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RESUMEN

La hormona luteinizante (LH) es un componente fundamental del eje reproductivo. Existen
cinco variantes de secuencia en el gen de la LH relacionadas con alteraciones en el ciclo
menstrual, retraso de la pubertad o infertilidad. En México no existen estudios que evallen
los cambios de secuencia en el gen de la LH, ni la frecuencia con la que estan relacionados
con la infertilidad, por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar mutaciones y/o
polimorfismos en el gen de la LH causantes de infertilidad primaria. Se incluyeron en el
estudio 25 hombres y 25 mujeres sanos con fertilidad probada, asi como 25 personas con
diagnostico de infertilidad primaria idiopética. Para evaluar el estado de salud se realiz6 un
examen medico, determinaciones bioquimicas y hormonales. Las gonadotropinas y
esteroides sexuales se cuantificaron por ensayo inmunoradiométrico o radioinmunoensayo,
respectivamente. El estudio molecular consisti6 en la evaluacion de cada uno de los
exones de la LH por PCR-SSCP y secuenciacién. Las pruebas bioquimicas y las
determinaciones hormonales se encontraron dentro de los rangos normales y son
congruentes con la seleccion de los pacientes y controles. En el analisis molecular se
encontraron cinco cambios de secuencia ya informados en la literatura, el primero en la
zona intronica (Cgge-T) Y lo otros cuatro en el exén 2, dos de los cuales fueron los cambios
sinbnimos Gi018-C (Pro), Cio34-A (Val), mientras los otros dos fueron los cambios asociados
Trp®Arg e 11e'®Thr. Adicionalmente, se evalué la actividad biolégica in vitro de las variantes
encontradas por medio de un bioensayo utilizando células HEK-293 que expresaban el
receptor recombinante de LH, se determiné la cantidad de AMPc producido en respuesta al
estimulo con la LH presente en el suero de los pacientes y controles. La potencia biolégica
in vitro se expres6 como el cociente bioactividad/inmunoreactividad (B/l), no hubo
diferencia significativa en la relacién B/l entre las muestras de los portadores de las
diversas variantes de LH. No se detectaron mutaciones o variantes en la LH que pudieran
ser la causa directa de infertilidad en los pacientes analizados. En conjunto los resultados
moleculares y las pruebas de potencia bioldégica muestran que los cambios encontrados
son polimorfismos que no afectan la actividad de la hormona. Es importante resaltar que
este estudio nos permitié conocer las variantes de secuencia del gen de la LH presentes en

la poblacion mexicana.



1. INTRODUCCION

Las células requieren mecanismos de comunicacion inter e intracelular para asegurar una
respuesta coordinada que se ajuste a los cambios constantes en el ambiente interno y
externo, dos sistemas que se encuentran estrechamente involucrados en la realizacién de
estas funciones son: el sistema nervioso y el sistema endocrino, estos sistemas trabajan de
manera coordinada por medio de cascadas o ejes hormonales para regular la sintesis y
secrecion hormonal (1). En cada nivel de jerarquia dentro de los ejes hormonales existe la
posibilidad de retroalimentacion negativa, esto significa que una elevada concentracién de

las hormonas secretadas puede inhibir su propia liberacion (2).

1.2 Eje hipotalamo-hipéfisis-gbnada

La funcion reproductiva se encuentra controlada por el eje hipotalamo—hipofisis—gonada
(HHG). El hipotalamo es un componente del sistema nervioso central que regula, entre
otras funciones, la secrecidn de las hormonas hipofisarias (3). La glandula hipdfisis se
divide en adenohipdfisis (hipdfisis anterior) y neurohipdfisis (hipéfisis posterior), la secrecion
de las hormonas adenohipofisarias esta controlada por medio de factores liberadores e
inhibidores hipotalamicos. En la adenohipdfisis son secretadas la hormona luteinizante (LH)
y la hormona foliculo estimulante (FSH), también llamadas gonadotropinas, estas
hormonas regulan la funcién gonadal y reproductiva. La sintesis y secrecién de LH y FSH
se lleva a cabo en las células llamadas gonadotropos, bajo control de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (4). La GnRH es un decapéptido secretado por las
neuronas productoras de GnRH en el hipotdlamo, esta hormona se libera en pulsos, la
frecuencia de los mismos difiere a lo largo de las diversas etapas de desarrollo, por ejemplo
en ninas prepuberes la frecuencia de los pulsos es de uno cada 3-4 horas, mientras que en
la mujer adulta dicha frecuencia es de un pulso cada 90-100 minutos en la fase temprana
folicular y de uno cada 60 minutos en la fase folicular tardia. La naturaleza pulsatil de la
secrecion de la GnRH resulta en la liberacién en fases de la LH y FSH. La vida media de la
GnRH en el humano, es menor de 10 minutos (5,6). Una vez liberada, la GnRH es

transportada por los vasos sanguineos hipotalamo-hipofisarios hacia la adenohipdfisis, en



donde se encuentran los gonaddétropos, las células encargadas de la sintesis y secrecion
de LH y FSH, en estas células existen receptores especificos para GnRH (GnRHr). El
receptor para GnRH es una proteina que posee 7 dominios transmembranales, acoplada a
proteinas G y cuya sefializacidén se ejerce via fosfolipasa C, provocando la movilizacién del
Ca?* intracelular, estimulando la sintesis y liberacién de las gonadotropinas (7,8). La LH y
FSH son miembros de la familia de hormonas glucoproteicas por lo que comparten
caracteristicas estructurales y bioquimicas, estas hormonas estan compuestas por dos
subunidades asociadas de manera no covalente denominadas a y 3. La subunidad a es
comun para todas las hormonas glucoproteicas, mientras que la subunidad 3 es especifica
para cada hormona y les confiere la actividad biolégica. Es importante resaltar que
unicamente el dimero posee actividad bioldgica (9). Una caracteristica de estas hormonas
es la presencia de fracciones de carbohidratos en ambas subunidades, en la subunidad a
se encuentran dos grupos de carbohidratos en los residuos Asn 52 y Asn 78, en la
subunidad B se encuentra un grupo para la LH Asn 13 y dos para la FSH Asn 13 y Asn 30
(10). Los residuos de azucares presentes en estas hormonas son importantes para el
plegamiento y ensamblaje de las subunidades, asi como para regular su vida media en
circulacién (11). La LH y la FSH actuan en los ovarios y testiculos regulando la sintesis de
hormonas esteroides y la gametogénesis, los mecanismos seran discutidos mas adelante.
Los esteroides y péptidos gonadales secretados bajo influencia de las gonadotropinas
actuan a nivel hipotalamico e hipofisiario regulando positiva 0 negativamente la secrecion
de LHy FSH (12).



1.3 Accidn de las gonadotropinas en el testiculo

Los testiculos se alojan en la cavidad escrotal, estan formados por los tubulos seminiferos,
los cuales se integran por tres tipos celulares: las células de Leydig, epiteliales y de Sertoli,
en donde se lleva a cabo la esteroidogénesis y espermatogénesis, ambas funciones estan

reguladas por el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo (H-H-T) figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica del eje Hipotadlamo-Hipofisis-Testiculo

Como se menciond la sintesis y secrecion de LH y de FSH dependen de la liberacién de
GnRH en el hipotalamo, esto se ha demostrado mediante la medicién directa de GnRH y
LH en ratas, en donde se observa un alto grado de concordancia entre los pulsos de
secrecion de GnRH y LH. La FSH también es secretada bajo el estimulo de GnRH, sin
embargo, no es tan clara la manera en la cual el patrén de secrecién de FSH depende de la
pulsatilidad de GnRH (13). La LH estimula la producciéon de andrégenos en las células de

Leydig y de los factores regulatorios no esteroideos (inhibina y activina), mientras que la



FSH se une a su receptor especifico en las células de Sertoli y estimula los eventos
tempranos en la espermatogénesis, incluyendo la proliferacién de las espermatogonias y la
meiosis, aunque la maduracion completa de las espermatides requiere de la testosterona
(14). Los receptores de FSH y LH utilizan una via de sefalizacién semejante, ambos son
proteinas de 7 asas transmembranales acopladas a proteinas G las cuales al ser activadas
promueven un incremento en la produccion de AMPc, este segundo mensajero libera la
subunidad catalitica de la proteina cinasa A (PKA), permitiendo la fosforilacion de
numerosas proteinas intracelulares que actuan como activadores transcripcionales, esta
cascada de eventos impulsa la maduracion espermatica y la sintesis de hormonas
esteroides sexuales (15). La secrecion de LH y FSH es inhibida por retroalimentacion
negativa, la elevacion de los esteroides sexuales suprime la liberacion de GnRH en el
hipotalamo y de gonadotropinas en la hipdfisis (16). Existen otras proteinas que participan
en la regulacion del eje H-H-T, la inhibina, un inhibidor no esteroide de la liberacién de FSH
y la activina que estimula la secreciéon de FSH. Se han identificado dos formas de inhibina
la Ay la B, ambas son heterodimeros que constan de una subunidad o y una de las dos
subunidades 3, BA o BB. Los heterodimeros y homodimeros de las dos subunidades 3 son
llamados activinas y se designan como activina AB (heterodimeros) y activina A o B
(homodimero de § Ao B) (17,18).

1.4 Ciclo ovarico

Los ovarios pueden ser divididos en dos compartimentos, la region periférica llamada
corteza y la regién central o médula. La corteza contiene estructuras foliculares en
diferentes estadios de desarrollo y la médula estd compuesta principalmente por vasos
sanguineos, nervios y fibras musculares (19). Estos 6rganos poseen dos funciones
fundamentales: la produccion de gametos (ovogénesis) y la sintesis de hormonas

esteroides (esteroidogénesis).

Al comienzo de la pubertad se tienen aproximadamente 300,000 foliculos, de esta gran

cantidad solo 400 o 500 maduraran durante la vida reproductiva de una mujer. Entre la



pubertad y menopausia de una mujer se libera un ovocito maduro cada 28 dias, este
evento depende de la actividad ciclica del ovario, la cual es controlada por los
componentes del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (H-H-O) figura 2. Para su estudio el ciclo

ovarico puede dividirse en tres fases: folicular, ovulatoria y lutea (20).
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Figura 2. Representacion esquematica del eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario

Fase folicular. La fase folicular comienza con la diferenciacion de la membrana basal que
rodea al foliculo, la llamada membrana granulosa que forma una barrera entre las células
foliculares y el estroma. Se incorporan alrededor del foliculo dos capas celulares que se
derivan del estroma: las células de la teca interna y externa. Esta fase se caracteriza por el
crecimiento terminal de un foliculo y la proliferacién de las células epiteliales del endometrio
debido al aumento en la secrecion de estradiol. El crecimiento folicular es iniciado por
varios foliculos pero sélo uno termina el proceso de desarrollo, mientras en los otros se
llevan a cabo procesos degenerativos o de atresia, existe poca informacién acerca de los
factores responsables de los cambios y la organizacién folicular, asi como de los
mecanismos que determinan cuantos y cuales foliculos iniciaran su desarrollo en un ciclo
(21).



Para que se lleve a cabo la ovulaciéon es necesario que el foliculo atraviese varias fases de
maduracién, dichas etapas son: foliculo primordial, preantral, antral y dominante o

preovulatorio (22).

Foliculo primordial. En esta etapa de maduracién el ovocito primario se encuentra rodeado
de una capa de células de la granulosa. Los mecanismos de iniciacién del crecimiento de
los foliculos primordiales aun no se conocen, pero se sabe que crecen de manera
independiente de las hormonas gonadotropinas hasta un tamafio de 0.2 mm y se ha
descrito la participacion de diversos factores de crecimiento como: el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), el factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF) | y II, el factor transformante del crecimiento 3
(TGF B), el factor de crecimiento y diferenciacion 9 (GDF 9). Todos estos factores y sus
receptores son sintetizados en los foliculos que se encuentran en crecimiento, pero no en

los que permanecen quiescentes (23,24).

Foliculo preantral. Durante este periodo el ovocito va aumentando de tamafio y proliferan
las células de la granulosa, las cuales se van organizando en varias capas y comienzan la
secrecion de mucopolisacaridos que forman la zona pelucida, una membrana translicida
que rodea al ovocito. Las células de la teca comienzan a organizarse y a formar parte del
foliculo. Esta etapa del desarrollo folicular se caracteriza por una gran producciéon de
estrégenos en las células de la granulosa, debido al proceso de aromatizacion, la
produccion de estrégenos esta limitada por el numero de receptores de FSH en el foliculo.

Los receptores de FSH aparecen en el foliculo hasta la etapa de foliculo preantral (25).

Foliculo antral. En esta etapa el foliculo aumenta hasta 15 veces su tamano por
ensanchamiento del antro folicular y por un aumento acelerado en la proliferacion de las
células de la granulosa, las cuales incrementan hasta 600 veces su numero, el foliculo
adquiere un sistema arterial y de vasos linfaticos. Esta fase del crecimiento depende de
gonadotropinas, bajo la accion sinérgica de los estrogenos y de FSH se incrementa la
produccion de las secreciones foliculares que se van acumulando dentro de los espacios

intracelulares de las células de la granulosa y posteriormente confluyen hasta formar una



cavidad o antro (26). El liquido folicular es rico en hormonas esteroides, proteinas,
proteoglicanos y electrolitos. Dentro del foliculo la sintesis de hormonas esteroides se
encuentra compartamentalizada formando un sistema de dos células dos gonadotropinas.
Los receptores de FSH estan presentes solo en las células de la granulosa y los receptores
de LH predominan en las células de la teca. Las células de la teca en respuesta a la LH
producen androgenos que pueden ser convertidos a estrogenos a través de la
aromatizacion inducida por FSH en células de la granulosa, ya que la enzima P450
aromatasa solamente se expresa en estas células. La enzima 172-hidroxilasa/17-20
desmolasa se expresa unicamente en las células de la teca y es necesaria para convertir

sustratos de C-21 como pregnenolona y P a andrégenos C-19 como androstenodiona (27).

El foliculo dominante madurara completamente, al parecer el incremento en este foliculo de
la sintesis de estrogenos produce la disminucién de FSH y como consecuencia los foliculos
no dominantes no son capaces de continuar su desarrollo, ya que no son capaces de
continuar la sintesis de estrégenos. Estas alteraciones en los foliculos no dominantes

inducen cambios atrésicos y experimentan apoptosis (muerte celular programada)(28).

Ovulacion. Es el proceso por el cual se expulsa a la cavidad peritoneal el ovocito maduro.
El incremento en la cantidad de estradiol que es secretado por el foliculo dominante induce
un pico preovulatorio de LH, el aumento de esta gonadotropina es el desencadenante de la
ovulacion, ya que provoca un aumento en el flujo sanguineo, edema local, liberacion de
prostaglandinas y produccion de acido hialurénico en las células del estrato granuloso,

isquemia de la pared ovarica y rompimiento de las paredes del foliculo (29,30).

Fase lutea. Una vez ocurrida la ovulacion, las células de la granulosa junto con las células
de la teca que las rodean y la rica vasculatura que se formd previamente dan lugar a la
formacion del cuerpo Iluteo o amarillo. Entre los cambios que experimentan estos
componentes del foliculo se encuentra la luteinizacion de las células de la granulosa, la
cual se caracteriza por un aumento en el tamafio de las células y la presencia de
inclusiones lipidicas en el citoplasma. El cuerpo luteo es el mayor productor de

progesterona, al final de la fase lutea si no ocurre el embarazo el cuerpo luteo se retrae y



disminuye la produccion de progesterona, estradiol e inhibina. EI endometrio se desprende
resultando en la menstruacion y finalmente los niveles de FSH se incrementan permitiendo
el inicio de un nuevo ciclo Si ocurre un embarazo el cuerpo luteo se mantiene y no

degenera (31).

1.5 Sintesis de hormonas esteroides

Existen en general 5 grupos de hormonas esteroides: a) mineralocorticoides, los cuales
regulan la retencion renal de sodio, b) glucocorticoides, implicados en el metabolismo de
carbohidratos, c) estrogenos, responsables de las caracteristicas sexuales secundarias
femeninas, d) progestagenos, esenciales para la reproduccion y d) andrégenos, que

inducen las caracteristicas sexuales secundarias masculinas (32).

Los tejidos esteroidogénicos pueden sintetizar colesterol de novo desde acetato, pero
generalmente las células de estos 6rganos toman la mayor parte del colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (33).

Los principales esteroides sexuales son: progesterona, testosterona y estradiol, la fuente
mas importante de estas hormonas son las gonadas. El paso inicial de la esteroidogénesis
es la ruptura de la cadena lateral del colesterol para dar como resultado pregnenolona, esta
reaccion es catalizada por la enzima P450scc (figura 3). Esta enzima se encuentra en la
membrana interna mitocondrial de todas las células esteroidogénicas y es producto del gen
CYP11A1. Su funcidén es la conversidn de colesterol a pregnenolona e involucra tres
reacciones quimicas distintas, la 20a—hidroxilacién, 22—-hidroxilacion y el corte de la cadena
lateral del colesterol en la unién entre los carbonos 20 y 22 dando pregnenolona y acido

isocaproico (34).

Una vez producida la pregnenolona sale de la mitocondria y puede seguir una de dos vias
denominadas A5 y A4. La pregnenolona y otros esteroides se denominan A5 porque
poseen un doble enlace entre los carbonos 5 y 6, mientras que la progesterona, los

glucocorticoides, los mineralocorticoides y los andrégenos se denominan A4 porque tienen



un doble enlace entre los carbonos 4 y 5. De esta manera la pregnenolona puede sufrir una
17a-hidroxilacion catalizada por la enzima P450c17 dando como resultado la 17 a-OH-
pregnenolona o ser transformada en progesterona, por la enzima 3[B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B3-HSD) que se encarga de convertir la pregnenolona en progesterona
catalizando la isomerizacién del doble enlace del anillo B al anillo A y la 3p-hidroxiesteroide

deshidrogenacion (32,33).

La progesterona es transformada a androstendiona por accion de la 17a-hidroxilasa
(P450c17). La androstendiona pasa a testosterona por accién de la enzima 17f3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa mediante una reaccion reversible. La testosterona puede

ser convertida a estradiol por medio de la enzima P450 aromatasa (34).
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Figura. 3 Sintesis de esteroides sexuales.
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1.6 Infertilidad

La infertilidad se define como la incapacidad de una pareja para lograr un embarazo
después de 12 meses de relaciones sexuales sin proteccion y afecta a una de cada diez
parejas que desean formar una familia. En México se estima que 3 millones de personas

tienen este padecimiento (35).

Se conocen al menos dos clasificaciones de infertilidad, en la primera clasificacién se
define infertilidad primaria, como aquella en la cual no han ocurrido embarazos previos e
infertilidad secundaria, cuando han ocurrido embarazos previos aunque no necesariamente
nace un producto vivo, en la segunda clasificacion se utiliza el término infertilidad primaria
cuando unicamente existen alteraciones en el sistema reproductivo e infertilidad secundaria
cuando esta es consecuencia de una enfermedad ajena al sistema reproductivo (36).

Dentro de las causas de infertilidad se encuentran los factores hormonales, inmunoldgicos,
psicolégicos, la edad avanzada, obesidad, enfermedades infecciosas, cirugias obstructivas
o puede estar relacionada con diversas alteraciones cromosémicas (Sindrome de Turner,
Down, Klinefelter, etc.), defectos en la sintesis de hormonas esteroides y trastornos
metabdlicos (37). A pesar de los grandes avances de la medicina, el 20% de los casos de
infertilidad es clasificado de origen idiopatico, como resultado el tratamiento que reciben los

pacientes es prolongado y poco exitoso (38).

1.7 Variabilidad genética

Cada ser humano posee una copia del genoma unica, a pesar de que se comparte un
99.9% de la secuencia, estas pequenas variaciones resultan en caracteristicas particulares
para cada individuo tales como apariencia fisica, susceptibilidad a enfermedades o

respuesta a tratamientos farmacoldgicos (39).
Existen diversos tipos de cambios en el DNA, entre los que se encuentran las mutaciones

definidas como un cambio en la secuencia del DNA que se puede heredar a la

descendencia y tiene un efecto sobre la funcién de la proteina.
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Otro de los cambios comunes son los polimorfismos, que son cambios en la secuencia del
DNA presentes con una frecuencia > 1%. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s),
son los mas comunes de estos cambios, son variaciones de un solo nucleétido en la
secuencia del DNA (40). Gracias al proyecto del genoma humano se han descubierto
102,719 SNP’s (http://snp.cshl.org), aunque se calcula que existen aproximadamente
300,000 con diferente distribucion y frecuencia entre las poblaciones del mundo. A pesar de
que estos cambios son comunes han sido asociados con el aumento significativo del riesgo
genético de padecer enfermedades comunes, como en el caso del alelo APOE*E4 en la
enfermedad de Alzheimer, el cual con una frecuencia del 10-20%, explica el riesgo de

padecer esta enfermedad en la mitad de la poblacién susceptible (41).

El estudio de las variantes genéticas comunes y su relacion con la susceptibilidad a
enfermedades requiere la caracterizacién de la variacidon genética en cada una de las
poblaciones humanas vy la realizaciéon de estudios de asociacion en los genes candidato
(42).

1.8 Mutaciones y polimorfismos de los principales componentes del eje

hipotalamo-hipofisis-gonada

Existe un componente genético en gran parte de las diversas formas de infertilidad y
subfertilidad, sin embargo, aproximadamente el 30% de los casos de infertilidad son
clasificados como de origen idiopatico, muchos de estos casos pueden ser explicados por
mutaciones en genes que regulan la funcion reproductiva, como los genes de las
gonadotropinas y sus receptores (43,44).

El conocimiento profundo de las alteraciones del DNA y los patrones de expresion en los
genes relacionados con estos padecimientos proporcionara estrategias terapéuticas mas
directas (45).

1.8.1 GnRH

El gen de GnRH se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 8 y contiene

cuatro exones. El GnRH es un decapéptido derivado del procesamiento postraduccional de
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una molécula precursora llamada preproGnRH, la cual consiste de 92 aminoacidos. La

preproGnRH se estructura de la siguiente manera: el decapéptido es precedido por un

péptido senal de 23 aminoacidos, el ultimo residuo de 56 aminoacidos se conoce como

péptido asociado a GnRH (GAP) (46). En la tabla 1 se presentan las mutaciones y

polimorfismos conocidos de GnRH y su receptor.

Tablal. Mutaciones y polimorfismos de GnRH

Hormona Mutacion Cambio Fenotipo Fen_otlpo Raton KO Ref.
hombres mujeres
Delecion de 8p Ratones con
No se han delecion de
identificado (47)
GnRH . . . - 8p presentan
mutaciones en hibogonadis
humanos hasta Pog
mo
la fecha
Hipogonadismo
hipogonadotrépico
idiopatico. Poco Hipogonadismo
' desarrollo de los hipogonadotrdpic
Interfieren en la . : NS
union de GnRH genitales (microfalo, o idiopatico
. f criptorquidia, etc.), Ausencia de (48)
GnRHR | 10 mutaciones |y/o las vias de

activacion por IP3
o fosfolipasa C

alteracion del desarrollo
de la pubertad y
resistencia al tratamiento
con pulsos de GnRH.
Azoospermia u
oligospermia

desarrollo sexual
y resistencia a la
estimulacion con
GnRH

1.8.2 Gonadotropinas

Estas hormonas, poseen una subunidad a comun y una subunidad B que les confiere

especificidad biolégica (49). Ambas cadenas son sometidas a modificaciones post-

traduccionales mediante la adicion de oligosacaridos, ligados en posicién N- a residuos de

asparagina (Asn) para las cuatro hormonas y adicionalmente en posicion O- a residuos de

serina (Ser) para la hCG, con diferentes grados de sulfatacion y sialidacion (50).
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a) Subunidad a

La subunidad o es idéntica en las cuatro gonadotropinas y esta codificada por un solo gen
compuesto por cuatro exones y localizado en el cromosoma 6p21.1-23. El RNAmM maduro
posee entre 800 y 900 nucledtidos, los mensajeros son traducidos a un precursor que
contiene un péptido sefal de 24 aminoacidos y la secuencia de 92 aminoacidos
correspondiente a la apoproteina. En la tabla 2 se muestran las mutaciones y polimorfismos

encontrados en el gen de la subunidad o (51).

Tabla2. Mutaciones y polimorfismos en el gen de la subunidad ¢.

Cambio en la

Hormona Mutacion g Raton KO Referencias
funcion
+/- crecen normalmente y
son fértiles
o No se han encontrado (52)

-/- deficiencia severa en el
crecimiento e infertilidad

b) Subunidad B de la FSH

La subunidad f de FSH esta codificada en un gen localizado en el cromosoma 11p13,
contiene tres exones. EIl RNAm codifica para un precursor que incluye un péptido sefal de
20 aminoacidos y un residuo apoproteico de 110 aminoacidos (53). En la tabla 3 se

muestran las mutaciones y polimorfismos de la FSHf

Tabla 3. Mutaciones y polimorfismos el gen de FSHS

Subunidad Mutacién Cambio Eenotlpo Fenptlpo Referencia
ombres mujeres
Virilizan normalmente Homozigotas, presentan
5 mutaciones No es capaz testiculos pequeos ’ retraso de la pubertad, (54 55)
FSHpB (2 hombres y 3 | de formar el azoospermicos FSI-,I sin ausencia de desarrollo ’
mujeres) dimero con o actividad biold ,ica mamario, amenorrea
9 primaria. FSHY, LHT
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c) Subunidad B delaLH

Esta codificada por un solo gen de 1.1 kb, localizado en el cromosoma 19q13.3. Contiene

tres exones, el RNAm posee 700 nucledétidos y codifica para una proteina con un péptido

sefal de 24 aminoacidos y una apoproteina de 121 aminoacidos (56). La subunidad beta

de la LH, posee un alto grado de complejidad estructural debida a la formacion de diversos

puentes disulfuro, la proteina posee 12 residuos de cisteina y en su conformacion

tridimensional no existen grupos sulfhidrilo libres. Algunas de las uniones disulfuro

producidas en esta proteina se encuentran entre los residuos 26-110, 93-100 y 23-72. Al

comparar las subunidades B de las hormonas glicoproteicas se han encontrado dos

regiones constantes, 16-38 y 56-100, las cuales son posibles dominios de unién al receptor

(51). En la tabla 4 se muestran los cambios conocidos en el gen de LH.

Tabla 4. Mutaciones y polimorfismos en el gen de la subunidad g de la LH

Cambio de

Cambio de

Exén Tipo o S Hombres Mujeres Bioactividad [ Inmuno-reactividad | Referencia
nucleétido | aminoé&cido

3 Sentido CA™'G GIn* Ar Auiir;?'itzge No se ha Ausente Normal (57)

equivocado CGG 9 P . detectado

espontanea
Dos T%GC 5
o | Mo | oos | TN | Romsode | Fertidad |, | Ceescader | (5859)
equivocado en lle™ Thr la pubertad | - disminuida F|')fi o
quiy AT'™C ACC especificos
el mismo alelo
Alteraciones 60.61
. A364GT : o (60,61,
Sentido 102 " del ciclo Disminuida
3 equivocado GGT Gly™ Ser Infertilidad menstrual, in vitro Normal 64)
infertilidad

3 S_entldo G%2CA ACA | Ala-3 Thr Actlva~ la via trande_Jcm_on Normal Normal (62,

equivocado de sefiales por IP3 in vitro
2 o o Gly36Asp Retraso de la pubertad e No se ha No se ha estudiado 65.66

infertilidad, hipogonadismo. estudiado ( ) )
Seis No se han reportado

— polimorfismos — — alteraciones Normal Normal (60)
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d) Receptores de LHy FSH

En cuanto a los receptores existen mutaciones activantes e inactivantes, las primeras

causan la activacion constitutiva de la via de sefalizacion, mientras que el segundo tipo

produce la respuesta contraria. En la tabla 5 se muestran las mutaciones conocidas de los

receptores de las gonadotropinas.

Tabla 5. Mutaciones y polimorfismos en los genes de los receptores de LH y FSH

Mutaciones Fenotipo Fenotipo .
; . . Referencia
activantes femenino masculino
FSHR No se presentan alteraciones Pubertad precoz (67).
Pubertad precoz hipersecrecion de
LHR No se ha detectado testosterona independiente de LH (68)
Mutaciones Fenotipo Fenotipo R .
. . . ) eferencia
inactivantes femenino masculino
Masculinizados normalmente,
Ausencia de maduracion folicular, poseen testiculos pequefios a (69,70)
FSHR falla ovarica hipergonadotropica, normales, grados variables de ’
hipoestrogenismo supresion de la espermatogénesis,
pero no presentan infertilidad absoluta.
Amenorrea primaria, la mayor parte
solo presenta menstruaciones Pseudohermafroditismo, hipoplasia de
LHR irregulares, altos niveles de LH, FSH las células de Leydig, produccion de (71,72)
normal, muy bajos niveles de testosterona disminuida
testosterona

Los datos de las tablas anteriores muestran claramente el papel de las variantes de

secuencia de los genes de GnRH, las gonadotropinas y sus receptores en las patogénesis

de la infertilidad primaria y el retraso en el desarrollo de la pubertad. Los estudios

publicados se han realizado principalmente en poblacién caucéasica y la mayoria se

dedicaron a la busqueda de mutaciones reportadas por medio de RFLP. Hasta el momento

no existen estudios en poblacién Mexicana.

16



2. JUSTIFICACION

Las técnicas modernas de biologia molecular han permitido incrementar la
comprension de la funcion reproductiva y las enfermedades relacionadas. La
identificacion de mutaciones en el gen de la LH en individuos con alteraciones en
la funcién reproductiva permitirda aumentar el conocimiento de la manera en la cual
dicha hormona ejerce su funciéon y determinar un mejor manejo terapéutico en
casos de infertilidad primaria en poblacion Mexicana.

3. HIPOTESIS

Se encontraran polimorfismos del gen de la LH especificos para la poblaciéon

Mexicana. En los pacientes con infertilidad primaria es probable que se

encuentren mutaciones en el gen de la LH que expliquen la alteracion.
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OBJETIVOS

Identificar mutaciones y/o polimorfismos de la LH y su posible relacion con la

infertilidad primaria en pacientes mexicanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar las variantes polimérficas del gen de la LH presentes en poblacién
mexicana

- Conocer si existen variantes o mutaciones del gen de la LH relacionadas con la

infertilidad primaria
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseio experimental

Se reclut6 un total de 50 controles fértiles y 25 pacientes, a ambos grupos se les tomo6 una
muestra de 20 mL de sangre, la cual se dividi6 en dos alicuotas, la primera para la
extraccion del DNA y la segunda para pruebas bioquimicas y cuantificaciones hormonales.
Se registraron las medidas de cintura cadera estatura y peso, para calcular el indice
Cintura Cadera (ICC) y el indice de masa corporal (IMC). Una vez extraido el DNA se

realizé el andlisis de PCR-SSCP y secuenciacion, posteriormente

CRITERIOS DE SELECCION
SUJETOS CONTROL

Mujeres

e 25 a40 afos

e ciclos menstruales regulares
Hombres

e 25a55anos

e Seminograma normal

Para ambos sexos:

e Padres y abuelos mexicanos
e Tener por lo menos un hijo

e Perfil hormonal normal
PACIENTES CON INFERTILIDAD PRIMARIA IDIOPATICA
e Pacientes del Hospital Juarez de México

e Diagnostico de infertilidad primaria idiopatica.

El protocolo fue aprobado por el comité de Etica de Investigacion en Humanos del Hospital
Juarez de México. Todos los controles llenaron una carta de aceptacion, en la que dieron

sSu consentimiento de participacion voluntaria en el proyecto (anexo).
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6.2 Determinaciones bioquimicas

Se realizaron pruebas de glucosa, triglicéridos y colesterol, para las cuales se utilizaron

estuches comerciales de Stanbio Laboratory.

Glucosa

El método empleado para la cuantificacion de glucosa se basa en la oxidacién de la
glucosa en presencia de glucosa oxidasa (GOD) a acido gluconico y peroxido de
hidrogeno. El perdxido de hidrégeno formado, reacciona bajo la influencia de peroxidasa
(POD) y 4-aminoantipirina para formar un complejo rojo violeta de quinona. La intensidad

del color es proporcional a la concentracion de glucosa.

Colesterol total

El método utilizado se basa la capacidad de la colesterol esterasa (CE) para hidrolizar los
ésteres de colesterol produciendo colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre asi
producido, mas el colesterol preformado se oxidan en presencia de colesterol oxidasa
(Cox) resultando en colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrégeno. Un cromoégeno
guinonaimina, con absorciéon maxima de 500 nm, se produce cuando el fenol se acopla
oxidativamente con 4-aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD) con peréxido de
hidrogeno. La intensidad del color rojo final es proporcional a la concentracion total de

colesterol.

Triglicéridos

Esta prueba se basa en la accion de la lipasa sobre los triglicéridos produciendo glicerol y
los &cidos grasos. En una segunda etapa el glicerol se fosforila por el adenosin-5'-trifosfato
(ATP) para producir glicerol-3 fosfato (G3P) y adenosin-5-difosfato (ADP) en una reaccién
catalizada por la glicerol-cinasa (GK), de tal manera que el GsP es oxidado por la
glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peréxido de
hidrégeno. Los peroxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia
catalitica de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color rojo. La intensidad

del color rojo final es proporcional a la concentracién total de colesterol.

20



6.3 Determinaciones hormonales

IRMA de LHy FSH

Se utilizaron los siguientes Kits comerciales: DSL-4600 ACTIVE ® LH Coated-Tube IRMA,
DSL-4700 ACTIVE ® FSH Coated-Tube IRMA (Diagnostic Systems Laboratories). El
ensayo inmunoradiométrico (IRMA) es un método no competitivo, en el cual, cuando el
analito (LH o FHS) esta presente se une a dos anticuerpos formando un complejo que
gueda unido a la fase sodlida. El excedente de anticuerpo marcado se elimina por
decantacion y lavado (Miles LEM). Se afadieron 100 uL de los estandares, controles o
muestras problema en el fondo de los tubos correspondientes, se adicionaron 100 uL de
anticuerpos marcados con *?°| a cada tubo. Se incubaron todos los tubos durante dos horas
a temperatura ambiente. Se decantaron todos los tubos, excepto los tubos de cuentas
totales, Se realizaron un tres lavados, excepto a los tubos para cuentas totales. La
radioactividad se determiné6 en un contador gamma (1282 COMPUGAMMA CS, LKB

Wallac) durante un minuto.

RIA de estradiol, progesteronay testosterona

Se cuantificaron por los siguientes kits DPC Coat-A-Count Estradiol, Active®
PROGESTERONE RIA DSL-3900 y Active® TESTOSTERONE RIA DSL-4000.

En la técnica de RIA se tiene una cantidad fija de anticuerpo inmovilizado en un soporte
sélido. La hormona marcada radiactivamente (**°I), compite con la hormona presente en la
muestra a analizar. Después de la incubacién, el antigeno unido se separa del antigeno
libre por decantacion. La cantidad de cuentas es inversamente proporcional a la cantidad
de la hormona presente en la muestra (Abbas Ak). Se afiadieron 100 uL de los estandares,
controles o muestras problema en el fondo de los tubos correspondientes, se adicioné una
cantidad constante de hormona marcada con *#| a cada tubo. Se incubaron todos los tubos
durante dos horas a temperatura ambiente. Se decantaron todos los tubos, excepto los
tubos de cuentas totales. La radiactividad se determind en un contador gamma (1282
COMPUGAMMA CS, LKB Wallac) durante un minuto.
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6.4 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de 10 mL de sangre con 200ul de EDTA (0.5 M)
pH 8.0. Se realiz6 un lavado con solucién sacarosa-triton 2X fria, el boton se lavo con 5 mL
de solucion sacarosa triton 1X. Se adicionaron 3 mL de amortiguador de lisis nuclear y se
resuspendio el precipitado, se afiadieron 108 ul de SDS al 20% mas 100 ul de proteinasa K
(5 mg/mL) se incubd la mezcla a 37°C toda la noche se transfirié a tubos conicos estériles
de 15 mL y se agregé 1 mL de NaCl saturado, se centrifugd a 2,168 g durante 15 min. Se
adicionaron 2 volumenes de ETOH al 100% al sobrenadante, se obtuvo el DNA precipitado,
se lavo con ETOH al 70% moviendo suave la pipeta. Se dejo secar completamente el DNA,
se resuspendié en 200 ul de buffer T/E. Para la cuantificacion de DNA se utilizé una
dilucién 1:200, midiendo su pureza espectrofotométricamente (260/280 nm), teniendo una
relacion de entre 1.7-2.0.

6.5 Disefio de oligonucleotidos para el gen de LHP

Los oligonucledtidos fueron disefiados en base a la secuencia reportada en el GeneBank
No. de Acceso X00264.

) _ . Temperatura de
Exon Secuencia Tamanfo . _
alineamiento

2 F2 GGTCCTGAATAGGAGATGCCA 400 pb 60°C
R2 CCATTCCCCAACCGCAGG

3 F3 GAGCGCGAACCACCTGGCCAGCCTC 350 pb 65°C
R3 GTGGAGCCGAGAGTCAACTCGATC

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Por cada tubo se agrego 1 uL de DNA, 2.5 uL de Buffer 10X, 20 uM de cada oligo y de
cada dNTP’s, 1 uL de DMSO y 5 U/ml de Taq polimerasa. La amplificacion de la reaccion
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se realiz6 en el termociclador (Mastercycler gradient eppendorff), en 30 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacion de 95°C durante 30 seg, una temperatura alineamiento
de 65°C durante 30 seg, y una temperatura de extension de 72°C durante 30 seg. Se
verifico que la reaccion se llevara a cabo correctamente, corriendo un gel de agarosa al 1%

tefiido con bromuro de etidio y amortiguador TBE1X durante 45 min a 80 Volts.

6.7 Polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP)

La sustituciéon de una sola base es suficiente para alterar la movilidad de la cadena de DNA
gue es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizados con o sin
glicerol, el método fue modificado con base en el reportado por Orita y cols. (Orita M). Se
mezclaron 2 ul del producto de PCR y 28 ul amortiguador de carga para SSCP, se
desnaturalizo a 95°C durante 5 min e inmediatamente después se coloco en hielo durante 5
minutos. Se depositaron 3 ul de las muestras en el gel de acrilamida. Se corrieron a 190 V
durante 22 horas. Al terminar el gel se transfirié a un papel de 3 mm de espesor, y se seco
en el desecador (Gel Dryer Labnet), durante una hora a 75°C. El gel, ya seco se colocé en
un cassette y se expuso a una placa radiogréfica, durante 24 h, para después revelarlo.

6.8 Purificacion del ADN

El amplificado se purificé para realizar la secuenciaciéon utilizando columnas CENTRICON
YM-30, se afiadi6 el producto de PCR en el frasco con la membrana, se agregaron 2 mL de
agua bidestilada estéril. Se centrifugd a 8,000 g durante 30 min. Se invirtié la columna
colocando un cono y centrifugandolo a 4400 g por 2min. El producto se cuantifico
espectrofotométricamente en una dilucion 1:200, y se corrié un gel de agarosa al 1% tefiido

con bromuro de etidio para verificar la talla, concentracion y la pureza.

6.9 Secuenciacién manual método de Sanger

La técnica de Sanger utiliza la sintesis de ADN para generar fragmentos terminales en

puntos especificos a lo largo de una secuencia blanco (Sanger F). ElI rompimiento de la
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secuencia de ADN va seguido de la introduccion de dideoxinucledsidos trifosfatos
(ddNTPs), analogos de nucledsidos, los cuales pueden ser sustituidos por
deoxinucledsidos en una posicion al azar durante la etapa de copiado de una de las hebras
del ADN, asi como también terminar la sintesis del ADN de manera especifica. Utilizando
los ddNTPs correspondientes a las bases nucleotidicas por separado en reacciones de
sintesis, se pueden generar cuatro poblaciones de oligonucleétidos, que determinan cada
posicion en la hebra del ADN. Las bandas de ADN, por tanto pueden ser corridas en un gel
por medio de una electroforesis, y la secuencia ser deducida a partir del orden de
corrimiento de las bandas. Se efectuaron las reacciones de amplificacion con un KIT
Secuenasa de Amersham (OH USA) numero de catalogo 79760KT. Estas reacciones
contenian desoxinucleotidos (dATP, dCTP ,dGTP ,dTTP), marcados radiactivamente [a-
%3P] ndmero de catalogo AH9539 (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). En cada tubo se agrego 0.5
ul de cada uno de los desoxinucle6tidos marcados, mastermix dGTP (7.5 uM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) 2.0 ul, buffer de reaccion (concentrado) 2.0 ul, termosecuenasa DNA
polimerasa (4 U/ml), oligonucledtido 1.0 ul, ADN a una concentracion entre 25-250 fmol y
ddH,O hasta alcanzar un volumen total de 20.0 ul. La amplificacion se realiz6 en el
termociclador (mastercycler gradient eppendorf), en 35 ciclos de 95°C durante 30 seg, 65°C
durante 30 seg y 72°C durante 1 minuto. Al terminar se adicionaron 4 ul de la solucion
STOP. Se prepard el gel de acrilamida-urea, las muestras se desnaturalizaron a 70°C
durante 5 min, y 5 min en hielo, se depositaron 4 ul de muestra en cada pozo dejandolo
correr 2 horas la primera corrida y una hora y media la segunda corrida a 1800 V a 55°C. El
gel se transfirio a papel 3 mm y se sec6 durante 60 min a 75°C con vacio. Posteriormente
se expuso una placa de rayos X, en un casete, se dejo a temperatura ambiente durante 5
dias y posteriormente se revelaron las placas. Se leyeron las secuencias de los exones

estudiados y se compararon con las secuencias ya reportadas en el banco de genes.

6.10 Ensayo de actividad bioldgica

Se utilizé la linea celular HEK 293, transfectada con el receptor recombinante de LH,
donada por el Dr. Aaron J. W. Hsueh, Stanford University, CA, EUA. Las células fueron

cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium), bajo en glucosa, que
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contenia 5% de suero fetal bovino (Gibco, BRL), 100 mg/mL de geneticina (Sigma
Chemicals Co.) y 100 mU/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina (Gibco BRL) a
un pH de 7.2 - 7.3, las células se incubaron en condiciones estandar 37°C y 5% de CO,.
Para la cuantificacion de AMPc producido por las células en respuesta al estimulo con LH,
se cultivaron en placas de 6 pozos, a cada pozo se le agregaron 300 uL de medio de
cultivo conteniendo 0.125 mM de MIX, 200,000 células, 100 uL de la dosis estandar o la
muestra desconocida de LH. El ensayo se incubo por 24 h a 37°C, transcurrido este tiempo
las células y el medio fueron aspirados y el producto obtenido fue calentado a ebullicién por
tres minutos y posteriormente almacenado a —20 °C hasta el momento de la cuantificacion
por RIA. El AMPc total fue cuantificado utilizando el kit de IMMUNOTECH.

6.11 Analisis Estadistico

Los resultados de las determinaciones bioquimicas y hormonales se compararon utilizando
ANOVA vy la prueba “t” de Student no pareada, empleando el programa estadistico Graph
Pad Prism version 3.0, Graph Pad Software Inc. San Diego, CA. El célculo de las
frecuencias alélicas y su andlisis con la prueba X? se realizaron con el programa
POPGENE version 1.31. Los resultados se expresaron como promedio * error estandar de

la media (EEM). Los valores de p menores a 0.05 fueron considerados significativos.
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7. RESULTADOS

Se reclutaron como sujetos control 25 mujeres y 25 hombres, ademas de 25 pacientes. Los

resultados de las pruebas realizadas se muestran a continuacion.

7.1 Mediciones antropomeétricas

Se midié la estatura, peso, cintura y cadera en los sujetos control y pacientes, con estos
datos se calculdé el indice de masa corporal (IMC) y el indice cintura cadera (ICC) los
resultados se muestran en la tabla 5. Todas las medidas antropométricas en los sujetos
control se encontraron dentro de los limites de referencia. La medida de IMC fue
significativamente diferente en los hombres con infertilidad comparada con los hombres
control. Los valores de referencia del IMC son <25 normal, 25-30 sobrepeso y >30

obesidad, el valor normal de ICC es < 1.

Peso Estatura Cintura Cadera IMC ICC
Mujeres | 2 g. 63 16+12 783+101 | 975 +81 | 232+08 | 0.80+0.01
controles
Hombres | 200171 171+92 965 + 11 1045+54 | 231+07 | 087+001
controles
Mujeres 79 +7 15+02 96.4+129 | 988 +73 | 265+35 | 0.96+0.07
Pacientes
Hombres | o) ¢ 155 16 +0.05 97 +13.2 99.2 + 75 | 27.8+49 | 097+0.06
paCIentes

Tabla 5. Mediciones antropométricas de los sujetos control. Valores expresados como promedio + EEM,
4P<0.05 vs controles.

7.2 Determinaciones bioquimicas

Se realizo la cuantificacion en suero de glucosa, colesterol y triglicéridos en controles y

pacientes.

7.2.1 Mujeres

Los resultados de las determinaciones bioquimicas en las mujeres control y pacientes
(grafica 1) se encuentran dentro de los limites de referencia. No se encontré diferencia

significativa entre controles y pacientes.
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200

7 I Controles
y Pacientes
o T
S 100
=

Valores de referencia

Glucosa 80-110 mg/dL
Colesterol 140-200 mg/dL
Triglicéridos 30-150 mg/dL

Glucosa  Colesterol Triglicéridos

Grafica 1. Determinaciones bioquimicas en mujeres control y pacientes. Valores expresados como promedio
+ EEM.

7.2.2 Hombres

Los resultados de la cuantificacion de glucosa, colesterol y triglicéridos en los hombres

control y pacientes (grafica 2) se observaron dentro de los valores normales.

I Controles
200- a Pacientes

mg/dL

100+

Valores de referencia

Glucosa 80-110 mg/dL
Colesterol 140-200 mg/dL
Triglicéridos 30-150 mg/dL

Glucosa Colesterol Triglicéridos

Grafica 2. Determinaciones bioquimicas en los hombres control y pacientes. Valores expresados como
promedio + EEM. °P < 0.05 vs controles.
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7.3 Cuantificaciones hormonales

7.3.1 Mujeres

Los resultados de la cuantificacion de la hormona luteinizante en mujeres control durante
las tres fases del ciclo ovarico se muestran en la gréfica 3. Se observd un incremento

significativo de la LH durante la fase ovulatoria. En el grupo de pacientes los niveles de LH

fueron similares a los detectados en la fase IUtea de las mujeres control.

LH

30

muUl/mL

Valores de referencia LH

Fase folicular 1.0-18.5 miU/mL
Fase ovulatoria 4.8-72.2 mlU/mL
Fase litea 1.0- 21.6 mlU/mL

Fase folicular Fase ovulatoria Fase lutea Pacientes

Grafica 3. Cuantificacion de LH en mujeres control en la fase folicular, ovulatoria y litea y pacientes. Valores
expresados como promedio + EEM, (n=25). °P < 0.05 vs Fase folicular.
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Las concentraciones de la hormona FSH en los controles mostraron un patron de secrecion
dentro de los valores de referencia para mujeres con ciclos normales (gréfica 4). En las

pacientes los niveles fueron normales..

FSH
5
’g Valores de referencia FSH
) L Fase folicular  2.5- 8 miU/mL
é Fase ovulatoria 2.4 —10.3 mlU/mL
% Fase litea 1.5-8.8 mlU/mL
LL

Fase folicular Fase ovulatoria Fase lutea Pacientes

Gréfica 4. Cuantificaciébn de FSH en mujeres control en la fase folicular, ovulatoria y litea y pacientes.

Valores expresados como promedio + EEM, (n=25). °P < 0.05 vs Fase ovulatoria.

En la grafica 5 se muestran los resultados de la cuantificacion de estradiol en mujeres
control. Se observdé un aumento significativo de la concentracién de estradiol durante la
fase ovulatoria. En las pacientes los valores de estradiol fueron semejantes a los de la fase

folicular de los controles.

200
150+
S
©E Valores de referencia
£ S 1007 b estradiol
Ll T
50- Fase folicular 19 - 183 pg/mL
Fase ovulatoria 150 - 528 pg/mL
Fase lutea 55-150 pg/mL
0_

Fase folicular Fase ovulatoria  Fase Lutea Pacientes
Grafica 5. valores de estradiol en mujeres control y pacientes. Valores expresados como promedio = EEM,
(n=25). *P < 0.05 vs Fase folicular, °P < 0.05 vs Fase ovulatoria.
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Los valores de progesterona durante la fase latea aumentaron significativamente en las

mujeres control (gréfica 6). En las pacientes no se observo incremento.

40

30+

Progesterona
ng/mL
S
|

b b

e —

oL

v

b

A

Valores de referencia
Progesterona

Fase folicular <2 ng/mL
Fase ovulatoria <2 ng/mL
Fase lutea 2.0- 20 ng/mL

Fase folicular Fase ovulatoria

Fase litea

Pacientes

Gréfica 6. Cuantificacién de progesterona en mujeres control (fase folicular, ovulatoria y litea) y pacientes.

Valores expresados como promedio + EEM, (n=25). *P < 0.05 vs Fase folicular, ®P < 0.05 vs Fase litea .

7.3.2 Hombres

Las determinaciones de hormona luteinizante y foliculo estimulante en hombres control, se

muestran en la grafica 7, estas hormonas se encontraron dentro de los valores de

referencia. En los pacientes se observa un aumento significativo de la LH con respecto a

los controles, sin embargo, se encuentra dentro de los valores normales.

10.0

7.5

5.0+

muUl/mL

2.5

0.0

Controles Pacientes Controles Pacientes

LH

FSH

Valores de referencia LH
1.1-8.3 mlU/mL
Valores de referencia FSH
1.5-5.8 mlU/mL

Gréfica 7 . Cuantificacién de LH y FSH en hombres control. Valores expresados como promedio + EEM
(n=25). ®P < 0.05 vs controles
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la tabla 6. No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.

Valores de
Hormona Valor _
referencia
Controles (25)
Estradiol 30.1+4.1 50
(pg/mL) Pacientes (13)
453+17.1
Controles (25)
Testosterona 58+0.7
3-10
(ng/mL) Pacientes (13)
8.6 +3.2

La cuantificacion de estradiol y testosterona en hombres control y pacientes se muestra en

Tabla 6. Cuantificacion de estradiol y testosterona en hombres control. Valores expresados como promedio +
EEM. () = n de individuos.
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7.4 Pruebas moleculares

7.4.1 Amplificacion del exén 2 por PCR en muestras de sujetos control

Se realizé la amplificacién por PCR del exdn 2 de la subunidad  de la LH, en la figura 4 se
observa el corrimiento electroforético de los productos de la reaccion de las muestras de
los sujetos control. La temperatura de alineamiento fue de 60°C. Se utilizé un gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se corrié durante 45 minutos a 85 v.

Pb 1 23 4 567 89 1113 14 Pb Pb 151617 1819 22 23

400 pb —» <+— 400 pb

Pb 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 4142 43 44 45 46

UL R R

Figura 4. Amplificacion del ex6n 2. Sujetos control.

7.4.2 Amplificacion del exén 2 por PCR en muestras de pacientes

En la figura 5 se observa el corrimiento electroforético de los productos de la amplificacion
por PCR del exén 2 de las muestras de los pacientes. La temperatura de alineamiento fue
de 60°C. Se utilizé un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se corrio

durante 45 minutos a 85 V.
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Pb1234567891011121314

Pb 15 16 17.18 19 20 21 22 23 24 25 pb

Figura 5. Amplificacion del exén 2. Pacientes.

7.4.3 Andlisis por SSCP controles.

Para cada exon del gen de la subunidad LHP se realizaron cuatro corrimientos
electroforéticos, variando la concentracion de acrilamida del gel, de la siguiente manera:
5.4% de acrilamida con y sin glicerol, y 8.0% de acrilamida con y sin glicerol. Los geles que
no contenian glicerol corrieron por 18 h a 200V, mientras que los que contenian glicerol
corrieron por 22 h a 200V. Un ejemplo de las cuatro condiciones de corrimiento para el
analisis SSCP, del ex6n 2 en muestras de sujetos control se muestran en la figura 6, en
estos geles se observaron tres diferentes patrones de migracion sefalados por las flechas,
en el carril 1 en donde se distinguen siete bandas, en la muestra del carril 2 cuatro bandas

y en el carril 3 cinco bandas. Se secuenciaron los patrones tipo C-2, C-3y C-22.

7.4.4 Andlisis por SSCP pacientes.

En la figura 7 se muestran las cuatro condiciones de corrimiento para el andlisis SSCP del
exdon 2 de las muestras de los pacientes, se observaron dos diferentes patrones de

migracion sefialados por las flechas. Se secuenciaron patrones tipo I-5 e I-10.
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SSCP, Ex6n 2

5.4% con glicerol A

Ds 12 3 4 5 & 7 & & 10 1113 14 15 16 17 18 19 22 23

5.4% sin glicerol B

D= 1 2 3 4 5 &6 7 2 92 10 11 13 14 1516 17 12 19 22 23

8.0% con glicerol C

Ds 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 13 14 1516 17 18 19 2223

8.0% sin glicerol D

s Dw 1 2 3 4 5 & 7T 8 o 10 1113 14 15 16 17 18 19 22 2%

Figura 6. Analisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exén 2 del gen LHB. En la figura se
muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0% con glicerol. (D) 8.0%
sin glicerol. Las flechas indican los diferentes patrones de migracion. DS= doble cadena.
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SSCP, Ex0On 2
5.4% con glicerol A

Dsds 12 34 5678 9 91110 12131415161718192021 22232425

5.4% sin glicerol B

12 34 5 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22232425

8.0% con glicerol C

1000 vee ltti!wi

12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 2425

8.0% sin glicero D

2 3 4 5 6 7 10 11 13 18 19 20 21 22

Figura 7. Analisis SSCP del ADN de los pacientes correspondiente al exén 2 del gen LHB. En la figura se
muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0% con glicerol. (D) 8.0%
sin glicerol. Las flechas indican los diferentes patrones de migracion.
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7.4.5 Purificacion de ADN

En base al corrimiento electroforético de las SSCP’s del exén 2 de los controles, se
eligieron las muestras para secuenciar. C-2, C-3, C-22 y C-27 las cuales presentaron

diferentes patrones de migracion.

En la figura 8A se muestra el producto del PCR de la amplificacion del exén 2 en las
muestras C-2, C-3 y C-22. Posteriormente se realiz6 la purificacion del amplificado que se

muestra en la figura 8B en todas las muestras.

C-2 C-3C-22 A

-
remm—
—_—
e
-
—_—
—
-
——

T T

l
I
I

400pb

C-2 C-3C-22 B

o '

Figura 8 purificacion del producto de PCR, amplificacion del exén 2 del gen LHB. A) PCR, B) Producto
purificado.
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7.4.6 Secuenciacion del exdn 2. Controles y pacientes

En la figura 9 se observa la secuenciacion manual del exon 2 del gen de LHp para las
muestras de los controles C-2, C-3 y C-22, la secuencia se comparo con la reportada en el
GenBank (numero de acceso X00264). El alineamiento multiple de secuencias revel6 que
las secuencias C- 2 y C-3 (figura 9A y 9C), coinciden con la secuencia silvestre, mientras
gue la muestra C-22 (figura 9B) presenta un cambio de nucleétido 889 c/t en el intrén 1-2 y

posee ambos alelos.

GATC

A B C

Figura 9. Secuenciacidn del exén 2 del gen LHB, A) C-2, B) C-22 y C) C-3. La flecha indica el cambio en la
secuencia.
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Al comparar la secuenciacion automatica del exdon dos de la muestra C-2 (figura 10) con la
secuencia reportada en el GenBank (nimero de acceso X00264) se encontraron 2
cambios, el primero se encontré en la zona intrénica 1-2 en el nucle6tido CgggT, el siguiente
es un cambio silencioso en el codon GTG103sGTC que codifica para valina. El sujeto es

homocigoto para todos los cambios.

En la secuencia del exén 2 de la LH sujeto C-3 se encontré6 un cambio (figura 11), una
mutacion silenciosa en el codén CCA;01sCCC que codifica para prolina. El sujeto es

portador homocigoto para este cambio.

En la figura 12 se muestra la secuenciacion automatica para el control C-22 se observaron
dos cambios heterocigotos, el primero en el nucleétido CgggT en la zona intrénica 1-2, el

segundo un cambio silencioso en el codén CCA;10:sCCC que codifica para prolina.

Se amplificé por PCR el ex6n 2 de la subunidad B de la LH para las muestras I-5 e I-10,
posteriormente se purificé el producto de la reaccion y se realizé la secuenciaciéon

automatica.

En la figura 13 observamos la secuenciacién automatica para la muestra del paciente I-5, la

secuencia coincide con la reportada en el GenBank (nUmero de acceso X00264).

En la figura 14 se muestra la secuenciacion de la muestra del paciente 1-10 se encontraron
tres cambios en la secuencia. El primero en la zona intronica C889T, el siguiente se
identificd en el codon TGG82CGG dando por resultado el cambio de triptofano por arginina
(Trp8Arg) y por ultimo en el codon ATC104ACC la sustitucién de isoleucina por treonina

(le15Thr). El paciente es heterocigoto para los cambios encontrados en el exén 2.
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7.5 Bioensayo de actividad bioldgica
En la gréfica 8 se muestra la curva de dosis respuesta al estimulo de las células HEK-293
hLHr con dosis crecientes del estdndar de LH (80/552), los resultados se expresan en

términos de sintesis de AMPc. El ensayo se realiz6 por triplicado.

50

AMPc
nmoles/pozo

. DSL 80/552
0.0 015 1!0 1!5 2{0 2{5 3.0

Estandar LH
muUl/pozo

Gréfica 8. Produccién de AMPc por las células HEK 293-hLHr, en respuesta al estimulo con el estandar de

LH 80/552.
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7.5.1 Relacion bioactividad/inmunorreactividad

Para el bioensayo de actividad biolégica se cuantificd la produccion de AMPc en células

HEK 293-hLHr, en respuesta al estimulo con el suero de los sujetos control o pacientes.

Cada suero fue probado individualmente por duplicado, utilizandose tres diferentes

concentraciones del mismo La relacién B/l se calcul6 con los resultados del bioensayo y de

la cuantificacion de LH por IRMA. En la tabla 7 se muestran las valores de actividad

biologica, inmunologica y la relacion B/l correspondientes al tipo de variante de LH

encontrada en sujetos control. No hubo diferencia significativa al comparar las tres

variantes tanto en hombres como en mujeres control.

Controles Bioldgica Inmunoloégica B/l
Mujeres muUl/mL mUl/mL
Silvestre
48+0.5 1.3+£0.7 8.1+34
n=12
CSBQT
GTG'™GTC
1018 4.6 +0.4 1.1+0.5 105+2.4
CCA™*ccc
n=2
cIT®
cca/c?®8ccc 39+04 0.8+0.5 10.8+2.7
n=9
Controles Bioldgica Inmunoldégica B/l
Hombres muUl/mL muUl/mL
Silvestre
3.4+0.8 0.2 +0.08 142+29
n=14
C889T
GTG'™GTC
1018 3.1+0.3 0.4 +0.03 8.6+1.4
CCA™*ccc
n=4
cIT®
cca/c®8ccc 3.2+0.6 0.5+0.2 10.4+0.9
n=7

Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de la actividad biol6gica, inmunoldgica y la relacion B/l de acuerdo al

tipo de variante de LH en controles. Los valores se expresan como promedio + EEM. °P < 0.05 vs mujeres.
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En la tabla 8 se muestran las valores de actividad bioldgica, inmunoldgica y la relacion B/l

correspondientes al tipo de padecimiento y variante de LH encontrada en las mujeres con

diagnostico de infertilidad. Unicamente se muestran los datos de las pacientes en las

cuales se observd un cambio en el valor de la relaciéon B/I.

Diagnostico Variante B | B/
Controles Silvestre 48+05 1.3+0.7 8.1+3.4
Silvestre 3.6+04 0.15+0.04 24 £2.42
C/T889
1.8+0.05 0.5£0.02 3.3+0.052
. CCA/C08CCC
Mujeres
Pacientes Silvestre 30015 0.2+0.02 14.7 0.6
Silvestre 26+0.1 1.140.3 24+0.12
Sivestre 38 0.3+003 13.8+16
3.4+0.45 R B

Tabla 8. Resultados de la cuantificacion de la actividad biol6gica, inmunoldgica y la relacion B/l de acuerdo al

tipo de variante de LH en mujeres pacientes. Los valores se expresan como promedio + EEM. *P < 0.05 vs

variante silvestre mujeres.
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En la tabla 9 se muestran las valores de actividad bioldgica, inmunoldgica y la relacion B/I

correspondientes al tipo de padecimiento y variante de LH encontrada en pacientes

masculinos que muestran diferencias significativas en los valores de la relacion B/l y en el

paciente que presentd la variante Trp®Arg, lle*Thr.

Diagnostico Variante B B/
Controles Silvestre 3.4+0.8 0.2+0.08 142+29
Silvestre 3+0.6 19403 1.6+0.52
Silvestre 35104 0.52 +0.06 6.7+£0.9
Hombres
pacientes 18299—Cgg
Trp8Arg
atl04c—acc 52%09 0.31£0.04 16.6 £1.8
llel5Thr

Tabla 9. Resultados de la cuantificacion de la actividad biol6gica, inmunolégica y la relacion B/l de acuerdo al

tipo de variante de LH en hombres con infertilidad. Los valores se expresan como promedio + EEM. °P < 0.05

vs variante silvestre hombres.
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7.5.2 Frecuencias alélicas

En la tabla 10 observamos la comparacion de las frecuencias alélicas de las diversas

variantes de LH encontradas, a pesar de que se observan algunas diferencias entre los

grupos no fueron significativas.

CAMBIOS CONTROLES PACIENTES
Posicion | Localizacion | Alelo | Aminoacido | Mujeres | Hombres | Mujeres | Hombres
650 mon1 LC | 0234 | 0225 | 0.142 | 0.188

N 0.776 | 0775 | 0.847 | 0812

] T Trp 1.000 | 1.000 | 1.000 | 0.928

986 Exon 2 C Arg 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.072
] T e 1.000 | 1.000 | 1.000 | 0.928

1008 Exon 2 C Thr 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.072
] G 1.000 | 0.800 | 1.00 1.00

1018 Exon 2 C val 0.000 | 0200 | 0.00 | 0.00
] C 0.467 | 0.800 | 1.00 1.00

1034 Exon 2 A Pro 0533 | 0.200 | 0.00 0.00

Tabla 10. Célculo de la frecuencia alélica de las diversas variantes de LH encontradas

7.6 PCR Ex6n 3

En la figura 15 se muestra el corrimiento electroforético de los productos de la amplificacion

por PCR del exdn 3 de la subunidad  de la LH. La temperatura de alineamiento fue de

65°C. Se utilizé un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio y se corrié durante

45 minutos a 85 v.
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Pb 1 2 3456 7 8 911131415

Figura 15. PCR exén 3

7.6.1 Andlisis por SSCP exo6n 3

Se realizaron cuatro corrimientos electroforéticos, variando la concentracion de acrilamida
del gel: 5.4% de acrilamida con y sin glicerol, y 8.0% de acrilamida con y sin glicerol. Los
geles que no contenian glicerol corrieron por 18 h a 200 V, mientras que los que contenian

glicerol corrieron por 22 h a 200 V.

En la figura 16 se observa un ejemplo de SSCP para el exén 3, se muestran las cuatro
condiciones de corrimiento del amplificado. En ninguna muestra de controles y pacientes se

observo diferencia en el patron de corrimiento.
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SSCP, Ex6n 3

5.4% con glicerol A

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

5.4% sin glicerol B

8.0% con glicerol C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

8.0% sin glicerol D

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 16. Andlisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exén 3 del gen LHB. En la figura se
muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0% con glicerol. (D) 8.0%

sin glicerol.
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8 DISCUSION

El estudio de las diferencias genéticas entre las poblaciones nos ayuda, entre otras
aplicaciones, a conocer de forma general caracteristicas como la susceptibilidad a

enfermedades o la manera en la cual se metabolizan ciertos farmacos (Evans).

En diversas investigaciones se han descubierto mutaciones y polimorfismos en los genes
de las gonadotropinas y sus receptores asociados con retraso de la pubertad, desordenes
hormonales e infertilidad (Layman LC). En México no existen estudios en este sentido, por
lo que, los objetivos de este trabajo fueron identificar polimorfismos y mutaciones del gen
de la LH y su asociacion con la infertilidad primaria en la poblacion mexicana. Asi, en el
presente trabajo el estudio molecular reveld la presencia de 5 SNP’s en los pacientes con
infertilidad primaria, tres de los cuales también fueron detectados en los sujetos control,

mientras dos cambios fueron encontrados Unicamente en un paciente.

Dentro de las determinaciones realizadas en este trabajo con el objeto de evaluar el
incremento de peso en los sujetos control y pacientes se realizé el calculo del indice de
masa corporal (IMC) y el indice cintura cadera (ICC), ya que ambos son parametros para
determinar sobrepeso y obesidad (Villareal D). En las mujeres, la obesidad y la presencia
de la grasa abdominal esta claramente asociada con el riesgo de padecer diabetes tipo 2,
hipertension, ovulacion irregular y en algunos casos severos infertilidad (Jevitt CM.). En
promedio los sujetos control obtuvieron resultados de IMC e ICC por debajo de 25y 1
respectivamente, indicando que los controles no tenian sobrepeso ni obesidad (Tabla 5).
En el caso de los pacientes, las mujeres presentaron valores normales para los dos
indices, mientras algunos de los hombres poseian un IMC > 25 lo que indica sobrepeso
(Tabla 5). En los varones la obesidad esta asociada a la pubertad retrasada y aumento en
los niveles séricos de estrogenos asi como disminucion de los niveles de andrégenos

(Hammoud A), no obstante, el sobrepeso no se ha relacionado con estas alteraciones.

o1



Con la finalidad de descartar cambios metabdlicos que pudieran alterar las cuantificaciones
hormonales independientemente de la variante de LH que portaran, se realizaron
cuantificaciones de glucosa, colesterol y triglicéridos (Grafica 1 y 2) en los controles y
pacientes, se ha reportado que niveles altos de glucosa e insulina se asocian con un
aumento en la sintesis de andrégenos, como se observa en el sindrome de ovario
poliquistico (Abbas K;Holte J), adicionalmente, el aumento de colesterol y lipidos dan como
resultado problemas de disminucion de la fertilidad. (M Mitchell;Papadopoulos V). Tanto los
sujetos control como los pacientes presentaron perfiles bioquimicos dentro de los
parametros de referencia, lo que nos permitio determinar la ausencia de factores que

contribuyeran a la infertilidad.

Para evaluar el correcto funcionamiento de los diversos componentes del eje H-H-G se
realizé el perfil hormonal (LH, FSH, estradiol, testosterona y progesterona), en las mujeres
control dicho perfil mostré el patron caracteristico del ciclo menstrual (Gréfica 3, 4, 5y 6),
de manera que las concentraciones de LH y FSH incrementan hacia la mitad del ciclo (fase
ovulatoria) y dicho aumento esta asociado con el incremento del estradiol, ya que el inicio
de la oleada de gonadotropinas es consecuencia de la accion de retroalimentacion positiva
del estradiol, otra caracteristica es el aumento de progesterona en la fase latea, resultado
de la formacién del cuerpo luteo (Filicori M;Alliende ME), por otro lado, en las mujeres con
infertilidad primaria, la cuantificacion hormonal refleja la incapacidad del eje H-H-O de
generar la expresion ciclica normal, cabe mencionar que las pacientes presentaban
desordenes del ciclo menstrual y algunas amenorrea. En cuanto a la cuantificacion
hormonal en los hombres control los resultados se encontraron dentro de los valores
normales (grafica 7, tabla 6), mientras que en los hombres con infertilidad primaria la LH
presentaron valores de LH significativamente mayores con respecto a los sujetos control, lo

gue es indicio de las alteraciones hormonales.

Es importante resaltar que se han detectado pocas mutaciones en los genes de las
gonadotropinas, esto debido al papel fundamental de estas hormonas en la funcién
reproductiva. Sin embargo, existen diversos polimorfismos que por su menor impacto en la

fertilidad pueden ser detectados. De esta manera, en los pacientes con infertilidad primaria
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las variantes encontradas fueron cinco SNP’s, el primer cambio dentro del intrén 1-2 Cggo-T
y cuatro cambios dentro de el exdén 2, de los cuales dos son los cambios silenciosos Gipis-
C (Pro) y Cio34-A (Val) y dos mutaciones de sentido equivocado Tg,C (Trp8Arg) y T104C
(le15Thr).

El cambio Cgge-T se encuentra a 30 nucleétidos de distancia del sitio de inicio de la
transcripcion. En este sentido, se han asociado otras mutaciones cercanas al sitio de inicio
del ex6n con la introduccion de nuevos sitios de inicio de la transcripcion, como en el caso
de un tipo de hiperapolipoproteinemia en poblacion japonesa, la cual es producida por una
mutacion intrénica (Nagano M). Sin embargo, al realizar la prueba de actividad biolégica
para las muestras de los portadores de la variante Cgge-T N0 se encontraron cambios
significativos con respecto a la variante silvestre (tablas 7, 8 y 9) adicionalmente, este
cambio se encontré en los sujetos control fértiles con una frecuencia alélica semejante
(tabla 9), por lo que es posible que este cambio no tenga efecto sobre la eficiencia de la

transcripcion, ya que tanto la cantidad de hormona como su actividad son normales.

Por otro lado, los cambios Gipis-C (Pro) y Cio34-A (Val) son mutaciones silenciosas
localizadas dentro del exén 2, este tipo de cambios, a pesar de no variar la secuencia de
aminoacidos se han relacionado con alteraciones de la velocidad de la transcripcion y
splicing alternativo (Céceres JF). Sin embargo, debido a que en las pruebas de
cuantificacion de LH y en el ensayo de actividad biolégica no se encontré diferencia
significativa con respecto a la variante silvestre, es claro que no tienen efecto sobre la
transcripcion ni el splicing, adicionalmente, estos cambios también se encontraron en
sujetos control. Cabe mencionar que se encontraron portadores heterocigotos y
homocigotos para todas las variantes en sujetos control y pacientes infértiles. Estas
variantes de secuencia han sido reportadas en poblacion japonesa con una frecuencia

alélica semejante a la encontrada en el presente estudio (tabla 9) (Takashi K).
Los cambios en el exén 2 Tg,C (Trp8Arg) y T104C (lle15Thr) inicamente fueron encontrados

en un paciente. El sujeto de sexo masculino, 37 afios y diagnostico de infertilidad primaria

presentaba azoospermia, niveles normales de LH (6.6m UIl/mL), testosterona (4.9 ng/mL) y
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estradiol (34.9 pg/mL) y niveles elevados de FSH (23.5 mUI/mL). La variante combinada
TgoC (Trp8Arg) vy Ti104C (llel5Thr) se encuentra ampliamente distribuida alrededor del
mundo, con frecuencias que varian desde 0% hasta 52% (Nilsson C;Starka L) y ha sido
asociada en poblacion japonesa con alteraciones reproductivas, como transtornos
menstruales e infertilidad, mientras que las mujeres finlandesas portadoras de la variante
son fértiles (Akhmedkhanov A;Nilsson C;Suman L;Tapanainen JS). A pesar de que esta
variante se ha relacionado con un aumento en la actividad bioldgica (Suganuma N), la
muestra del paciente identificado como portador de la variante doble, no mostré cambios en
la actividad biologica, probablemente por mecanismos compensatorios propios de su fondo
genético Mexicano. Por otro lado, al realizar estudios de comparacion entre la estructura de
la hCG y la de la variante de LH que presenta este doble cambio, se ha propuesto la
posibilidad de que el gen de la variante represente una forma ancestral de la LH, la cual
estad siendo reemplazada por la forma silvestre o actual, tal vez esto explique la baja
frecuencia con la que se encontré esta variante en este estudio debido a que la poblacion
en América es evolutivamente mas reciente, por lo que seria importante realizar un estudio

de frecuencias de esta variante en una poblacién antigua como la Africana (Talmadge K).

Se encontraron alteraciones de la actividad biolégica en algunos pacientes (Tabla 8-9), sin
embargo no se pudo correlacionar la variante de LH encontrada con esta alteraciéon, a
pesar de esto debe de hacerse una evaluacién mas profunda de cada uno de estos casos,
ya que no se pueden descartar cambios en el gen de la LH no detectados porque escapan
a la sensibilidad de la técnica de SSCP o por estar localizados dentro de las zonas
introbnicas no estudiadas, asi como también se debe investigar la presencia de otros
factores desconocidos que afecten la funcién de la hormona. Adicionalmente debe de

realizarse la busqueda de polimorfismos y mutaciones en un grupo mayor de personas.

La variacion genética esta determinada por mutaciones, procesos bioldgicos vy
demograficos, de manera que los cambios de secuencia que encontramos en la actualidad
son resultado de la seleccion natural y las migraciones de nuestros ancestros.
Especialmente, es importante conocer las variantes moleculares presentes en la poblacion

mexicana para evaluar padecimientos hereditarios y susceptibilidad a enfermedades.

54



9. CONCLUSIONES

La variante alélica Trp8Arg/llel5Thr de la subunidad g de la LH es un polimorfismo comun
para diversas poblaciones del mundo incluida la mexicana, sin embargo, depende del fondo

genético para que este se asocie con alteraciones endocrinas.
Las variantes alélicas Cggo-T, G1018-C (Pro) y Cioss-A (Val) del gen de la LH, no producen

alteraciones de la actividad biologica y presentan una frecuencia similar en sujetos control y

pacientes, lo cual las excluye como causa de infertilidad primaria en la poblacién mexicana.
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Hosbital Juarez de México
Endocrinologia Molecular
Laboratorio 6 de investigacion

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION:

IDENTIFICACION DE VARIANTES GENETICAS DE  GONADOTROPINAS Y
RECEPTORES DE GONADOTROPINAS EN PACIENTES CON INFERTILIDAD

Meéxico D.F., Fecha:

A quien corresponda:

Yo,

signatario de la presente, de afios de edad, en forma libre y voluntaria acepto
participar en el estudio “Identificacion de variantes genéticas de los genes de gonadotropinas y
receptores de gonadotropinas en pacientes con infertilidad”, el cual se llevara a cabo en el
Hospital Judrez de México y cuyos objetivos consisten en evaluar los trastornos en los genes
de las hormona LH y FSH, asi como de sus receptores en pacientes con infertilidad primaria.

Se me ha informado de los motivos y forma en que se llevara a cabo el estudio, asi como la
manera y condiciones en las que se me tomard una muestra de sangre, dandome la
oportunidad para hacer preguntas libremente, por lo que estoy satisfecho de la informacion y
respuestas recibidas.

Estoy enterado de que puedo retirarme del estudio en el momento en que yo lo decida, sin
gue esto repercuta en mi atencién subsiguiente como paciente de este Hospital.

Firma del Paciente Expediente

Nombre y firma del Testigo
Direccion

Nombre y firma del Testigo
Direccion

Firma del Investigador
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