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Lista de abreviaturas
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* DE: desviacion estandar

+ EB: Estradiol Benzoato
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» hCG: Gonadotropina coriénica humana

* Lin28: Gen Lin28 en Caenorhabditis elegans.
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* LIN28B: Proteina codificada por el gen LIN28B en humanos.
* MRNA: RNA mensajero.

* miRNA: MicroRNA.

» SNP: Polimorfismo de un solo nucleotido.
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1. Resumen

La infertilidad ha sido definida como un problema de salud publica por la OMS, donde las
causas de la alteracion de la espermatogénesis son desconocidas en la mayoria de los
hombres infértiles. En este sentido, la disminucién en el recuento espermatico se ha asociado
al inicio tardio de la pubertad. Relacionado a esto, varios estudios gendémicos a gran escala
han identificado variantes genéticas de LIN28B con rasgos puberales y con un inicio atrasado
de la pubertad. Una de estas variantes, rs7759938, ha sido asociada ademas con niveles mas
bajos de testosterona en el hombre adulto. Por otra parte, en el modelo murino, se demostré
gue la expresion de LIN28B en testiculo esta sometida a una regulacién por gonadotrofinas.
En base a estos antecedentes, proponemos que la variante rs7759938 se asocia a un deterioro
de la calidad seminal y niveles mas bajos de testosterona en hombres adultos. A su vez, la
variante afectaria la expresién transcripcional de LIN28B en las células germinales de hombres
adultos. El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la asociacion de la variante rs7759938
con parametros de la calidad seminal, hormonal y la expresioén de LIN28B en una cohorte de
150 hombres que consultaron por infertilidad de origen masculino o de la pareja en el Instituto
de Investigaciones Materno Infantil (IDIMI), excluyendo sujetos con causas conocidas de falla
espermatogénica, asi como obesidad, presencia de enfermedades crénicas, consumo de
medicamentos, abuso de alcohol y drogas. Con este proposito se genotipificd la
variante rs7759938 por el método de PCR alelo especifica en DNA de sangre periférica
(TagMan™ SNP Genotyping Assay); se cuantificé la abundancia del mMRNA de LIN28B en RNA
total extraido de espermatozoides de los mismos sujetos por PCR en tiempo real; y se midieron
los niveles séricos de las hormonas testosterona, FSH y LH. El analisis de asociacion entre la
variante genética y las variables de la calidad seminal y parametros hormonales se realizé
utilizando el software R (SNPAssoc). Para los 150 pacientes estudiados la frecuencia alélica

de la variante rs7759938 fue de 74% para el alelo T y del 26% para el alelo C. No se encontré



asociacion entre la variante y los parametros de calidad seminal, ni los niveles hormonales. Se
encontré una correlacion directa y significativa entre la expresion relativa de LIN28B con la
concentracion espermatica (r=0,485y P<0,001) y el recuento total de espermatozoides
(r=0,450 y P<0,001). Por otra parte, se encontrd una asociacion de rs7759928 con una menor
expresion relativa de LIN28B (P=0,057) en el modelo genético sobredominante. En conclusion,
estos hallazgos indican que LIN28B se expresa en las células germinales y sugieren que
LIN28B puede estar involucrado en la proliferacién de espermatogonias en el testiculo humano
adulto. Si bien no es concluyente, nuestros resultados sugeririan que la variante rs7759938 es
un locus gendmico que contribuye a la variacion de los niveles de expresion del mRNA de
LIN28B. Por lo tanto, es necesario estudiar una cohorte mas grande para confirmar esta

suposicién y la asociacién de genotipos con parametros de la calidad seminal.



2. Abstract

Infertility has been defined as a public health problem by the WHO, where the causes of altered
spermatogenesis are unknown in a majority of infertile men. In this regard, the decrease in
sperm count has been associated with the late onset of puberty. Related to this, several large-
scale genomic studies have identified genetic variants of LIN28B with pubertal traits and
delayed onset of puberty. One of these variants, rs7759938, has also been associated with
lower testosterone levels in adult men. Moreover, it was shown that LIN28B expression in testis
is regulated by gonadotrophins in the murine model. Based on this background, we propose
that the rs7759938 variant is associated with impaired seminal quality and lower testosterone
levels in adult men. In turn, the variant would affect the transcriptional expression of LIN28B in
germ cells of adult men. The main objective of thjs tesis was to study the association of the
rs7759938 variant with parameters of seminal quality, sexual hormones and LIN28B
expression in a cohort of 150 men who consulted for infertility at the Instituto de Investigaciones
Materno Infantil (IDIMI), excluding subjects with known causes of spermatogenic failure, as
well as obesity, presence of chronic diseases, medication use, alcohol and drug abuse. For
this purpose, the rs7759938 variant was genotyped by allele-specific PCR in peripheral blood
DNA (TagMan™ SNP Genotyping Assay); the abundance of LIN28B mRNA was quantified by
real-time PCR in total RNA extracted from spermatozoa of the same subjects; and serum levels
of testosterone, FSH and LH were measured. The association analysis between the genetic
variant and seminal quality variables and hormonal parameters was performed using R
software (SNPAssoc). For the 150 patients studied, the allelic frequency of the rs7759938
variant was 74% for the T allele and 26% for the C allele. No association was found between
the variant and seminal quality parameters or hormone levels. A direct and significant
correlation was found between relative LIN28B expression with sperm concentration (r=0.485;
P<0.001) and total sperm count (r=0.450; P<0.001). Moreover, an association of rs7759928

with lower relative LIN28B expression (P=0.057) was found in the overdominant genetic model.
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In conclusion, these findings indicate that LIN28B is expressed in germ cells and suggest that
LIN28B may be involved in spermatogonia proliferation in the adult human testis. Although
inconclusive, our results would suggest that the rs7759938 variant is a genomic locus that
contributes to variation in LIN28B mRNA expression levels. Therefore, a larger cohort should
be studied to confirm this assumption and the association of genotypes with seminal quality

parameters.

Palabras clave: LIN28B, rs775938, Infertilidad, calidad seminal.



3. Introduccién

3.1 Espermatogénesis y esteroidogénesis testicular

La espermatogénesis es un proceso complejo que tiene lugar en el testiculo, donde las
células madre espermatogoniales diploides proliferan, pasan por 2 divisiones meioticas
sucesivas y se diferencian en espermatozoides haploides (1). Este proceso ocurre de manera
gradual e involucra una compleja regulacion hormonal. El eje hipotalamo-hipéfisis-gonadal
(HHG) coordina las funciones espermatogénicas y esteroidogénicas del testiculo. La
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) producida y liberada por el hipotalamo actta
sobre receptores en la adenohipdfisis estimulando la produccion y liberacion de la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotrofinas actian sobre
las células de Sertoli y de Leydig en el tubulo seminifero y en el intersticio testicular,
respectivamente, estimulando la progresion de la maduracion espermatogénica y la

produccion de una concentracion adecuada de testosterona intratesticular (1)

La espermatogénesis completa se produce tras el inicio de la pubertad, momento en el que
aumenta la secrecion de LH, lo que va a resultar en el estimulo de las células de Leydig para
producir una adecuada concentracion de testosterona. Esta hormona es fundamental para el
desarrollo de las caracteristicas y funciones sexuales, como asi también para la progresion
de la espermatogénesis. Por otro lado, la FSH, también es necesaria para el proceso de la
espermatogénesis, y en conjunto con la testosterona va a mantener la funcion de apoyo de
las células de Sertoli que funcionan como sostén de las células germinales en los tubulos
seminiferos. Sin embargo, se ha demostrado que ratones transgénicos que carecen de FSH
o de su receptor (FSHR) son fértiles; en cambio, los ratones que carecen del receptores de
andrégenos no pueden generar células germinales post-meitticas. Esto, por lo tanto,
demuestra la importancia de la testosterona en el proceso de la espermatogénesis (2). A su

vez, la interaccion entre los dos compartimentos testiculares y la retroalimentacién negativa



de testosterona e inhibina B, producida por las células de Sertoli, son esenciales para la

regulacion de la secrecion de GnRH, manteniendo la homeostasis del eje HHG (3).

Por otra parte, se ha sugerido que el momento de inicio de la pubertad puede afectar la
funcién testicular en el adulto. En este sentido, el estudio de Jensen et al (4) evalu6 los
parametros hormonales y seminales en una cohorte de 652 hombres daneses sanos, que
reportaron de manera auto-informada el inicio de su pubertad en comparacion a sus
comparieros concluyendo que los hombres con inicio puberal tardio tenian una peor calidad
seminal. En especifico estos Ultimos sujetos presentaron una menor concentracion
espermatica, junto a un menor recuento total de espermatozoides en comparacion a los
hombres que refirieron haber tenido un inicio de cambio puberales distintivos en un momento
similar al de sus pares. En este estudio también se vio que el inicio tardio de la pubertad se

asocié con niveles mas altos de FSH y niveles mas bajos de testosterona libre.

3.2 LIN28AB

LIN28 es un gen heterocronico que fue caracterizado por primera vez en el nematodo C.
elegans, donde se ha visto que regula el tiempo de desarrollo en las larvas (5). En los
mamiferos, existen dos genes de la familia LIN28, localizados en los cromosomas 1p36.11 y
6021, que producen proteinas paralogas: LIN28A y LIN28B, respectivamente. El gen LIN28A
codifica una proteina de 209 aminoacidos, mientras que LIN28B codifica una proteina de 250
aminodcidos, las cuales muestran un alto grado de homologia en sus dominios estructurales.
Ambas presentan el dominio de choque frio (CSD) N-terminal y dos dominios CysCysHisCys
de dedos de zinc (ZKD), que permiten su union a microRNA (6). LIN28A tiene una ubicacion
predominantemente citoplasmatica, en cambio LIN28B presenta una secuencia de localizacion

nuclear (NLS) y una secuencia de localizacion nucleolar (NoLS) sugiriendo que LIN28B es una



proteina nuclear (7). Sin embargo, otros estudios sugieren la posibilidad de que LIN28B es una

proteina citoplasmatica que se traslada al nucleo de forma dependiente al ciclo celular (5,8)

LIN2BAB se ha relacionado a la regulacion de la biogénesis de la familia de microRNAs let-7.
En humanos, se han identificado 12 miembros de esta familia de microRNAs (let-7a-1, let-7a-
2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f-2, let-7g, let-7i y miR-98) localizados en
ocho loci cromosémicos diferentes (9). Estos miRNAs regulan los tiempos de desarrollo y la
diferenciacién celular actuando como supresores de oncogenes como MYC, RAS y HMGA2
(9-11). Es asi como la activacion de LIN28BAB se produce en varios tumores humanos
primarios contribuyendo a la proliferacion celular y a la transformacion celular a través de la
inhibicion de microRNAs de la familia let-7. Ademas, se ha sugerido la participacion de
miembros de la familia de microRNAs let-7 en el metabolismo de la esteroidogénesis mediante
la prediccion de un sitio de unién de let-7b en la 3'UTR de StAR (proteina reguladora aguda
esteroidogénica)(12), sugiriendo que LIN28B podria participar en la via esteroidogénica a

través de su rol regulador sobre la familia microRNAs de let-7.

3.3 Expresion de LIN28B en tejidos del eje hipotalamo-hipofisis-gbnada

En modelos murinos adultos la expresion de Lin28b se ha detectado en placenta, testiculo e
hipotalamo (13,14). En ratas, se detectaron niveles altos de mRNA de Lin28b en el hipotalamo
durante el periodo neonatal. Durante el periodo infantil y pubertad temprana se observa una
disminucion de un 50% comparado con el nivel neonatal. Al momento de la pubertad estos
valores disminuyeron ain mas y se vieron mas bajos en la edad adulta. En este estudio se
realizé un modelo de pubertad alterada mediante la administracién neonatal de EB generando
ratas macho con pubertad tardia con disminucién de los niveles séricos de LH y FSH y del
peso testicular. Esta alteracion provoco el aumento de la expresion de Lin28b en el hipotalamo

de las ratas adultas (13). En otro estudio se observo la expresion de Lin28b en un sistema de
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pubertad alterada de ratas hipofisectomizadas, lo que provocé la disminucion de Lin28b a
niveles muy bajos en el testiculo, que aument6 su expresion mediante la suplementacion de
hCG y FSH (15). En testiculos de ratones, la expresion del mMRNA mostré un patrén contrario
al del hipotalamo, con niveles bajos durante el periodo neonatal, aumentado durante la infancia
y la transicion puberal, manteniéndose en el animal adulto. En este estudio ratones con
hipogonadismo hipogonadotropo, como resultado de la inactivacion del receptor de kisspeptina
KISS1/Gpr54, la expresion de Lin28b en testiculo fue menor en comparacion con la del animal
silvestre. La expresion se restituyé luego de la administracién de hCG, mientras que la
administracién de FSH caus6 efectos mas modestos (14). Todos estos resultados sugieren
que la expresién de Lin28b en el animal adulto se encuentra principalmente en el testiculo y

esta sometida a una regulacién mediante gonadotrofinas.

Por otra parte, la localizacion de la proteina Lin28b en testiculos de ratdn en distintos estadios
de desarrollo mostré que Lin28b se expresa en las células de Leydig neonatales e infantiles y
persiste en el citoplasma de las células de Leydig adultas. No se encontré expresion de Lin28b
en tubulos seminiferos de ratones infantiles, mas si se observo expresion nuclear en las
espermatidas elongadas de roedores adultos (14). En este estudio también se detectd la
expresion transcripcional de Lin28a y Lin28b en testiculo de raton, en distintos estadios de
maduracién postnatal (neonatal, infantil, puberal-adulta temprana). De este resultado, se
observa una diferencia en la expresién de estos dos genes. En el caso de Lin28a la mayor
expresion es en fase neonatal e infantil, para luego disminuir en un 60% durante la edad
puberal. Sin embargo, en el caso de Lin28b, este aumenta entre la etapa infantil y puberal ;

permaneciendo con una elevada expresion en la etapa puberal (14).

Respecto de la expresion y localizacién de LIN28B en tejidos humanos pertenecientes al eje

HHG, el proyecto GTEXx (16) reporta que el testiculo es el tejido en adulto donde LIN28B se
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expresa mayormente, seguido en menor medida de la hipdfisis e hipotadlamo como se observa

en la Fig.1.

Bulk tissue gene expression for LIN28B (ENSG00000187772.7)
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Figura 1. Expresion génica de LIN28B en tejidos humanos. Extraido de GTEx Portal (16).

3.4 Variantes genéticas de LIN28B

Los polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) son cambios de una base Unica en el DNA. Se
definen como aquellos polimorfismos que se presentan con una frecuencia mayor al 1% en la
poblacion y, ademas, son las variaciones mas numerosas del genoma. El acceso a técnicas
de secuenciacion masiva ha permitido el desarrollo de estudios de asociacion del genoma
completo (Whole Genome Association Study - GWAS) con el fin de determinar si una variante
0 un conjunto de ellas tienen un efecto sobre la aparicion de distintos rasgos fenotipicos o
enfermedades. En este sentido, se ha visto que SNPs de LIN28B estan fuertemente asociados
con rasgos de la pubertad, como la edad de menarquia en mujeres y la edad de ruptura de
voz en hombres (17-20), sugiriendo que LIN28B es un gen candidato en el proceso de inicio

y en el desarrollo de la pubertad en el humano.

Entre estas variantes de LIN28B, el SNP rs7759938, localizado en la regién promotora del

gen, se asocié con una mayor edad de menarquia en un estudio con datos de 32 cohortes de
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ascendencia europea (n=87,802) (21) y con mayor edad de aparicion del botobn mamario o
telarquia en nifias (22). Respecto de la pubertad en varones, si bien ha sido menos estudiada,
se ha reportado que dos variantes de LIN28B (rs395962 y rs314268), ubicadas en el mismo
bloque que la variante mencionada, estan fuertemente asociadas con la edad de
engrosamiento de la voz (20). También, el alelo C o alelo menor de la variante rs7759938, se
asocio fuertemente con niveles mas bajos de testosterona en una muestra del Biobanco del
Reino Unido de 176.000 hombres adultos entre 40 y 69 afios de edad (23). En conjunto estos
resultados sugieren que ciertas variantes en LIN28B, asociadas con pubertad retrasada en
ambos sexos, modulan negativamente los niveles séricos de testosterona en hombres y

posiblemente la funcién testicular en el adulto.

Mecanisticamente, las variantes genéticas mencionadas podrian tener un efecto en la
expresion del gen LIN28B. En este sentido, informacion extraida de la base de datos GTex
(16) indica que la expresion del mMRNA de LIN28B es significativamente mayor en hipofisis y
menor en testiculo cuando se tiene que el genotipo de la variante rs7759938 es homocigoto
para el alelo menor (CC), en comparacién con el genotipo homocigoto mayor. Estos resultados
sugieren que la variante rs7759938 puede actuar como elemento regulador de la expresién de
LIN28B en hipdfisis y testiculo, lo que podria llegar a afectar la funcién endocrina y de la

espermatogénesis en el testiculo.
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3.5 Infertilidad Masculina

La infertilidad ha sido definida por la OMS como la incapacidad de concebir después de un
afio manteniendo relaciones sexuales sin anticonceptivos. Esta suele afectar entre un 10-15%
de las parejas en paises desarrollados. El diagndstico de infertilidad masculina se basa
principalmente en el analisis del semen, en el cual se evallan caracteristicas como el recuento,
la motilidad y la morfologia de los espermatozoides. En un metaandlisis se report6 una
disminucion temporal del 50% en el conteo de espermatozoides en hombres no seleccionados

por fertilidad de origen caucésico entre los afios 1973 — 2011 (24).

Las causas de la alteraciéon de la espermatogénesis se desconocen en una gran mayoria de
los hombres infértiles. Las causas genéticas so6lo explican un 4% de casos de falla
espermatogénica en hombres no seleccionados y puede aumentar a un 20% en hombres con
azoospermia. Estos diagnésticos genéticos comprenden aberraciones cromosémicas
estructurales y numeéricas (p. €j., sindrome de Klinefelter; cariotipo 47, XXY), microdeleciones
de las regiones del factor de azoospermia (AZF) en el brazo largo del cromosoma Y y
mutaciones del gen CFTR en la azoospermia obstructiva. Por lo que en aproximadamente el
72% de los hombres en parejas infértiles no se ha podido establecer un diagndstico causal
(25). De esta forma en la infertilidad masculina, al ser una enfermedad multifactorial, puede

ser de interés revisar el efecto que tienen los polimorfismos del gen Lin28B sobre ella.
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4. Hipotesis
La variante rs7759938 del gen LIN28B se asocia a un deterioro de la calidad seminal y niveles

mas bajos de testosterona en hombres adultos. A su vez la variante afecta la expresion

transcripcional de LIN28B en las células germinales de hombres adultos.

5. Objetivos
5.1 Objetivo General
Estudiar la asociacion de la variante génica rs7759938 de LIN28B con parametros de la calidad

seminal y el nivel de testosterona total sérica en una cohorte de hombres que consultan por

infertilidad.

5.2 Objetivos Especificos
1. Determinar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre la funcion
espermatogénica del testiculo medida por el recuento total de espermatozoides, la
concentracion de espermatozoides, la motilidad y la morfologia espermatica.
2. Determinar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre los niveles séricos
de testosterona y la relacion testosterona/LH en hombres adultos.
3. Determinar si la variante rs7759938 afecta cuantitativamente la expresion

transcripcional de LIN28B en espermatozoides.
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6. Materiales y Métodos

Disefio experimental

El presente estudio corresponde a un analisis descriptivo y de asociaciones de la variante en
estudio rs7759938 con distintos parametros de la calidad seminal, hormonal y de expresion
del gen LIN28B en espermatozoides en un grupo de sujetos que consulta por infertilidad. Este
estudio se llevo a cabo en la Unidad de Andrologia Molecular y Reproductiva y el Laboratorio
de Andrologia Clinica del Instituto de Investigacion Materno Infantil (IDIMI), Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Esta tesis se inserta en el marco del proyecto FONDECYT de
iniciacion N°11200898 y cuenta con la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion en

Seres Humanos (CEISH) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

6.1. Sujetos

Se reclutaron hombres adultos que consultaron por diagnéstico androldgico de infertilidad
masculina o de la pareja en la Unidad de Andrologia Molecular y Reproductiva (UAMR) o en
el Laboratorio de Andrologia Clinica del Instituto de Investigaciones Materno-Infantil (IDIMI),
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Los pacientes firmaron un
consentimiento informado al momento del reclutamiento y de la aceptacién de la toma de

muestras.

6.1.1 Criterio _de inclusién: Pacientes hombres de 18 a 55 afios con indicaciéon de

espermiograma, sin antecedente de azoospermia secretora o0 sugerencia de

azo/oligozoospermia obstructiva y de nacionalidad chilena de una generacién hacia atras.

6.1.2 Criterios de exclusién: Se excluyeron pacientes que reportaron un cariotipo anormal,
presencia de microdeleciones del cromosoma Y, presencia de varicocele grados Il y IV,
hipogonadismo hipogonadotropo, infeccion seminal, epididimitis, traumatismo o lesion

escrotal, oligozoospermia obstructiva, enfermedades crénicas (diabetes, insuficiencia
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hepatica, renal o hipertension entre otras), tratamientos hormonales concomitantes y consumo
excesivo de alcohol o drogas, asi como antecedente de cancer testicular, quimioterapia y/o

radioterapia.

6.2. Andlisis de rutina

6.2.1 Antecedentes clinicos: Los pacientes fueron entrevistados para realizar un historial

general, urolégico y androldgico, con el fin de detectar eventos previos y actuales de infeccion
y/o inflamacion en el tracto reproductor y cirugias previas en el escroto e ingle, y antecedentes
antropométricos, habitos de consumo de tabaco, alcohol y drogas, asi como la historia de

enfermedades crénicas y consumo de medicamentos.

6.2.2 Evaluacion fisica y urolégica: En los casos que fue posible, un médico urélogo

especialista en infertilidad realiz6 la evaluacion fisica y uroldgica orientada a la deteccion de
varicocele, palpacion de los conductos deferentes, la evaluacién del nivel de androgenizacion
y la medicion del volumen testicular utilizando un orquidémetro, con el objetivo de descartar

posibles causas obstructivas de la oligozoospermia.

6.2.3 Cariotipo: El estudio citogenético se realizd en pacientes con una concentracién de

espermatozoides <5x10%/ml (26) en la Unidad de Endocrino-Genética del IDIMI, mediante el

método bandeo G contando 35 mitosis de leucocitos extraidos de sangre periférica.

6.2.4 Andlisis de microdeleciones del cromosoma Y (MDY): La deteccién de MDY se realizo

en sujetos con <5x10° espermatozoides/mL(26). Veinte segmentos no polimérficos presentes
en los intervalos 3 y 7 del cromosoma Y, incluyendo los genes del Factor de Azoospermia
(AZF) a, b y c en el cromosoma Y, fueron amplificados por PCR multiplex utilizando el DNA

extraido de sangre periférica como se ha descrito previamente (27).
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6.2.5 Analisis hormonal: Las muestras de sangre obtenidas entre las 8:00 y las 11:00 horas de

la mafiana se utilizaron para el andlisis hormonal en suero. Las niveles de LH y FSH se
midieron mediante un ensayo inmunorradiométrico y la testosterona total fue medida mediante
un ensayo inmunorradiométrico como se ha descrito previamente (28). La mediciéon en suero
de LH, FSHy testosterona se realiz6 para evaluar la funcion testicular y ademas para descartar

eventuales alteraciones hormonales como el hipogonadismo hipogonadotropo.

6.2.6 Analisis de semen: El analisis de semen se realizé siguiendo las directrices del Manual

de Laboratorio para la Examinacion y Procesamiento de Semen Humano, OMS, 5ta ed. (29)
en muestra seminal obtenida por masturbacién con una abstinencia sexual minima de 2 dias
y maxima de 7 dias. El semen se recolecto6 en recipientes estériles y se dej6 a 37°C por una
hora para que ocurriera la licuefaccién y se pudieran realizar los analisis correspondientes. La
evaluacion incluyé la medicion del volumen seminal, pH, concentracion espermatica en
cdmara de Neubauer, motilidad, viabilidad y morfologia. Se evalué si la motilidad era
progresiva rapida (grado A), la cual corresponde a cuando los espermatozoides se mueven
activamente de forma lineal o en grandes circulos, o si era motilidad no progresiva y con
espermatozoides inmdviles. La morfologia espermatica se evalud segun los criterios estrictos
de Kruger (29). El analisis de semen fue realizado por un profesional capacitado de la Unidad

de Andrologia Molecular y Reproductiva o del Laboratorio de Andrologia Clinica del IDIMI.

6.3 Genotipificacion de la variante rs7759938

6.3.1 Extraccién de DNA gendmico: EI DNA se extrajo de sangre periférica utilizando el kit de

purificacién de DNA Wizard (Promega) en 1 mL de la sangre siguiendo las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion del DNA aislado se realiz6 por espectrofotometria (NanoDrop) y

se almacend a -20°C hasta su uso.
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6.3.2 Genotipado: La variante rs7759938 fue genotipada con un método de PCR alelo

especifica utilizando el TagMan™ SNP Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific), y la DNA
polimerasa de la 2X Tagman® Genotyping Master Mix (Applied Biosystem). Este ensayo utiliza
partidores y sondas especificas para la amplificacién por separado de ambos alelos de la
variante rs7759938 Assay ID:C_11906296_20), permitiendo la discriminacion alélica y la
determinacion de los posibles genotipos. La Tabla 1 muestra los alelos que puede tener la

variante y el fluor6foro acoplado a la sonda que detecta cada una de las secuencias alélicas.

Tabla 1. Contexto de la secuencia y alelos de la variante rs7759938.

ACTACCATTTTTTTCTTTCTAAAGGICITITGCTACCTTTGAGGCTTCATCTGCA
rs7759938
Alelo 1 VIC C

Alelo 2 FAM |T

0(T/T)
Genotipos 1 (C/T)

2 (CIC)

La reaccion de amplificacion se realizé en un solo replicado por muestra, usando 2 uL de DNA
de concentracion 10 ng/uL. Con el fin de comprobar la especificidad de la reaccion, en cada
experimento se incluyeron muestras con genotipos homocigotos y heterocigotos previamente
determinados por secuenciacién. Los datos de amplificacion se analizaron con el software

TagMan® Genotyper™. El protocolo de amplificacion se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Protocolo de amplificacién para la variante rs7759938.

Paso Temperatura |Tiempo (seg)
Pre-lectura de la placa |60°C 30 seg
Activacion de la enzima |95°C 5 min
Denaturacién 95°C 5 seq

Anneal y Extension 60°C 30 seg
Post-lectura 60°C 30 seqg
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6.4 Cuantificacién del transcrito de LIN28B en espermatozoides

6.4.1 Preparacion de la muestra de semen: El aislamiento de espermatozoides desde la

muestra seminal se realizé a través de un gradiente de densidad utilizando PureSperm 40°®
(Nidacon) para separar los espermatozoides de las células soméaticas (células germinales
inmaduras, leucocitos y células epiteliales) obteniendo una muestra enriquecida en
espermatozoides motiles. Brevemente, en un tubo tipo Falcon de 15 ml se agregd 1 mL de
PureSperm 40® (Nidacon) y hasta 1,5 mL de semen y se centrifugé a 300 x g por 20 minutos.
El pellet resultante se traspasé a un nuevo tubo tipo Falcon de 15 mL y se realizaron dos

lavados con 5y 1 ml de PBS 1X, respectivamente, a 300 x g por 15 minutos cada uno.

6.4.2 Extraccion del RNA espermatico: Se extrajo el RNA total de los espermatozoides
separados, utilizando el método combinado de separacion con tiocianato de guanidinio-fenol-
cloroformo (Trizol®, Invitrogen) y purificacion por columna de afinidad (RNeasy Mini Kit,
Qiagen) de acuerdo con publicaciones previas (30 con algunas modificaciones del laboratorio.
Brevemente, seguido de la separacién espermatica, se realiz6 la lisis de los espermatozoides
utilizando 0,5 mL de buffer RLT (RNeasy Mini kit, Qiagen) con 7,5 yL de B-mercaptoetanol en
el homogeneizador (Pro Scientific 200) a velocidad media por 4 minutos. Seguidamente, se
efectué una segunda homogeneizacién utilizando 500 uL de Trizol (previamente temperado a
37°C) a velocidad media por 4 minutos. Al homogeneizado se le agregaron 200 pL de
cloroformo, se agité enérgicamente por 15 segundos y se dejé reposar a TA por 3 minutos.
Luego se centrifugé a 12.000 x g durante 20 minutos a 4°C. A la fase acuosa resultante se le
agrego igual cantidad de etanol 100% para purificar la muestra y se continué con la separacién
del RNA en la columna de afinidad (Rneasy Mini Kit, Qiagen) segun las instrucciones del
fabricante. En la misma columna, el RNA fue tratado con Rnase-Free Dnase (Qiagen) para
eliminar cualquier posible contaminacién con DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se recuperd el RNA eluyendo con 20 pL de agua libre de nucleasas calentada a 65°C.
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Finalmente se cuantifico el RNA mediante espectrofotometria (NanoDrop™) y el RNA

alicuotado se almacené a -80°C hasta su uso.

6.4.3 PCR en tiempo real (QRT-PCR): La abundancia de transcritos de LIN28B en el RNA de

espermatozoides se cuantific6 mediante PCR en tiempo real con SYBR Green | en el
instrumento StepOne Plus (Apllied Biosystems). Inicialmente, se sintetizd el cDNA a partir del
RNA total usando la transcriptasa reversa Revert Aid H minus (Thermo Scientific) y el partidor
d(T)12-18 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA se
utilizaron alicuotas de aproximadamente 500 ng de RNA total. La reaccién de qPCR se realiz6
en triplicados utilizando Rox SYBR® MasterMIx dTTP Blue (Takyon) y partidores
especialmente disefiados para la amplificacion especifica del mMRNA de LIN28B (PrimerBlast
Tool): LIN28B-forward, AGCACATTAGACCATGCGAGC y LIN28B-reverse,
TTTGCTAGCCGCCTTCG (tamafio del fragmento amplificado 156 pb) y GADPHS-foward, 5-
CATGAACATTGTGAGCAACGC-3 y GADPHS-reverse, 5-CAACCCTTCCACGATCCCAA-3’
(tamafio del fragmento amplificado 94 pb). La expresion del transcrito de LIN28B fue
normalizada respecto de la expresion del gen housekeeping GAPDH-S (gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa especifica de espermatozoides). Utilizando el método de 24¢T,
donde ACt corresponde a la diferencia entre los valores Ct de GAPDH-S y LIN28B. Todas las
muestras fueron medidas por triplicado y se eliminaron los replicados que generaran una
desviacion estandar mayor a 0,5. La eficiencia de las reacciones de PCR han sido previamente

determinadas en el laboratorio.

6.5. Calculo de tamafio muestral y analisis estadistico

El tamafio de la muestra para el enfoque transversal se estimé en base a nuestro analisis
preliminar de asociacién en el modelo codominante de la variante de LIN28B rs314277 A, la

cual presenta desequilibrio de ligamiento con la variante de estudio, con la edad de la
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gonadarquia en 419 nifios genotipados y participantes del estudio de Crecimiento y Obesidad
de Chile (datos no publicados). Fijando los valores de ay 3 en 0,05 y 0,2 (80% de potencia)
respectivamente, estableciendo una diferencia de medias igual a 1 entre genotipos y teniendo
en cuenta la frecuencia alélica de la variante (0,28), el tamafio de muestra estimado es de 150

sujetos.

Las asociaciones entre la variante y pardmetros reproductivos (testosterona, concentracion de
espermatozoides y recuento total de espermatozoides) se analizaron utilizando el software R
(paquete SNPAssoc) bajo modelos genéticos codominante, dominante, sobredominante,
recesivo y aditivo. El andlisis se ajust6 por factores de confusién como el IMC, la edad y la
hora de toma de muestra sanguinea, cuando se analizan variables hormonales. Los
parametros del semen se ajustaron por tiempo de abstinencia. Para el andlisis estadistico se
utilizé el programa SPSS version 21. Para la correlacion entre variables numéricas se calcul6
el coeficiente de correlacién de Spearman. Las variables que se desvian de la distribucion
normal se transformaron a logaritmo o raiz cuadrada o raiz cubica. La significacién estadistica

se considerd con un valor P <0,05.
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7. Resultados

7.1 Antecedentes clinicos

En este trabajo se estudiaron 150 hombres que asistieron al IDIMI para realizarse un
espermiograma en el marco de su consulta por infertilidad de factor masculino o de la pareja.

Los antecedentes clinicos de la poblacién se muestran en la Tabla 3.

El grupo presenta una edad promedio de 35 afios, con una edad minima de 22 afios y una
maxima de 51 afios, lo que se ajusta a los criterios de inclusion. Los pacientes presentan un

indice de masa corporal (IMC) promedio de 27,8 Kg/mz.

Con respecto al consumo de tabaco, alcohol y drogas se obtuvo la respuesta de los 150
pacientes. En el caso del tabaco, 50,6% (N=76) de los pacientes afirmaron fumar o haber
fumado en el pasado. Se considerd el consumo de tabaco como el habito de fumar por al
menos durante 2 afios con una frecuencia diaria o semanal, siendo el promedio de afios de
consumo de los pacientes de 12 afios. En el caso del consumo de alcohol, 125 pacientes
refirieron consumir alcohol y con un promedio de duracion de 12 afios (minimo 6 meses y
maximo 30 afios), siendo lo mas frecuente el consumo una vez a la semana en un 60,8% de
los sujetos. Con respecto al consumo de drogas, un 41,3% de pacientes afirmé consumir en
forma leve algun tipo de droga, siendo la marihuana la droga mas consumida (83,3%). Por otra

parte, se excluyeron sujetos con un consumo de cocaina diario por mas de 2 afios

En relacion con las patologias de la zona genital o enfermedades androldgicas, éstas fueron
auto reportadas, un factor a considerar sobre todo en el caso del testiculo en ascensor. Dentro
de los pacientes existen 10 casos de criptorquidia que en su mayoria fueron resueltas antes
de los 5 afios. Dentro de los pacientes con varicocele resuelto, dos de ellos eran de Grado |

(subclinico), uno era de Grado Il que se resolvid a los 18 afios y el Gltimo presentd un varicocele
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de Grado Ill que se oper6 un afio antes de la toma de muestra. Dentro de las patologias que

se reportaron se mencionan: torsion testicular, epididimitis, balanitis, postitis y hernia inguinal.

Tabla 3. Antecedentes Clinicos

Parametros

Edad 35+6 (31-39)
IMC 27,8 +3.8 (25,2 - 30,9)
Consumo de tabaco 50,6%
Consumo de alcohol 83,3%
Consumo de drogas 41,3%
Testiculo en ascensor 14,7%
Varicocele operado 10,0%
Criptorquidia operada 6,7%

Otros 10,6%

Datos expresados en media + DE (percentil 25 - 75) y porcentajes.

7.2 Parametros seminales

Los pardmetros seminales obtenidos del informe de los espermiogramas se resumen en la
Tabla 4. Los valores de referencia de los parametros seminales evaluados son los establecidos
en el Manual de laboratorio de la OMS para el examen y tratamiento del semen humano
publicado en 2010 (29) (Anexo Tabla 1). Dentro de los pacientes existen 8 casos en los que
no se tomé la muestra con 2-7 dias de abstinencia. Entre los integrantes del estudio se

observaron distintas alteraciones en los parametros seminales:

e 233% (N=35) de los participantes presentd oligozoospermia, teniendo una
concentracion de espermatozoides menor a 15 millones/ml.

e 13,3% (N=20) de los participantes presentdé astenozoospermia, que refiere a una
motilidad progresiva (Grado A) menor al 32%.

e 76,7% (N=115) de los participantes presentaron teratozoospermia, refiriéndose a que

menos del 4% de los espermatozoides de la muestra presenta una morfologia normal.
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e 21,3% (N=32) de los participantes presenté hipospermia, lo que indica un bajo volumen
de semen.
e 2% (N=3) de los participantes presentd necrozoospermia, lo que significa que

presentaban una vitalidad menor de 58%.

Tabla 4. Parametros seminales de los sujetos estudiados (N=150)

Parametros

Concentracién (mill/mL) 46 (17 - 90,6)
Gl 1153 (36 - 249,6)
espermatozoides (mill)

Motilidad A (%) 58 (42 - 70)
Morfologia normal (%) 2(1-3)
Vitalidad (%) 87 (81,5-91)
Dias abstinencia 4(3-5)

Los valores muestran la mediana (percentil 25 - percentil 75)

7.3 Pubertad auto-informada

A los sujetos participantes se les consulté por la edad de aparicion de cambios puberales. Para
orientar al paciente en esta pregunta se hizo referencia a hitos de la pubertad mas facilmente
recordables como: el aumento del tamafio peneano, la aparicion de vello pubico y el
engrosamiento de la voz. Ademas, se preguntd si estos cambios comenzaron a una edad

similar a la de sus pares o si fue adelantada o atrasada.

El resumen de las respuestas obtenidas de todos los participantes se muestra en la Tabla 5.
La mediana de la edad de inicio de cambios puberales fue de 13 afios, con un minimo y
maximo de 11 a 17 afios, respectivamente. Al consultar por el inicio de estos cambios respecto
de sus pares, la mayoria de los pacientes inform6 que su pubertad inicié al mismo tiempo de
sus compaferos (70%), un 22,7% de los encuestados encontré6 que su pubertad habia
comenzado de forma atrasada y un 7,3% reportd un inicio de la pubertad mas temprana
respecto de sus pares. No se observo una mayor frecuencia de alteraciones androlégicas en
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los pacientes que reportaron tener un comienzo de pubertad adelantada o atrasada respecto

de sus pares.

Tabla 5. Inicio Pubertad auto-informada

Edad de inicio de |la pubertad 13 (12 -14)

Al mismo tiempo 70%

Inicio de la pubertad respecto a sus pares Aftrasada 22 7%

Adelantada 7.3%

Datos expresados en mediana (percentil 25 - percentil 75) y porcentajes.

Con el fin de evaluar la coherencia de las respuestas de los pacientes respecto de su recuerdo
de la edad de aparicion de cambios puberales, se realizé un analisis de correlacién entre los
datos obtenidos en las respuestas a “la edad de inicio de pubertad” y “la comparacion del
comienzo de pubertad respecto a sus pares”. En este analisis observamos una relacion directa
y significativa entre estas dos respuestas (P=0,009 r=0,212). Seguidamente, se dividieron los
datos de la edad de comienzo de pubertad auto-informada en tres categorias: menor a 12
afios, entre 12 y 14 afios y mayor a 14 afios. Al comparar parametros de la calidad seminal
entre estas categorias observamos que los sujetos que sefialaron una edad de comienzo de
la pubertad mayor a 14 afios presentaron una disminucién significativa de la cantidad total de
espermatozoides (p=0,046 Mann Whitney) respecto de los sujetos en el grupo de referencia
(edad de inicio 12 — 14 afios). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en los

demas parametros seminales (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros de la calidad del semen segun la edad de inicio de la pubertad auto-

informada.
) Cantidad total de
Cﬂmenmc.m" espermatozeoides | Motilidad | Morfologia -
espermatica Vitalidad%
e ey (millones/ grado A% | mnormal %
eyaculado)
<12 [N=4) 120,3 231,6(146-415,6) | &1 (91-78) 4(1-8) 83 (84-92)
- (64,8-152,0) ' '
Cabagortas edad 12-14{N=125 46 (17 - 92 126 (41,6 - 266 60 (43 - 70 2(1-3 g7(82-91
de edad de inicio el (17-52) (41,6 - 266) {43-70) (1-3) (82-91)
dEIapubeer =14 (N=20 23(16,1- 66,0} | 61,5(19,3 - 130,2 51(34-72 2(1-3 25 (77-90
iR da (N=20) (16,1 - 66,0) (19,3 - 130,2) (34-72) (1-3) (77 - 30)
Valor de P 0,034 0,013 0,13 0,314 0,098

7.4 Parametros hormonales

Los valores muestran la mediana (percentil 25-75).

Los niveles de FSH, LH y testosterona total fueron medidos en 145 sujetos del total de 150 y

los resultados se muestran en la Tabla 7. Respecto a los niveles hormonales encontrados, se

observd que un 5,3% de los casos tuvieron un nivel sérico de FSH fuera de los valores de

referencia con 8 casos con valores mayores y 5 con valores menores al de referencia, en el

caso del LH fue de s6lo un 6%, con 7 por encima del valor y 2 por debajo del valor de referencia

y finalmente en el caso de la testosterona total, no se encontrd pacientes con un valor fuera al

de referencia.
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Tabla 7. Perfil hormonal en los sujetos estudiados (N=145)

Parametros

Testosterona (ng/mL)

3,2(26-4)[12-72]

LH (mUl/mL)

3.4 (2,4-46)[04-154]

FSH (mUI/mL)

3,3(2,3-4,8)(0,88 - 36,7]

Testosterona/LH

3,47 (2,29 - 4,67) [0,7-38,5)

Los valores muestran la mediana (percentil 25- percentil 75) [minimo-maximo]. Valores de referencia
FSH 1-7(mUI/mL), LH 1-8 (mUI/mL) y testosterona total 1-7 (ng/mL).

Con el fin de evaluar los niveles hormonales respecto de la calidad seminal, se realiz6 un

andlisis de correlacion con los parametros seminales. En este analisis observamos una

correlacion inversa y significativa entre los niveles de FSH y LH con la concentracion

espermatica y con el recuento total de espermatozoides. Este resultado apoya el origen

secretor de la disminucion de la concentracion espermatica en los pacientes con bajo recuento

(Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de correlacion de los parametros seminales con los niveles hormonales.

FSH LH T T/LH
. . Coeficiente de
Concentracién espermatica . -0,382 -0,343 -0,055 0,337
. correlacion (r)
(millones/mL)
Valor p < 0,001 < 0,001 0,507 < 0,001
Cantidad total de Coeficiente de
- . -0,354 -0,23 -0,047 0,223
espermatozoides correlacion (r)
(millones/eyaculado) Valor p < 0,001 0,005 0,571 0,007
Coeficiente de
-0,185 -0,238 -1,36 0,116
Motilidad A (%) correlacién (r) ) ! ! ’
Valor p 0,025 0,004 0,99 0,161
Coeficiente de
L -0,238 -0,267 -0,247 0,147
Morfologia normal (%) correlacién (r)
Valor p 0,004 0,001 0,003 0,079
Coeficiente de
-0,227 -0,203 -0,82 0,168
Vitalidad (%) correlacién (r) ' ’ ! ’
Valor p 0,006 0,015 0,328 0,046
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7.5 Abundancia del transcrito de LIN28B en espermatozoides

La cuantificacion de la abundancia del transcrito de LIN28B en espermatozoides se realiz6 en
muestras de 93 sujetos de los 150 pacientes incorporados al estudio. Las razones por las
cuales no se pudo determinar la abundancia del transcrito de LIN28B en todas las muestras
fueron: 1) baja cantidad de espermatozoides para obtener cantidad suficiente de RNA; 2) baja
calidad del RNA obtenido; y/o 3) alta concentracion de células redondas en la muestra seminal,
las cuales contaminan el RNA de los espermatozoides. De las 93 muestras en las cuales se
pudo determinar los niveles de expresion de LIN28B, un 23,7% corresponden a pacientes

oligozoospérmicos y un 76,3% a sujetos normozoospermicos.

Se detecté amplificacion de los transcritos de LIN28B y GAPDH-S en todas las muestras
evaluadas. Respecto al nivel de amplificacion del transcrito del gen control interno GAPDH-S
se obtuvo un ciclo umbral (Ct) promedio de 24,8 + 2,56 mientras que el valor promedio de Ct

para la amplificacion del transcrito de LIN28B fue de 30,24 + 2,23 (Figura 2).

35

Valor de Ct

20

GAPDH-S LIN28B

Figura 2. Valor del ciclo umbral (Ct) para la amplificacion del transcrito de GAPDH-S y LIN28B
por PCR en tiempo real en RNA extraido de espermatozoides de 93 sujetos.
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La expresion relativa de LIN28B mostré una correlacion directa y significativa con el recuento
espermatico y con la cantidad total de espermatozoides, sin embargo, no se observo

correlacion entre el nivel de expresion y los otros pardmetros seminales (Tabla 9 y Figura 3).

Tabla 9. Andlisis de correlacion de la expresion relativa del transcrito de LINZ2GB en

espermatozoides con los parametros seminales.

Cantidad total de
Concentracion
espermatozoides | Motilidad | Morfologia
espermatica ) Vitalidad%
(millones/mi) {millones/ grado A% | normal %
eyaculada)
CDEfIl:IErr'te e 0,482 0,45 -0,005 -0,018 0,027
LIN23B correlacion (r)
Valor [+] = 0,001 < 0,001 0,96 0,866 0,727
A B
E % ¢ r=0,482 . 1000 | r=0.450
E p= 0,000001 § p= 0,000006
= 400 S 800 | °
S = ‘
s . § =
3 300 § w [ ° 9
g | 2 | ® =l
g ” . 83 nee
g 200 o = g w @
s P s 53 °
3 | ® E ® 0
E wo ° * g 200 ° e °®
o o @ B
3
o 0 0 ‘
0 02 04 06 08 0 02 04 08 03
Expresidn relativa de LIN28B (2°<7) Expresion relativa de LIN28B (25<7)

Figura 3. Correlacién de la expresion del transcrito de LIN28B y parametros de recuento
seminal. (A) Correlacion entre la expresion del transcrito LIN28B y la concentracién espermatica
(millones/mL). (B) Correlacion entre la expresion de LIN28B y la cantidad total de
espermatozoides.

Asi mismo, al agrupar a los sujetos de acuerdo con la clasificacion de oligozoospermia dada

por la OMS (29) (Anexo Tabla 1), observamos que los sujetos oligozoospérmicos presentan
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una expresion relativa de LIN28B significativamente mas baja a los sujetos con recuento

espermético normal (p<0,001) (Figura 4).

wh

08

06 bt

Expresion de LIN28B(25CT)

0z L

0 —+—

OUGO NORMO

Tipo de sujeto

Figura 4. Expresidn relativa de LIN28B en los sujetos clasificados como oligozoopérmicos
(<15 millones de espermatozoides/ml) o normozoospérmicos (= 15 millones de
espermatozoides/m). (***= p<0,001).

Por otra parte, la correlacion de la expresion relativa de LIN28B con los niveles de FSH, LH y
testosterona total no mostro significancia estadistica. Mientras tanto, encontramos una
correlacion moderada del nivel de expresién de LIN28B con la edad de pubertad (r=-0,230;
P=0,028).

7.6 Analisis de asociacidén genética del variante rs7759938 con variables de la calidad
seminal y niveles hormonales

La genotipificacion de la variante rs7759938 se realizé por PCR alelo especifica en DNA
extraido de sangre periférica en los 150 sujetos incluidos en el estudio. El software TagMan®
Genotyper™ efectla la discriminacion alélica mediante la deteccién de la intensidad de los
fluoréforos de las sondas que reconocen cada alelo. Se construyé un diagrama de
discriminacién alélica, en el cual se graficé la fluorescencia normalizada (Rn) para cada una
de las sondas alelo-especificas para cada muestra (Figura 5). El software agrupa a las

muestras y asigna un genotipo a cada grupo en base a la relacion entre las Rn de ambas
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sondas. Es decir, aquellas muestras que presentan una mayor intensidad correspondiente a
la sonda marcada con el fluoréforo VIC® seran catalogadas como homocigota para el Alelo 1.
Por otro lado, aquellas que tienen una fuerte intensidad del fluor6foro FAM® seran catalogadas
como homocigota para el Alelo 2 y, en el caso de que exista fluorescencia para ambas sondas,
la muestra seré catalogada como heterocigota para los Alelos 1 y 2. En el caso del ensayo
parars7759938 el Alelo 1 corresponde a la variante C y el Alelo 2 a la variante T. Con el fin de
corroborar la discriminacion alélica provista por el software, se incluyeron en todos los
experimentos controles homo y heterocigotas de muestras de DNA previamente

secuenciadas, encontrando una concordancia en todos los experimentos.

Allelic Discrimination Plot

&

00
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0s 10 15 20 28

st
o HomoZTygou o Homozygous T/T
oMt XUndetermined

Figura 5. Ejemplo de diagrama de discriminacién alélica presentado por StepOne ™ software.

Para los 150 pacientes estudiados para la variante rs7759938 la frecuencia alélica de T fue
del 74% y de C del 26%. En comparacion a la base de datos Ensembl (31) se observd que
nuestra poblacion tiene una frecuencia alélica similar a una poblacién americana mixta de 694

sujetos (T en un 72% y en C en un 28%).
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En el caso de la frecuencia genotipica, 53,3% de los sujetos fueron homocigotos dominantes

T/T, un 41,3% fue heterocigoto T/C y solo un 5,3% fue homocigoto recesivo C/C. Esto se ajusta

a la frecuencia genotipica de la misma poblacion americana mixta, con un 51,6% homocigoto

dominante T/T, un 40,9% heterocigoto T/C y un 7,5% homocigoto recesivo C/C.

En este trabajo se analiz6 el polimorfismo de la variante rs7759938, donde el alelo C de menor

frecuencia probablemente altere el riesgo de enfermedad. Como cada individuo posee una

pareja de alelos, el riesgo asociado con cada genotipo podria depender del nUmero de copias

de C, lo que permite definir varios modelos de herencia posibles, con los cuales su

verosimilitud se puede explorar mediante una adecuada codificacién de los genotipos.

Dentro de los modelos analizados estan:

Modelo codominante: Es el mas general. Cada genotipo proporciona un riesgo de
enfermedad y no aditivo. Se comparan los heterocigotos TC y los homocigotos CC por
separado respecto a los homocigotos TT.

Modelo dominante: Una Unica copia de C es suficiente para alterar el riesgo, y ser
portador de dos copias de C contempla una igual magnitud, por lo que heterocigotos
TC y homocigotos CC tienen el mismo riesgo. Estos dos genotipos se comparan
respecto a los homocigotos TT.

Modelo recesivo: Son necesarias dos copias de C para modificar el riesgo. Se compara
la combinacion de heterocigoto TC y homocigoto TT respecto a los homocigotos CC.
Modelo sobredominante: Se considera que los heterocigotos TC tiene una ventaja en
modificar el riesgo de enfermedad. Se comparan los heterocigotos TC vs los
homocigotos dominantes TT y recesivos CC.

Modelo aditivo: Cada copia de C modifica el riesgo de una cantidad aditiva (en escala

logaritmica); por lo que los homocigotos CC tienen el doble del riesgo que los
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heterocigotos TC. Se compara la combinacién ponderada (o alélica), donde seria 1 en

los heterocigotos TC y 2 a los homocigotos CC.

7.6.1 Andlisis de asociacion de la variante rs7759938 con pardmetros de la calidad seminal

Con el fin de evaluar si la variante rs7759938 de LIN28B tiene efecto sobre la funcion
espermatogénica del testiculo (Objetivo especifico 1) se realizé un analisis de asociacion de
la variante en distintos modelos genéticos y parametros de la calidad seminal, i.e.
concentracion espermatica, cantidad total de espermatozoides, porcentaje de motilidad
progresiva, porcentaje de morfologia normal, y porcentaje de vitalidad mediante el programa
R usando el paquete SNPAssoc. Los resultados de estos analisis se encuentran en las Tablas
10 -14. No se encontr6 asociacion significativa de los parametros del semen con la variante
rs7759938. Asi mismo, la asociacion genética no fue significativa al ajustar el analisis por los

dias de abstinencia antes de la toma de muestra seminal y por la edad del sujeto.
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Tabla 10. Asociacion entre la concentracion

espermatica (millones/mL) y la wariante

rs7 7589938 en los distintos modelos
genéticos.
N  |Media|pE |valore
Codominante 0,746/
T/T g0| 62,8 6,9
T/C 62| 72,00 109
c/C 8| 6200 210
Dominante 0.5
T/T 80| 62,8 69
T/c-cfc 70| 70,9 9,9
Recesiva 0,855
T/T-T/C 142| 66,8 6,1
c/C 8| 6200 21,0
Sobredominante 0,443
T/T-C/C 88| 62,8 65
T/C 62| 7200 10,0
I_ng—adltivo 0,621
0,1,2 | |

Los valores muestran la media y DE de la
concentracion espermatica (millones/mL)

Tabla 12. Asociacion entre la 9% de

Motilidad progresiva vy la varante
rs7759938 en los distintos modelos
genéticos.
N |Media|DE Valorp
Codominante 0,307
T/T 80| 581 2,0
T/C 62| 52,3 2,0
cj/c g 61,3 58
Dominante 0,369
T/T 80| 56,1 2,0
T/C-c/C 70| 533 24
Recesivo 0,328
T/T-T/C 142| 54,5 1,6
o 8 613 58
Sobredominante 0,175
T/T-C/C 88| 56,6 19
T/C 62| 52,3 2,6
log-aditivo 0,702
0,1,2 | |

Los valores muestran la media y DE del porcentaje
de motilidad progresiva

Tabla 11. Asociacion entre la cantidad total
de espermatozoides (millones/eyaculado)
y la variante rs7759938 en los disfintos

modelos genéticos.

N  |Media|lpE  |valorP
Codominante 0,853
T/T 80| 172| 18,6
T/C 62| 172| 249
c/C gl 210| 925
Dominante 0,886
T/T 80| 172| 18,6
T/C-cfC 70| 17| 24,2
Recesivo 0,572
T/T-T/C 142 172 15
cfc 8| 210[ 92,5
Sobredominante 0,911
T/1-Cc/C 88 175| 18,7
T/C 62| 172| 24,9
log-aditivo 0,739
01,2 | |

Los valores muestran la media y DE de la
concentracion espermatica (millones/eyaculado)

Tabla 13. Asociacidon entre la Morfologia
espermatica normal y la vanante rs/ 759938

en los distintos modelos genéticos.

N  |media|]pe  [valorp
Codominante 0,695
T/T a0 2200 02
T/C 59 210, 0.2
c/C 7l 271 07
Dominante 0,912
T/T g0l 2,20 0,2
T/C-c/C 66| 2,17 0,2
Recesivo 0,427
T/T-TfC 139 2,18| 0,2
c/C 71 271 07
Sobredominante 0,647
T/T-C/C 87| 224 0,2
T/C 59 210 02
log-aditivo 0,846
0,1,2 | |

Los valores muestran la media de y DE del
porcentaje de morfologia normal
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Tabla 14. Asociacion entre la % de
Vitalidad espermatica y la wvariante

rs7 759938 en los distintos  modelos

genéticos.
N  |MedialpE |valorp

Codominante 0,344
T/T 76| 857 08
T/C 61 83,7 1,3
c/c 8 859 21
Dominante 0,198
T/T 75| 857 08
T/C-C/C 69| 83,9 1,1
Recesivo 0,732
T/T-T/C 137| 84,8 0,7
c/c gl 859 21
sobredominante 0,144
T/T-C/C 84| 18548 0,8
T/C 61| 83,7 1.3
log-aditivo 0,347
01,2 | |

Los valores muestran la media y DE del porcentaje

de vitalidad.

Con el fin de determinar si la variante rs7759938 es un factor de riesgo de oligozooermia en
hombres que consultan por infertilidad, realizamos el analisis de asociacion genética utilizando
como variable dependiente la variable categérica que divide a los sujetos en
Oligozoospérmicos y Normozoospérmicos. Los resultados de asociacion expresados como

Odd Ratio (OR) se muestran en la Tabla 15.

Si bien no se observa una asociacion estadisticamente significativa entre los genotipos de
rs7759938 y la condicién de ser oligozoospérmico 0 normozoospérmico, se observa que el
genotipo T/C estaria mas representado en los sujetos oligozoospérmicos en comparacion con

los sujetos normozoospérmicos.
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Tabla 15. Asociacidén entre pacientes oligozoospérmicos y pacientes Normozoospermicos,

respecto a la variante de LIN26E rs7759938.

I MNORMO OLGOD OR lower |upper |valorp

Codominante [T % ] % 0,812
T 63 54,8 17 48,6 1,0

T/C 46 40 16| 45,7 1,3 0,6 2.8

c/c 7] 5,2 2 5,7 1.2 0,2 6,7
Dominante 0,519
T/T 63| 64,8 17| 486 1,0

T/C-C/C 52 45,2 18 51,4 1,3 0,6 2,7
Recesivo 0,910
T/T-T/C 109 94,8 33] 943 1,0

c/c 6 5,2 2 5.7 1,1 0,2 5.7
Sobredeminante 0,549
T/T-C/C 69 60 19 54,3 1,0

T/C a6 40 16| 457 13 0,6 2.7
log-aditivo 0,563
01,2 115 76,7 35 23,3 1,2 0,6 2,3

7.6.2 Andlisis de asociacion de la variante rs7759938 con pardmetros hormonales

Con proposito de abordar el Objetivo especifico 2, se realizé un andlisis estadistico de
asociacion de la variante en distintos modelos genéticos con la concentracion de testosterona
sérica, concentracion de LH, concentracién de FSH y relacion de testosterona/LH mediante el
programa R usando el paguete SNPAssoc. Los resultados de estos analisis se encuentran en

las Tablas 16-19.

No se encontrd asociacion significativa entre los niveles hormonales con la variante rs7759938
del gen LIN28B. El analisis de asociacion genética con los niveles hormonales ajustado por

hora de toma de muestra, el IMC y la edad tampoco mostré significancia estadistica.
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Tabla 16. Asociacion entre la concentracion
de Testosterona y la variante rs7759938 en

los distintos modelos genéticos.

Tabla 17. Asociacion entre la concentracion
de LH y la wvariante rs7759938 en los

distintos modelos genéticos.

N Imedia|lpe  [valorp N [Media|DE  |valorp
Codominante 0,470 Codominante 0,280/
T/T 79 3,2 0,1 T/T 79 3,6 0,2
T/C 61 3,4 0,1 T/C 51| 4,1 0,3
cfc 8 3,7 0,4 c/c 8 3,2 0,7
Dominante 0,378 Dominante 0,244
T/T 79 3,2 0,1 T/T 79 3,6 0,2
T/C-CfC 69 3,4 0,1 T/C-C/C 69 4,0 0,3
Recesivo 0,291 Recesivo 0,451
T/T-T/C 170 3,3 0,1 T/T-T/C 140 3,8 0,2
cfc 8 3,7 0,4 cfc =] 3,2 0,7
Sobredominante 0,683 Sobredominante 0,126
T/T-C/C 87| 33 0,1 T/T-C/C 87 3,5 0,2
T/C 61 3,4 0,1 T/C 61| 4,1 0,3
log-aditivo 0,256 log-aditivo 0,493
0,1,2 [ | 0,1,2 | |

Los valores muestran la media y DE de la
concentracion de testosterona (ng/mL)

Tabla 18. Asociacion entre la concentracion
de FSH y la variante rs7759938 en los

distintos modelos genéticos.

N |medialoe  [valorp
Codominante 0,440
T/T 79 4,0 0,4
T/C 61 5.0 0,8
c/c gl as 1,0
Dominante 0,201
T/T 79 4,0 0,4
T/C-CfC 59 5,0 0,7
Recesivo 0,832
T/T-T/C 140 4,5 0,4
c/c gl a4z 1,0
Sobredominante 0,231
T/T-CfC 87 4,1 0,3
T/C 61 5.0 0,8
log-aditivo 0,252
0,1,2 | |

Los valores muestran la media y DE
de la concentracién de FSH (mUlfmL)

Los valores muestran la media y DE de la
concentracién de LH {mUl/mL)

Tabla 19. Asociacion entre la relacion de
Testosterona/LH y la variante rs7759938 en

los distintos modelos genéticos.

| N |[Media [DE  [Valor P
|Codominante 0.675
T 79] 39| 02
T/C 61 3.6 0.3
c/c 71 41 07
Dominante 0.515
T/T 79 39 0.2
T/C-C/C 68] 36| 0.2
Recesivo 0.668
T/T-T/C 140 3.7 0.2
c/c 71 41 07
Sobredominante 0.399
T/T-C/C 86 3.9 0.2
T/C 61] 36| 03

-aditivo 0.692
0,1,2 | |

Los valores muestran la media y DE de la
relacion Testosterona/LH
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7.6.3 Andlisis de asociacién genética de la variante rs7759938 con la expresion transcripcional

de LIN28B en espermatozoides De acuerdo al Objetivo especifico 3, con el fin de determinar si
la variante rs7759938 afecta cuantitativamente la expresion transcripcional de LIN28B, se
realiz6 el analisis estadistico de asociacién de la variante con la abundancia del mRNA de

LIN28B en espermatozoides de 93 pacientes (Tabla 20).

Se encontrd una asociacion cercana a la significancia en el modelo genético sobredominante
(P=0,057), en el cual se observa una tendencia a una menor concentracion de LIN28B en los

pacientes con genotipo T/C.

Tabla 20. Asociacion entre la expresion de LIN28B espermatica y la variante rs7759938.

N |[Media [DE  [valor P

Codominante 0.155
T/T 53| 0.089| 0.022

T/C 37| 0.036| 0.009

c/C 3| 0.119| 0.109
Dominante 0.100
T/T 53| 0.089| 0.022

T/C-C/C 40| 0.043| 0.011
Recesivo 0.521
T/T-T/C 90| 0.067| 0.013

c/C 3| 0.118| 0.109
Sobredominante 0.057
T/T-C/C 56| 0.09| 0.022

T/C 37| 0.036| 0.015
log-aditivo 0.213
01,2 | l

Los valores muestran la media y DE de la
expresion relativa de LIN28B en espermatozoides
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8. Discusioén

El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la asociacion de la variante génica rs7759938 de
LIN28B con pardmetros de la calidad seminal y el nivel de testosterona total sérica en una
cohorte de 150 hombres que consultan por infertilidad. En los resultados presentados se puede
observar que no se encontré6 una asociacion significativa de la variante en estudio con los
parametros de calidad seminal como el recuento espermatico, la cantidad total de
espermatozoides, la motilidad progresiva, la morfologia normal o la vitalidad. Similarmente,
tampoco encontramos asociacién con los niveles de las hormonas que permiten evaluar la
funcidn testicular como la testosterona, FSH y LH. Sin embargo, revisando una base de datos
ampliada de la misma cohorte de sujetos , N=232, de los cuales 125 presentaron genotipo TT,
93 fueron heterocigoto TC y 14 con genotipo homocigoto CC (datos no publicados de nuestro
laboratorio), se encontré una asociacion cercana a la significancia de la variante con niveles de
FSH méas altos en el modelo dominante (P = 0,057) y niveles de testosterona sérica mas altos
en el modelo recesivo (P = 0,069). Estos resultados preliminares sugieren que un aumento de

la cantidad de sujetos podria ser necesario para obtener asociaciones significativas.

El estudio de Leinonen et al. (23) analiza la asociacion de la variante rs7759938 con los niveles
séricos de testosterona de hombres adultos sanos utilizando una base de datos del Biobanco
del Reino Unido con aproximadamente 176.000 sujetos. Los autores encontraron una
asociacion significativa del alelo C con niveles mas bajos de testosterona. Si bien estos
resultados son contrarios a nuestro hallazgo en la cohorte ampliada, la discrepancia podria
deberse al relativamente bajo tamafio muestral de nuestro estudio comparado al citado estudio.
Ademas, es posible que la diferencia en los resultados esté relacionada con las caracteristicas
de la poblacién estudiada: la poblacion del Biobanco de Reino Unido comprende en su mayoria

hombres de entre 40 y 69 afios, quienes podrian presentar niveles disminuidos de testosterona,
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relacionado a la edad, mientras que nuestra poblacion tiene una media de edad mas joven (35

afnos).

Uno de los objetivos secundarios de esta tesis fue investigar la asociacion de la variante
rs7759938 con la expresion transcripcional de LIN28B en espermatozoides de sujetos que
consultan por infertilidad. Se analiz6 la expresion de LIN28B en 93 pacientes, donde se encontrd
una asociacion cercana al valor de significancia en el modelo sobredominante (P=0,057). Estos
resultados se condicen con los datos obtenidos de una base de datos mas amplia de la misma
cohorte donde se analizaron datos de expresion de 106 sujetos (resultados no publicados de
nuestro laboratorio), donde también se observd una asociacion cercana a la significancia
(P=0,058) en el modelo de herencia dominante. Se debe destacar que, dado el nimero acotado
de sujetos estudiados y la frecuencia alélica del alelo menor, el nimero de sujetos con genotipo
CC es muy bajo, lo cual no permite tener el poder estadistico para realizar comparaciones con

este genotipo.

Dado que el SNP rs7759938 se encuentra en la region promotora de LIN28B (32 la presencia
del polimorfismo afectaria de forma negativa la activacion de la expresion transcripcional de
LIN28B. Resultados similares se han reportado en un estudio de la expresién de LIN28B en
tejido con cancer de ovario, donde se demostré una asociacion significativa entre rs7759938 y
la expresion de LIN28B en el modelo genético dominante mostrando niveles de expresion mas
bajos en presencia de la variante alternativa (33). Utilizando el modelador ENCODE, los autores
encuentran que la variante rs7759938 esta ubicada en una regiéon promotora enhancer y que la
presencia de la variante alternativa de rs7759938 en esa regién podria interrumpir los sitios de

unién de los factores de transcripciéon en el supuesto promotor, afectando la activacion (33).

Con el fin de investigar si los niveles del expresion de LIN28B se ven afectados por la variante

rs7759938, el trabajo de Leinonen et al. (34), utiliz6 la base de datos de GTEX, que contiene
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datos de expresion de mRNA de tejidos humanos y los genotipos, y encontrd que la expresion
de LIN28B en hipotdlamo y en hipdfisis esta aumentada cuando el genotipo de rs7759938 es
CC. Esto es relevante ya que la misma variante ha sido asociada con una edad de menarquia
atrasada, y mujeres portadoras del genotipo CC muestran un aumento de la expresion de

LIN28B en la hipdfisis (35).

Por otro lado, utilizando la misma base de datos GTEx (16), se observé que, en testiculo, el
genotipo CC de la variante rs7759938 se asocia a una disminucién en la expresion de LIN28B.
Estos resultados coinciden con nuestros hallazgos, en que la abundancia del mMRNA de LIN28B
en espermatozoides esta disminuida en los individuos con el genotipo TC de la variante
rs7759938 en comparacion con aquellos con el genotipo TT, lo que sugiere el efecto del alelo

menor en la expresion de LIN28B.

El papel de LIN28B en la proliferacion ha sido objeto de varios estudios que proporcionan
evidencia de su relevancia en diferentes lineas celulares. En la linea celular de trofoblasto ACH-
3P (36), se utilizd la técnica del shRNA para inducir la disminucion de LIN28B, lo que resultd
en el comienzo de la diferenciacién de estas células (37). Al contrario, en otra linea celular de
trofoblasto humano (HTR8/SVneo), la sobreexpresion de LIN28B llevé a un aumento en la
proliferacién, ademas de incrementar la migracion e invasion celular (38. Adicionalmente, el
estudio de West et al. (39) centrado en la regulacion de la especificacion y desarrollo de las
células germinales de ratén, revel6 que LIN28B no se expresa en las células germinales
primordiales (PGC), pero si se expresa en las células madre embrionarias (ESC). En este mismo
estudio se evaluo el impacto de la pérdida de Lin28B en la formacion de las PGC, concluyendo
gue LIN28B juega un papel importante en este proceso, al igual que su paralogo, LIN28A. Estos
hallazgos respaldan el rol de LIN28B como factor regulador clave en diversos procesos

celulares, incluyendo la proliferacién, y lo posicionan como un regulador esencial para mantener
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la pluripotencialidad y una diferenciacion controlada de las PGC, y eventualmente en la

poblacién de espermatogonias en el testiculo adulto.

Ademas, tanto LIN28B como su paralogo LIN28A han sido relacionados con la oncogénesis. En
el estudio de Canfield et al. (38), se determind que LIN28A y LIN28B estaban presentes en
tumores malignos de origen de células germinales, como coriocarcinomas y carcinomas
embrionarios, mientras que teratomas benignos y testiculos normales no mostraban los altos
niveles de expresion de LIN28A y LIN28B. El papel oncogénico de la via LIN28B/let-7 se ha
establecido en varios tipos de cancer, donde la regulacién positiva de LIN28B y la regulacién
negativa resultante de let-7 se correlacionaron con un mal prondstico y tumores malignos

avanzados (5).

Un hallazgo interesante que encontramos en esta tesis, aunque no formaba parte de los
objetivos especificos, tiene relacion con la asociacion de la edad auto-informada de inicio de la
pubertad con parametros de la calidad seminal. En hombres, el evento puberal que determina
el inicio de la pubertad es el aumento del volumen testicular sobre los 4 mL, evento referido
como gonadarquia. Segun datos publicados de la poblacién chilena, la edad de gonadarquia es

de 10,8 + 1,8 afios(40).

En la presente tesis, encontramos una media de edad de inicio de la pubertad auto-informada
de 13 afios, lo cual sugiere que los pacientes recuerdan eventos mas tardios de la pubertad
como el aumento del tamafio del pene, el desarrollo del vello pabico o el cambio de voz.
Teniendo esto en cuenta categorizamos en 3 rangos los datos de la edad puberal auto-
informada en el intervalo de 12 a 14 afos, ya que en esta edad ocurre la aparicién de los rasgos
puberales tardios, menos de 12 afios y mas de 14 afios. Con esta perspectiva, observamos que
los pacientes con un comienzo de cambios puberales mayor a 14 afios tienden a presentar una

disminucién en la cantidad total de espermatozoides, lo que coincide con el estudio de Jensen
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et al (4), consistié en una cohorte de 652 hombres daneses jovenes y sanos, a quienes se les
consulté si el inicio del crecimiento del pene y el desarrollo del vello pubico ocurrieron al mismo
tiempo, antes o después que sus comparieros. Los autores observaron que el comienzo tardio
de estos cambios puberales estd asociado a una disminucion en la concentracién espermética
y del recuento total de espermatozoides. Por otra parte, en esta tesis se encontré ademas una
correlacion inversa y significativa entre la edad puberal y la expresion de LIN28B, lo que tiene
sentido pensando en que la edad puberal se asocié al recuento total de espermatozoides que,

a su vez, esta correlacionado a la expresion de LIN28B.
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9. Conclusiones

En el presente estudio, la variante rs7759938 del gen LIN28B no mostré ser un determinante de
parametros de la calidad seminal y niveles hormonales en hombres con consultan por
infertilidad. Sin embargo, analizando una cohorte ampliada de los mismos sujetos, se observé
una tendencia a una asociacion cercana a la significancia estadistica con niveles de
testosterona sérica mas altos en el modelo recesivo y niveles de FSH mas altos en el modelo
dominante. Por otra parte, se encontré una correlacion entre la expresion de LIN28B con la
concentracion espermatica y el recuento total de espermatozoides y por lo tanto una expresion
menor en los pacientes oligozoospérmicos. También, se identificé una correlacion inversa entre
la edad puberal y la expresion de LIN28B.

Sabiendo que rs7759938 se localiza en el promotor de LIN28B, lo que podria afectar a su
expresion, en nuestro estudio observamos que la variante rs7759938 se asocia con niveles mas
bajo de expresion de LIN28B en espermatozoides, y a su vez, la abundancia del transcrito se
correlaciona inversamente con los parametros del recuento espermatico y con una edad puberal
tardia. Estos hallazgos sugieren que LIN28B puede estar involucrado en la regulacion de la
proliferacién espermatogonial, e indirectamente por su efecto sobre el desarrollo de la pubertad.
Por lo tanto, es relevante continuar el estudio de la variante rs7759938 de LIN28B en un nimero
mas amplio de sujetos para confirmar o descartar las tendencias observadas en este estudio.
De esta manera, se podra obtener una comprension mas soélida del papel de LIN28B en la
infertilidad y la funcion reproductiva, lo que potencialmente puede abrir nuevas vias para el

diagnéstico y tratamiento de problemas de fertilidad.
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11. Anexos

Anexo 1: Limites de referencia para las caracteristicas del semen. Extraido del Manual de
Laboratorio para la Examinacion y Procesamiento de Semen Humano, OMS 5ta ed. (29)

Parameter Lower reference limit
Semen volume (mi) 1.5 (1.4-1.7)
Total sperm number (10°® per ejaculate) 39 (33-48)
Sperm concentration (10° per ml) 15 (12-16)
Total motility (PR + NP. %) 40 (38-42)
Progressive motility (PR, %) 32 (31-34)
Vitality (live spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morphology (normal forms, %) 4(3.0-4.0)
Other consensus threshold values

pH 27.2
Peroxidase-positive leukocytes (10° per mi) <1.0

MAR test {motile spermatozoa with bound particles, %) <50
Immunobead test (motile spermatozoa with bound beads, %) <50
Seminal zinc (umol/ejaculate) =22.4
Seminal fructose (umol/ejaculatey 213
Seminal neutral glucosidase (mU/ejaculate) =20




Anexo 2: Acta de aprobacion del Proyecto FONDECYT 11200898 del comité de ética de
investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

UNMIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMIUTE DE ET1CA DE INVESTIGACHIN EN SERES HILMAMNOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

[Decumente en verslon 2 corregida 28,05, 0018}

Con fecha 28 de Octubre 2020, e Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manual Oyarzin G., Madico Meumadlogo, Presidente

Dra. Lucia Cifuentes 0., Médico Genstista, Vicepresidente Subrogante
Sra. Claudia Marshail F., Educadora, Representante de la comunidad.
Dra. Gricel Orzllana, Madico Neuropsiguiatra -
Prof. Julieta Gonzaler B., Bicloga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicoocchl, Medico Pediatra Nefralogo.

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Infectdlogo .
Dra. Maria Luz Bascunan Fsicologa PhD, Prof. Asociado |
Sra. Karima Yarmuch G., Abcgada

Srta. Javiera Cobo F., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Frof. Veronica Aliaga C., Kinesiologa, Magister en Bioética, Prof. Ascociado
Dr. Dante Caceres L., Medico Velerinario, Doctor en Salud Publica, Prof. Asocado

Ha revisado el FProyecto de [nwestigacidn titulade: "THE ROLE OF LIN28B
POLYMORPHISMS IN HUMAMN TESTICULAR FUNCTIOMN", Cuyo inmvestigador
responsable es la Dva. Cecilia Lardone, quien desempena labores en el Instituto de
Investigaciones Materno Infantil {idimi) Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité revisd los siguientes documentos del estudio:

Proyvecto Concursable Fondecyt Iniciacidn
Ow del Investigador

Consentimiento informado
Carta Compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez

finalirzado este

El proyvecto y los documentos sefialados en el pdrrafo precadente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracidn de Helsinkd, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, v de las Guias de Buena Practica

Clinica de ICH 1956.




Anexo 3: Consentimiento informado para los sujetos del estudio:
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E Facultad de Medicina i. .’

CONSENTIMIENTO INFORMADOD - IDIRI
PROYECTO FONDECYT INICIACION N* 11200898

TITULO DEL PROYECTO: "PARTICIPACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN LIN2ZB EM LA
FUNCION TESTICULAR HUMANA",

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Maria Cecilia Lardone, Instituto de Investigaciones Materno Infantil
[IDIMLY, Aw. Santa Rosa 1234 29 piso, Santiago. Teléfonos: +56 229770850/0867 (horario de
atencién lunes a viernes de 9 a 17 h), movil; +56992598118. E-mall: mlardone@med.uchile.cl

PATROCIMIO: AGENCIA MACIOMAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLOD (ANID).

INVITACION A PARTICIPAR: Usted est3 siende invitado a participar en forma voluntaria en esta
investigacion y mediante este Consentimiento Informado le explicaremos en gue consiste. Para
asegurarnos gue usted esta informado sobre su participacion en esta investigacion, le solicitamos
gue lea este documento detenidamente y gque lo firme si estd de acuerdo en participar.

En caso que Ud. decida no participar en este estudio o se arrepienta de participar en cualguisr
momenta de esta investigacion Ud. no tendrd gue dar explicaciones y su atencion médica no
sufrird ninguna consecuencia desfavorable. Asl mismo, si Ud. decide retirarse del estudio en
cuzlguier momento del mismo sus muestras no seran usadas y seran desechadas.

PROPGSITO DE LA INVESTIGACION: Estudiar la presencia de variaciones comunes en la secuencia
del gen LINZEB {polimorfismos) y su expresion en espermatozoides, lo que ayudara a comprender
su participacion en la disminucién de la produccién de espermatozoides en individuos infértiles
|oligozoaspérmicos). El gen (IN28B estd relacionado con la funcidn del testiculo, tanto en la
produccidn de las hormonas masculinas como la testosterona, asi como en la produccion de los
espermatozoides.

Con el propdsito que el grupo de investigadores del Institutc de Investigaciones Materna Infantil
[1IDIMI), puedan investigar sobre lals) causals) de la infertilidad se reclutaran un total de 460
pacientes con calidad seminal normal (normozoospérmicos) y  calidad serminal  reducida
{oligozoaspérmicas).
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En caso gue Ud. acepte participar en este estudio, su contribucion consistird en:

1. Donacidn de muestra de semen: Dado que Ud. asiste al IDIMI para realizar un estudic de la
calidad del semen o espermiograma, indicado por su médico tratante, Ud. acepta donar una
porcion de la muestra seminal para realizar el estudio de expresion de genes (sélo con propdsito
de esta inwvestigacion) y verificar su cahdad seminal de normozoospeErmia (numero normal de
espermatozaides en el semcn) u oligoroospermia (nimere reducido de espermatozoides en el
semen). En el caso que el examen de calidad seminal muestre ausencia de espermatozoides o un
numers menor a 2,5 millones de espermatozoides,/ml, no se procedera a guardar una porcién de 1a
muestra de semen.

2. Extraccidn de muestra de sangre del brazo (eguivalents a 1 cucharada sopera) que se tomara

en el IDIMY en horas de la mafiana y no necesita estar en ayunas. Este procedimients durard
alrededor de 15 minutos. En esta muestra de sangre se realizara:

2.1 Analisis de variantes genélicas comunes.

2.2 Hormonas (FeH, LH vy Testosteronal: Es un examen qgque s realiza de farma habitual a los
pacientes infértiles. Sin embargo, se realizard con el fin gue el grupo de investigadores evalden su
condicidn hormonal ¥ cuenten con resultados de un mismo laboratono.

2.3 Microdeleciones del cromosoma ¥: Es la causa gendtica conocida mds frecuente de falla
completa o parcial de la produccign testicular de espermatozoides [alrededor de un 10% de los
pacientes Con azoospermia u oligozoospermia severa la padece) ¥ consiste en la pérdida de genas
del cromasarma Y. El fin de este estudio genético es verificar |a ausencia de esta alteracion en los
participantes de esta investigacion y sera realizado a los participantes gque tongan una
cancentracidon de esparmatozoides menor a 5 millones por mlL de semen. En caso gue este estudio
demuestre que Ud. tiens microdeleciones del cromaosoma ¥ le aconsejamas consulte respecto def
significado de este hallazgo a su médico tratante y/o a algun especialista en genética humana
(Servicio de geneética del Hospital Clinico de la Universidad de Chile), dado que esta alteracion sera
transmitida a sus hijos varaones,

2.4 Andlisis del ndmero y morfologla de los cromosomas (cariograma): Alteraciones en este estudio
se detectan en un numero bajo de pacientes con azoospermia u oligozoospermia severa y por lo
tanto, este estudio sdlo se realiza de manera ocasional en la evaluacidn del hombre infértil. El fin
de este estudio genético es wverificar la ausencia de esta alteracidn en los participantes de esta
investigacion vy serda realizade a los participantes gque tengan una concentracigon de
espermatozoides menor a 5 millones por mL de semen. En caso que Ud. presente algunia alteracion
Consentimiento Informado FONMDECYT M 1 1200898 =y
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en gl resultado de su caricgrama le aconsgjamos consulte a su médico tratante yfo a algdn
especialista en genética humana [Servicio de genética del Hospital Clinice de la Universidad de
Chile), respecto de como esto podria afectar a su descendencia o al resultado de su eventual
tratamiento medico.

3. Consulta can_médi : S50 fuere necesario, Ud. serd citado con un médico uralogo
especialista en infertilidad masculina del IDIMI para corroborar sus antecedentes clinicos v realizar
una completa evaluacién androldgica,

Riesgos: La obtencién de las muestras de sangre v de semen requeridas para esta investigacidn no
significa un riesgo extra para su salud, ni interferird con su tratamiento médico. La toma de
muestra de sangre del brazo ccasionalmente pusde causar inflamacidon o un peguefo hematoma
local de efecto leve y transitorio.

Beneficios: Ud. recibird el informe escrite con las determinaciones harmonales en sangre (FSH, LH,
Testosterona). Ademas, su participacion en este estudio e atorga la posibilidad de realizarse una
evaluacion clinica mds completa y exdmenes de aspectos genéticos importantes para el estudic de
pacientes con oligozoospermia severa (Microdeleciones del cromosama ¥ v cariogramal. Por otra
parte, su valiosa participacidn contribuird a identificar factores de riesgo de la infertilidad
masculina y, colaborar en la bisqueda de soluciones para revertir las efectos de estas variantes
genéticas en hombres infértiles.

Confidencialidad: Tanto su participacidn como la informacion obtenida en este estudio serdn
anonimas, confidenciales v slo podran darse a conocer an publicaciones cientificas sin revelar su
nombre o datos gue pueden identificarlo. Asimismao, la informacian contenida en su ficha clinica
salo serd canocida por su médico v por los investigadores del proyecto vy no se difundird sin su
previo conacimiento.

Costo: El costo de los estudios propics del proyecto de investigacidn corren por cuenta ded
proyecto, asi comeo |as determinaciones de hormonas, el estudio de microdeleciones del
cromosoma ¥ y el cariograma, previamente mencionadas. Los resultados de los mismos seran
entregados a Ud, o a su médics tratante, Por lo tanta, Ud. no incurrird en ningun gasto adicional y
silo deberd financiar por su cuenta aguelle que haya sido indicado par su médico tratante para su
tratamiento meédico [(por ejemplo: espermiograma, examenes de calidad seminal adicionales,
laboratoric de recuperacion espermatica, hospitalizacian, etc). En el caso de requerir un segundo
examen de espermicgrama para confirmar el resultado de la calidad seminal, éste sera sin costo
para Ud.
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Complicaciones: En el caso poco probable que ocurriese algun efecto adverso producto de la toma
de muestra en el brazo, como infeccion o inflamacién, el tratamiento se financiard con recursos
del proyecto y sin costo para el paciente.

Usos potenciales: En caso gue quedara material sobrante extraido de sus muestras de sangre v/o
semen, dautoriza Ud. gue la investigadora de este estudio utilice este material sobrante para un
eventual estudio de la misma linea de investigacion, siguiendo las pautas de confidencialidad
descritas?. Margue su preferencia Sl MO

En caso de que Ud. responda MO, estas muestras seran eliminadas.

Derechos del participante: & Ud. se le entregara una copia firmada de cste documento de
Consentimiento Informado. En caso de tener alguna duda relacionada a este estudio Ud. podra
dirigirse al investigador principal {Dra. Maria Cocilia Lardone, de profesién Bioguimica).

Para resclver cualguier duda acerca de sus derechos como participante en este estudio, Ud. podra
dirigirse al presidente del Comité de Etica cn Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, con oficina ubicada en Av. Independencia 1027, Comuna de
Independencia, a un costado de la Biblisteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chilg, Email: comiteceish@ med.uchile.cl.

Conclusidn: Despuds de haber leido este Consentimiento Informado vy haber aclarado todas sus
dudas Ud. acepla participar en la investigacion titulada, "Participacion de los polimorfismos del
gen LIN288 an la funcidn testicular humana”™
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