Para poder estudiar esto, el primer
paso es optimizar una técnica de deteccion molecular de las variantes genéticas, para
posteriormente determinar si en la poblacion de Guatemala existen variantes genéticas del

receptor de esta hormona.
Seleccion de participantes:

Estoy invitando a 10 personas a participar en el estudio, de a todas aquellas personas
mayores de edad que sean colaboradores o estudiantes activos de la Universidad del Valle de
Guatemala, que no tengan problemas o enfermedades bucales y que no hayan fumado,

comido o masticado chicle una hora antes.
Criterios de inclusion y exclusion:

Invito a participar en nuestro estudio a todas las personas mayores de 18 afios
pertenecientes a la Comunidad UVG, que no tengan ninguna enfermedad bucal o bien hayan
fumado o comido una hora antes de la toma de muestra, ya que esto puede comprometer los

resultados de la prueba, y no deseamos general falsas especulaciones.
Participacion y retiro de voluntarios

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no en el estudio. Si usted no quiere participar o acepta participar y mas adelante
ya no se siente comodo en el estudio o decide retirarse, debe comunicarmelo para que le
entregue los resultados obtenidos hasta el momento a partir de su muestra. Ademas, para que
destruya cualquier sobrante de su muestra. Si no quiere participar o decide retirarse, no tendra

consecuencias en su trabajo o con sus profesores.
Procedimiento y protocolo

Si decide participar en el estudio, le pediré una muestra hisopado oral, que consiste
en frotar la mejilla internar con un hisopo de alginato por 30 segundos. Esto lo haremos en
un lugar privado del laboratorio C1-101. Al terminar el estudio todas las muestras seran

destruidas incluido cualquier remanente de ADN.
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Riesgos:

No hay riesgo para usted para latoma de la muestra. EI Ginico riesgo es que se perdiera
la confidencialidad de su informacion y resultados. Sin embargo, para que eso no suceda,
utilizaré un cddigo en la base de datos y en su muestra, y no usaré su nombre ni otra

informacion suya.
Molestias:

Al participar la nica molestia que podria sentir es resequedad en los labios y boca,
sin embargo, esto pasara rapidamente bebiendo agua.

Beneficios:

No hay ningun beneficio directo para usted por participar en el estudio. Si bien podra
conocer qué variantes genéticas posee para el receptor de la hormona, esta informacion no

puede relacionarse directamente a problemas relacionados con la fertilidad.
Confidencialidad:

Su nombre y otros datos personales estaran bajo el cuidado del investigador y no se
compartiran con nadie. Sus datos, muestras y el resultado de las pruebas no tendran su
nombre, sino que un cédigo que solo el responsable del estudio conocera. Este documento se
encontrara bajo llave en dominio del investigador, quién las tendra bajo llave en la oficina de

Su casa.
Notificacion de resultados:

Aproximadamente dos meses después de la toma de muestra le enviaré un correo
electronico con el resultado de la prueba. Este consistira en la variante genética que usted

tiene para el gen del receptor de la hormona foliculo estimulante (FSHR)
Compensacién econémica

No se dard ninguna compensacion econémica por su participacion en el estudio.

Unicamente le otorgaremos un pin y un caramelo por la participacion.
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Conflicto de intereses
El investigador declara que no tiene conflicto de interés para realizar el estudio.
Notas aclaratorias:

Si no comprende alguna de la informacién proporcionada o tiene dudas sobre su
participacion en este estudio no firme el consentimiento. Haga las preguntas hasta que le
queden resueltas, puede hacer las preguntas al momento de leer el documento o bien, si mas
tarde surgen nuevas dudas, puede contactar al responsable del estudio Jaime Lopez al
teléfono 54855865. Si tiene dudas sobre sus derechos como participante en el estudio puede
contactar al presidente del comité de ética que revisod y aprobo este protocolo, Prof. Dr.
Elfego Rolando Lopez Tel: 2364-0336 al 40 ext: 21346.

Si usted firma el consentimiento, aceptando su participacion en el estudio, recibira
una copia con su firmay la del investigador, con la fecha respectiva a la toma de muestra. Su

firma no implica pérdida de sus derechos de acuerdo con las leyes del pais.
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Anexo 6. Declaracion del consentimiento informado.
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA

Consentimiento informado

Optimizacion de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
identificacion por secuenciacion de Polimorfismos de un Solo Nucle6tido (SNP) en el gen
Follicle Stimulating Hormone Receptor (fshr) en una poblacion adulta de la comunidad de

la Universidad del Valle de Guatemala

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a participar en la investigacion sobre la determinacion de las
variantes genéticas de la hormona foliculo estimulante. Entiendo que proporcionaré una
muestra de hisopado oral. He sido informado sobre los riesgos del estudio. Participaré porque
soy miembro de la comunidad de la Universidad del Valle de Guatemala y me limité a no
comer, fumar y masticar chicle antes y durante la toma de mi muestra, debido que esto puede
comprometerla. Estoy consciente que hay no beneficios directos ni remuneracion por mi
participacion. Se me ha proporcionado el nombre del investigador y sus contactos de teléfono
y correo electronico. He tenido la oportunidad de preguntar dudas acerca del estudio y me
han contestado satisfactoriamente. Consiento voluntariamente participar en este estudio y
entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que

me afecte de ninguna manera.

Nombre del participante:

Fecha:

Firma del participante:

Cadigo:

Nombre de la persona responsable del consentimiento:

Fecha:

Firma del responsable del consentimiento:
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Anexo 7. Encuesta que se les paso a los participantes para recopilar sus datos.
https://es.surveymonkey.com/r/'Y MJW8PR.

Recopilacion de datos para participar en el estudio

PREVALENCIA DE POLIMORFISMOS ASOCIADOS AL GEN (FSHR) EN
HOMBRES Y MUJERES DE LA UVG

Si usted esta realizando esta encuesta es porque tiene la intencion de participar en nuestro
estudio. La infermacion que proporcione solo sera del dominio de los responsables del
estudio y nadie mas. Es totalmente confidencial. Después de haber proporcionado su
informacion y nosotros contactarle, usted pudo cambiar de opinion y es totalmente libre de
abandonar el estudio, nosotros eliminaremos su informacion.
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Anexo 8. Diagrama de flujo del proceso de extraccion del PureLink® Genomic DNA Kit.

Agregar 20ul de Proteinasa K, transferir de 200-
600ul del hisopado bucal y agregar un volumen
igual buffer de lisis e incubar a 55°C por 10 min.

Transferir el contenido del tubo a una columna
PureLink e introducirla en un tubo de recoleccion.
Centrifugar a 10000xg por 1 min, descartar el tubo
de recoleccion con el sobrenadante.

Agregar 500ul de Wash Buffer 1 y colocar un
nuevo tubo de recoleccion y centrifugar a 10000xg
por un minuto y descartar el tubo de recoleccion
con el sobrenadante.

Agregar 500ul de Wash Buffer 2 y colocar un
nuevo tubo de recoleccion y centrifugar a 10000xg
por un minuto y descartar el tubo de recoleccién
con el sobrenadante.

with wash Bumer 2

Colocar la columna en un tubo de 1.6ml estéril y
agregar 100ul de buffer de elucién, incubar 1 mina
temperatura ambiente y centrifugar la velocidad
méaxima por un minuto. Y almacenar el
sobrenadante.

-3 &) -§ &) 9 &) —
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Anexo 9. Diagrama de flujo del proceso de extraccion del MagMAX™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit.

¢
Y Agregar 235ul de buffer de lisis a un Bead
“*1‘ tube
7/
3
< Agregar 175ul de la muestra y agitar por
& 15 min, idealmente en un agitador
J’ magnéticos.
v ; Centrifugar a 8000g por 1 min o bien
o utilizar un iman para recuperar el boton
\’:7 con las perlas magnéticas
GROOOOARRRRE Transferir 115ul de muestra a pozo en la placa de 96 pocillos.
HIHY . :
L!fy‘g?i%%lif Agregar 65ul de isopropanol al 100% y mezclar por 1 min.

Agregar 20ul la mezcla perlas magnéticas y mezclar por 5 min.

4

FANAARARNANN
LB LR R LR

_1 | jj éé éulu: Capturar las perlas magnéticas con un iman y cuidadosamente descartar el

F=f=

/£555aEa0ReR \ sobrenadante.
P
A 4
WASH 2X Lavar dos veces con 150ul con Wash solution 1.
v
WASH 2X Lavar dos veces con 150ul con Wash solution 2.
L 4
i R Secar las perlas magnéticas, agitando por 2 min.
R rasp g g P

Agregar 20-50ul de buffer de elucién precalentado a 65°C y mezclar por 3 min.

Capturar las perlas magnéticas y transferir el sobrenadante a un tubo de
almacenamiento.
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Anexo 10. Diagrama de flujo del proceso de extraccion del High Pure PCR Template
Preparation Kit.

Agregar 200ul de Binding Buffer,
40ul de proteinasa K, 200ul de
tejido salival e incubar por 10 min
a 70°C+

Agregar 100ul de isopropanol y
mezclar  hasta  homogenizar.
Seguido trasladar el contenido a un
tubo con filtro y centrifugar a
8000g por 1 min.

Agregar  500ul de Inhibitor
Removal Buffer y mezclar hasta
homogenizar. Seguido trasladar el
contenido a un tubo de decantacion
y centrifugar a 8000g por 1 min.
Descartar el sobre nadante.

Agregar 500ul de Wash Buffer y
mezclar  hasta  homogenizar.
Seguido trasladar el contenido a un
tubo de decantacion y centrifugar a
8000g por 1 min. Descartar el
sobre nadante.

.

Agregar 500ul de Wash Buffer y
mezclar  hasta  homogenizar.
Seguido trasladar el contenido a un
tubo de decantacion y centrifugar a
8000g por 1 min. Descartar el
sobrenadante.

Agregar 50ul de Elution Buffer
precalentado a 70°C y mezclar
hasta  homogenizar.  Seguido
trasladar el contenido a un tubo de
recoleccion. y centrifugar a 13000g
por 1 min.

-3 &) - & g =) — -
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Anexo 11. Protocolo de trabajo del Platinum™ Il Hot-Start PCR Master Mix (2X) de
Invitrogen.

Descongelar v
homogenizar los
reactivos.

v

Preparar el master
mix de la siguiente
manera:

v

Para 50 ul:
Platinium master mix
25 ul, 10 ul de
enhancer ¥ 15 ul de
agua libre de
nucleasas.

v

Agregar el ADN
plantilla y los
primers.
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Anexo 12. Diagrama de flujo del proceso de cuantificacion de ADN de doble hebra por

Quantus FluorometerTM.
Armary encender &l

equipo.
. Freparar las
Preparar el estandar. Preparar el blanco. muestras
En un tubo de 0.5mil En un tubo de 0.5ml,
agregar 2ul de Enreunartubzu%nﬁm;l agregar 2ul de la
estandar v 200ul de G?Jar?tiflnur one muestra y 2000 de
Cuantiflour Cne ’ Cluantiflour one

!

Incubar por 5 minutos

en oscuridad y/o

tapar con papel
aluminio.

v

Calibrar &l equipo.

!

En = equipo
seleccionar
‘protocolo” y después
calibracion

|

Leer blanco, seguido
lzer el esténdar vy
presionar guardar.

!

Leer mas muestras y
anotar los
resultados.

L J

Apagar el equipo.
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Anexo 13. Procedimiento de andlisis de secuencias.

Ingresar 3 Chastal Omesa

)

Elegir tipn 32 secusncia

3= Insertan las secuencias
Jforward v meverse para
obtener la secusncia

[ AT OO ED.
En l:u.ad:n I'l::]:mat-:- de Pretio a analizar estas 5e deben ravizar log
secwencias subir el archivo » cigz =2 debe phtener aleciroferosramas para
FASTA o=t segn &l -mmae . R evaluar =1 laz 17 2l ez una
formato de 13 sscusncia. ’ baze defimida.

¥

En =l pazo dos alezir £]
formato con 2l que se desea
obtener los resuliados de

em gste caso 3e s ClustalF
WITH cHOFACIEr COLOTs

Con 13 secusncs consensg
de cada fragrmento {(Foreard
v reverse) se alinean para

335 serina’serina

alinsamisnto verificar el consenzo.
Habd ; verificado Ia Secuenciaz blanco:
SeCuencla Consensg 38 NN: asparaging/asparagina (PENCACCAATHGT
empiezan a buscar la - 3}: 2 EJ.-':uEi.ua.]' il (SNICACCANTGGET
secuencia blanco.  eparasina senina (S2)CACCAGTGGT

v

Zemzresa 13 secusncias
Jorward conzenso ¥ las tres
gecuencias blamcg.

v

Ze verifica cosl de las tres
secusncias es 100%%
complementanis v a1 38
detenmina la vanante
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Anexo 14. Comunicacién de resultados.
12 de marzo del 2020

Estimado (a) nombre del (la) participante:
El dia 9 de octubre usted voluntariamente nos proporcion6 una muestra de hisopado
bucal en el laboratorio de Bioquimica C1-101 de la Universidad del Valle de Guatemala.
Le notificamos que el resultado obtenido fue el polimorfismo heterocigoto para serina y
asparagina en la posicién 680 del gen que codifica para el receptor de la hormona
foliculoestimulante (FHSR por sus siglas en inglés).
Genotipo

asn/ser

Le recuerdo que hasta la fecha no se han realizado estudios en Guatemala y el
resultado puede no tener ninguna implicacion médica.

Le agradecemos su participacion en el estudio. EI 16 de enero la muestra que nos
otorgo fue destruida. EI consentimiento que vincula su informacion personal con la muestra
sera destruido primera semana de junio.

A continuacion, se presentan los resultados globales del estudio.

Comparacion entre los estudios mundiales y el presente
48.8 50

50
540 302 30
: >
o
“ T
0
NN NS ss

Genotipos evaluados
m Poblacion mundial ~ m En este estudio
NN: homocigoto dominante para asparagina

NS: heterocigoto asparagina/serina

SS: homocigoto recesivo serina

Cualquier duda o consulta puede responder a: lop5530@uvg.edu.gt o bien al 54855865 via
WhatsApp.
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Anexo 15. Electroforesis en gel de agarosa al 2.50% de productos de PCR de un
fragmento amplificado del fshr.

Jfshr
|

E 2512 05 0.2 C-

: } Bandas inespecificas
600pb—§E= 520pb

Gel de agarosa al 2.50% con 5 ul cargados para cada una de las muestras y 5 pl de
escalera Tracklt 100pb (Invitrogen). En donde: 2.5, 1.2, 0.5, 0.2 son las concentraciones de
cebadores en milimoles (mM), C- control negativo. La flecha roja a la derecha indica la banda
esperada con su peso molecular en pares de bases. Las condiciones de esta reaccion son:
Mastermix Platinum 2X 12.5 ul, enhancer Platinum 2X 5 ply 1 pl de ADN.
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Anexo 16. Datos utilizados y criterios evaluados para la prueba de McDonald-
Kreitman.

Secuencia 1 AAT] GTC ACC A ceT [1de AQr T
Secuencia 2 CGA|] GIC AcCC A GGT |TqCc |Aqr T
Secuencia 3 AGA] GIC ACC A GGT |TCc |qr T
Secuencia 4 AGA] GTIC AcCC A GGT |TqCc |qr T
Secuencia 5 AGA] GIC ACC A GGT |TgCc |qr T
Secuencia 6 AGA] GTIC AcCC A GGT |TqCc jqr T
Secuencia 7 AGA] GTC ACC A GGT |TgC |Aqr T
Secuencia 8 AGA] GTC ACC AGT GGT |TC |Aqr T
Secuencia 9 AGA] GTIC ACC A5G GGC JATC I TAG |
Secuencia 10 AGA] GTC ACC AAT GGT JTQC JACr TAC
Pan troglodytes |AGA] GTC ACC Al GGT |IgCc |pgr T

En los recuadros rojos se muestra los sitios de variacion, y en el reCuadro verde el
coddn de interés. Donde se observa el cambio de base y es una mutacién no sinénima (dos

los cambios en la segunda base se consideran no sinGnimos).
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14. GLOSARIO

FSH: Follicule-stimulating hormone

rFSH: Recombinant follicule-stimulating hormone
fshr: gen Follicule-stimulating hormone receptor
FSHR: Follicule-stimulating hormone receptor
EOC: Estimulacion Ovérica Controlada

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

PCR: Polymerase Chain Reaction
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