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RESuhEN:

El polimorfismo CAG en el ex6n 1 del receptor de andr6genos CIA), se ha estudiado como

un posible defecto gehetico del sindrome de ovario poliqu'stico (SOP). En algunos estudios

se ha descrito una relaci6n inversa entre el ninero de repeticiones CAG y la expresi6n de

la actividad  del  receptor.  A  su vez  el  gen  CYP17  tambi6n ha sido  relacionado  con  el

sindrome  de  ovario poliqu'stico, ya que codifica para enzimas  claves  que participan  en

pasos limitantes en la ruta metab6lica para ]a producci6n de andr6genos.

En  el presente estndio se evalu6 un gru|)o de mujeres chilenas con SOP y controles entre

14 y 36 afros, con el prop6sito de deteminar la relaci6n entre el ninero de  repetidos CAG

y  las  caracten'sticas  metab61icas  y  hormonales  del  SOP.  Ademds,  se  evalu6  la  variante

T+C del gen CYP17,  con el prop6sito de establecer un haplotipo  (repeticiones CAG y

CYP17) como posible marcador de riesgo en el SOP.

Las pacientes SOP y con menor ninero de repeticiones CAG (<10), y el genotipo A2/A2

presentaron valores antro|)om6tricos  superiores,  con un mayor IMC, ICC y diinetro  de

cintura. Tambien estas pacientes fueron mds insulino resistentes, que las pacientes con otros

genotipos  para  CYP17  y  con  mayor  ndmero  de  repeticiones,  Io  cual  fue  establecido

mediante HOMA-IR e ISI-composite.

En el 6aso de las repeticiones CAG no se encontr6 diferencias sighificativas en relaci6n al

menor ndmero de repetidos y las homorms androgenicas, pero se podria sugerir que habn'a

un  efecto  de  los  andr6genos  libres  sobre  el  tejido  adiposo  de  estas  mujeres,  lo  que

conducin'a a rna mayor resistencia a insulina. Por otro lado el polimorfismo   de CYP17

provocan'a una anmento en la producci6n de andr6genos en el tejido adiposo propianente
tal, lo cual podria contribuir a la resistencia insulinica.

Si bien no se ha podido determinar la causa especifica que provoca este sindrome, nosotros

podemos  sugerir  que  hay  un  efecto  no  sinergico  de  ambos  polimorfismos  sobre  la

resistencia a la insulina, lo cual podria agravar el sindrome.
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ABSTRACT:

CAG polymoxphism in exon  1  of androgen receptor (AR) has been studied as a possible

genetic defect of PCOS. Some studies have described an inverse relationship between the

number of CAG repeats and sensitivity of the receptor. h turn the gene CYP17 also has

been linked to polycystic ovary syndrome, and coding for key enzymes involved in limiting

step in the metabolic pathway for the production of androgens.

The present study evaluated a group of Chilean women with PCOS and controls between

14 and 36 years, with the aim of determining the relationship between the number of repeat

CAG and the metabolic and hormonal characteristics of pcos. In addition, assessed C+ T

variant gene CYP17, with the aim of estabfrohing a haplotype (GAG repeats and CYP17) as

a potential lnalker of risk in the SOP.

Patients  with  PCOS  and  smaller  number  of GAG  repeats  (<10),  and  genotype  A2/A2

presented anthropometric values higher, with a higher body mass index @NI), waist to hip

index (WHD and waist diameter. These patients also were more insulin resistant, that the

patients with other genotypes for CYP17  and greater number of repetitious, which was

established by HOMA-IR and ISI-composite.

In the  case  of CAG  repeats  was  not  found  significant  differences  in relation to  fewer

repeated and androgenic hormones, but it might suggest that there would be an effect of

androgen  on  adipocyte  tissue  of these  women,  leading to  greater resistance to  insulin.

Moreover polymorphism of CYP171eads to a rise in the production of androgeus in the

adipose tissue itself, which could contribute to insulin resistance.

While unable to detemine the specific cause that leads to this syndrome, we can suggest

that there is a synergistic effect of both polymorphisms on insulin resistance, which could

aggravate the syndrome.
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GLOSARI0
Correpresor:  suele  ser  el producto  de rna ruta biosintetica,  o  rna molecula,  las  que  se

activan  y  adquieren  su  capacidad  funcional,  y  es  entonces  cuando  reprimen  al

oper6n estructural.

DBD: Dominio de uni6n a DNA.

DHEAS : Dehidroepiandrosterona sulfato.

EIRE: Elementos  de reapuesta homonal seouencias de ADN que regulan la transcripci6n

como  "enhancers"  en  forma  de  homo  o  heterodineros,  activando  la  expresi6n

96nica.

HDL: Lipoproteina de alta deusidad.

HOMA: Modelo de variaci6n homeostatica.

ICC: indice cintura- cadera

IMC: indice de nasa coxporal.
ISI: fndice de sensibilidad a la insulina

LBD: Dominio de uni6n a ligando.

LDL: Lipoproteina de baja densidad.

LH: Homona luteinizante.
NTD: Dominio N terminal.

Polimorfismo  CAG: Repeticiones en tandem de codones CAG en el ex6n  1  del receptor

androgenico.

PRL: Hiperprolactinemia

RA: Receptor de andr6genos.
RI:  Resistencia  a  insulina,  es  una condici6n  en  la  cual  el  cuexpo  tiene  problemas  para

responder a esta homona, lo que aumenta las probabilidades de desarrollar diabetes

tipo 2 y enfermedades del coraz6n.

SHBG: Hormona sexual de uni6n a globulina.

Sindrome de Cushing: El sindrome de Cushing es una afecci6n que resulta del exceso de

hormona cortisol, una hormona producida por las glindulas suprarrenales. La causa

mds cormin del sindrome de Cushing es la enfemedad de Cushing, provocada por la

excesiva producci6n de la homona adrenocorticotropica (ACITD por parte de la

91indula  pituitaria  la  que    estimula  a  las  glindulas  suprarrenales  para  producir

cortisol,



INDICE DE COI`ITENIDO

1 .  Introducci6n ................,...............................................,...........,...,   I 2

i.1 Posfoles genes involucrados en SOP ................................................ „.14

1.2. Receptor Androg5nico humno ..................................................,...... 15

I.2.1 Mecanismo de acci6n  del Receptor de Andr6genos Q`A). . . „ ................. 17

1.2.2 Repeticiones  GAG ......... „ ...........................,..........................,... 18

1.3Hip6tesis..............,.,.....,........................,....................................19

1.40bjetivos....................................................................,.......,......19

1.4.10bjetivo general ..................................................................,..... 19

I.4.2 0bjetivos Especificos ....................,............................................,. 19

2.  Metodologia .,,...,.,........................................................................... 20

2.1  Disefio de estudio  ................................................................... „ ,..... 20

2.2 Sujetos y metodos ......,................................................................ „.20

2.2.1  Caracterizaci6n de las pacientes ................................,...................... 20

2.2.2 Participantes del e§tudio. „ ...............................,..........,.................. 20

2.3  Tamafio de la muestra .........................................,............................. 20

2.4 Mediciones Antropom6tricas ............................................................... 21

2.4.1  Indice de nasa corporal .........................,..................... „ ..,............. 21

2.4.2 Indice cintura -adera ........,.,....................... „ ................ „ ............. 22

2,5 Mediciones bioquinicas ...............................,,.................................... 22

2.5.1  Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) ....................................... 22

2.5.2 Criterios para diabetes 2 e intolerancia a la glucosa .................................. 22

2.5.2.1  Intolerancia a la glucosa ............................... „ .............................. 22

2.5.2.2 Diabetes .................... „ ........................................................,... 23

2,5.3   Estudio de insulino resistencia ............................................. „ ..... „ ....... 23

2.5.3.1  Concentraci6n s5rica de SHBG ..............,....................................,... 23



2.5.3.2 Modelo de valoraci6n homeosfatica .................................................. 23

2.5.3.3 indice de sensibilidad a la insulina asI)  ................................................ 23

2.6 Determinaciones hormonales  ...........,....................,........................... 24

2,6.1   RIA de  SHBG .................................................................,.... 24

2.6.2 RIA Insulina ......................................................................... 24

2.6.3 RIA Testosterona, DIHA-S04 y  17-OHP ...................................... „24

2.6.4 Perfil lipidico ..........,.........,........................,........................... 25

2.7 Metodologia molecular ......................................,.............................. 26

2.7. I  Extracci6n de DNA ....,..................................................,.......... 26

2.7.2 Polimorfismo -34pb cYP17 .......................................................... 26

2.7.3 Genotipificaci6n del receptor de andr6genos QA) ................................ 27

2.7.3.I  PCR-FAM de muestras del RA ..................................................,., 28

2.7.3.2 Geles de acrilanida ..........................,........................................ 30

2.7.4 Analisis de repeticiones ............................................................... 3 1

2.8 Analisis estadistico ................................,........................................,, 32

3  RESULTADOS .....................................................,.....,........................ 33

3.1 Caracten'sticas clfnieas y metab6licas del grupo de pacientes con SOP y mujeres

controles..............................................................................................,34

3.2 Distribuci6n del ninero de repeticiones CAG .......,.................................... 35

3.3 Frecuencias de CYP17 para  pacientes con SOP y controles ................................ 37

3.3.iFrecuenciagenotipicaparacYP17.......................................,...............38

3.4   Caracten'sticas   antropometricas   de   mujeres   con   SOP   y   grupo   control   seg`in

genotipos de cYP17 ........,......................................................,............... 39

3.5 Caracten'sticas hormonales de mujeres con SOP seg`in el genotipo de CYP17 ....... 40

3.6 Caracten'sticas antropometricas de mujeres con SOP y grupo control, segtin el

ndmero de  repeticiones CAG del RA .............................................................. 41

3.7 Caracten'sticas hormonales de mujeres con SOP sestn el ndmero de repeticiones

GAG  del  RA ..................................... „ ....................................... „ ........,......................... 42



3.8 Perfil lipfdico de mujeres con SOP y  controles seg`in genotipos de CYpl7 ........... 43

3.9 Perfil lipidico de mujeres con SOP y  controles, segtin  el ndmero de repeticiones

CAG`del RA  .............................................,..............,......................... 44

4.0 Caracteristicas bioqur'micas de mujeres con SOP y grupo control seg`in el genotipo

de   CYP17 .......,....,,.......,......,............................................................. 45

4.1 Caracten'sticas bioquinicas de mujeres con SOP y grupo control, segtin el  n`inero

de repeticiones CAG ....................,.............,....................,...................... 46

5.  Discusi6n ........................................................................................ 47

6.  Conclusi6n .............,. „ .....,.................................................,.............. 52

7.  Bibliografia ....,.......................,.............. „ ......................................... 53

10



INDICE DE TABLAS

Tablala. Caracten'sticas clhicas de mujeres controles y portadoras de SOP ................. 33

Tablalb.Caracteristicas metab6licas  de mujeres  confroles y portadoras de SOP ............ 34

Tabla 2. Frecuencia para el  ninero de repeticiones CAG del  RA ............................. 35

Tabla3a.Frecuencias genotipicas esperadas y observadas para el grupo de mujeres con SOP

.........................................................-................-.................................37

Tab]a 3b. Frecuencias genotipicas esperadas y observadas para el grupo de mujeres

controles,..,,....,..,..............................................,......................................37

Tabla 4.   Frecuencia genotl'pica para CYP17 ...................................................... 38

Tabla  5.  Caracten'sticas  antropom5tricas  de  mujeres  con  SOP  y  grupo  control,  segivn  el
genotipo de cYP17  ,.........,............................................... „ .......,.....,......... 39

Tabla 6.  Caractenrsticas homonales  de mujeres  con  SOP  segdn el  genotipo  de  CYP17.
•................,..........................,............................................................... 40

Tabla 7. Caracten'sticas antropometricas de mujeres con SOP seg`in ndmero de repeticiones
CAG............

Tabla 8. Caracten'sticas homonales de mujeres con SOP segdn ndmero de repeticiones

Tabla 9. Perfil lipfdico de mujeres con SOP y  controles segrin el genotipo de CYP17 ....

Tabla 10. Perfil lipidico de mujeres con SOP segdn ndrero de repeticiones CAG ............ 44

Tabla 11. Caracten'sticas bioquinicas de mujeres con SOP y grupo control segivn el
genotipo de CYP 17 .................................... ............................. 45

Tabla 12. Caracteristicas bioqun'micas de mujeres con SOP y grupo control, seg`in el
ndmero de repeticiones CAG del AR. .46

11



I.  Introducci6n

El sindrome de ovario poliqun'stico (SOP), es uno de los des6rdenes endocrino-metab6licos

mds frecuentes en las mujeres premenopausicas y esfa caracterizado principalmente por la

presencia  de  anovulaci6n  cr6nica  e  hiperandrogenismo.  Ademis,  la  mayon'a  de  estas

pacientes  presentan hiperinsulenemia, dislipidemia y obesidad. a,egro et al.  2001)

La agregaci6n familiar en el SOP es frecuente, lo que sugiere rna etiologi'a presenta un un

fuerte componente genctico Q]ranks S et al.  1998, Legro RS  et al.  1998), sin embargo, Ia

determinaci6n   de   su   forma   de   herencia  ha   sido   dificil   de   establecer  debido   a   la

heterogeneidad  del  sindrome  y  a  la  ausencia  del  fenotipo  masculino.  Por  otra parte,  1a

compleja   fisiopatologia  de   este  sindrome   sugiere   la  coexistencia  de   al   menos   dos

alteraciones  gendticas implicadas en la expresi6n del sindrome (Sir Petermann et al. 2001).

Por lo general las manifestaciones clinicas comienzan en el periodo premenirquico con la

aparici6n de alteraciones meustruales tales como oligomenorrea, amenorrea y metorragia

disfuncional,      entre      otras.      Ademds,      pueden      observarse      manifestaciones      de

hiperandrogenismo tales como acne, alopecia androg6nica e hirsutismo (Sir- Peterman et al.

2001) y tambi5n anovulaci6n e infertilidad.

Debido  a  la  heterogeneidad  de  las  manifestaciones  clihicas  ha  sido  dificil  llegar  a  un

consenso  en cuanto  al  diagndstico  de  este  sindrome,  sin embargo  se ham establecido  dos

definiciones  comthmente utilizadas.  La primera de  ellas  fue  establecida  en  1990 por  la

National Institute of Child Health and Human Development O{IH), en la cual `se incluyeron

los    siguientes    criterios    (en    orden    de    im|)ortancia):    1)    Hiperandrogehismo    y/o

hiperandrogenemia, 2) anovulaci6n 3) Exclusi6n de otros des6rdenes conocidos, tales como

sindrome   Cushing,   hiperprolactinemia,   hipexplasia   cong5nita   (CAH).      ha   segunda,

establecida en Rotteidan el afro 2003 por la European Society for Human Reproduction

and Embriology y The American Society for Reproductive Medicine donde se sefial6 que el

SOP    puede    ser   diagnosticado,    luego    de    excluir    otros    des6rdenes    relacionados,

presentindose dos de las tres caracten'sticas:  I)  Oligo o  anovulaci6n, 2) Manifestaciones

Clinicas  y/o   bioquinicas   de  hiperandrogenismo,   3)   Ovarios  poliqutsticos   detectados

mediante ultrasonografia. Qicardo Azziz, 2006).
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La fisiopatologia del SOP en algunos casos involucra ties tipos de alteraciones relacionadas

entre sf : rna disfunci6n neuroendocrina cancterizada por una hipersecreci6n de Hormona

Luteinizante  a.H),  un  trastomo  metab61ico  determinado  I)or  la  presencia  de  hsulino

Resistencia   aR)   e   hiperinsulinemia   y   rna   disfunci6n   de   la   esteroidogenesis   y

foliculogchesis ovrfuca.

Un 50% -70% de mujeres con SOP presentan insulino- resistencia (IR),   la cual ha sido

relacionada con el hiperandrogenismo Q4atthias M6hling et al. 2006). La insulina actia

sin5rgicamente con la LH  para aumentar la producci6n de andr6genos en las c6lulas de la

teca. Al mismo tiempo, la insulina iinibe la sintesis hepitica de homona sexual de uni6n a

globulinas  (SHBG),  una  proteina  clave  que  se  une  a  la  testosterona,  resultando  en  el

aumento de los  niveles de andrdgenos libres a)avid A.Ehrmann, 2005).

Finalmente, la disfunci6n de la esteroidogchesis y foliculogchesis ovinca se caracteriza por

rna excesiva producci6n  de andr6genos por la teca de los foliculos ov5ricos (Gilling-Smith

et al. 1994). La disfunci6n ovarica sen'a clave en el SOP y se trataria probablemente de una

disfunci6n  intriuseca  geheticamente  deteminada,  la  cual  podri'a  ser  amplificada  por  el

exceso de LH e iusulina o por los propios andr6genos los que, en conjunto con factores

paracrinos locales, alteran el desarrollo folicular.
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1.I. Posibles genes involucrados en SOP:

Si bien distintos genes ham sido estudiados para intentar explicar la etiologi'a del s]'ndrome

de  ovario   poliqu'stico,  varios   estudios   se  han  enfocado  principalmente   en  aquellos

implicados  en  la  ruta  biosintetica  de  andr6genos,  dado  que  el  hiperandrogenismo  se

muestra como una de las anormalidades bioquinicas mds frecuentes del SOP. Sin embargo,

no   se  ha  descartado  la  participaci6n  de  otros  genes,   como   los  involucrados   en  la

sefializaci6n iusulinica y los de inflamaci6n cr6nica a3scobar-Morreale, 2005).

Dentro de los genes relacionados a la esteroideogenesis adrenal y ovalca se encuentra el

gen CYPlla que codifica para la enzina que participa en la conversion de colesterol a

progesterorm,  la side chaine cleavage (SSC)  (Granari  et al  1997).  Otro  gen candidato  es

CYP21,  el  cual  codifica  para  la  enzina  21   hydroxilasa,  cuya  deficiencia  produce  la

enfemedad hipexplasia adrenal congenita, que causa una acunulaci6n de los niveles de la

17-hidroxiprogesterona s5rica. En mujeres con SOP se ha observado la acumulaci6n de 17-

hidroxiprogesterona,  sin  embargo  no  se  ha  encontrado  una  asociaci6n  clara  entre  el

genotipo CYP21 y el origen del exceso de andr6geno @scobar-Morreale et al. 1999).

Por  su  parte  el  gen  CYP19  codificante  para  el  citocromo  p450arom,  perteneciente  al

complejo   enzimatico   aromatasa,   tambien   se   ha   asociado   la   presencia   de   SOP   e

hiperandrogenismo.  Evidencia de lo  anterior ha sido la presencia de  este defecto  en un

ndmero importante de mujeres hiperandrog6nicas (A.J.Jakimiuk et al.1998).

Por otra parte, el gen CYP17 podria ser un buen candidato, ya que controla uno de los paso

limitante  en  la ruta biosintetica  androgerica  ovalica.  Este  gen  codifica  para  la  enzina

P450cl7tt que posee actividad  17tt-hidroxilasa y  17,20  liasa.  Esta enzima participa en la

conversion    de    progesterona    y    pregnenolona    en     17-hidroxiprogesterona    y     17-

hidroxipregnenolona,  respectivamente, y  la  de  estos  esteroides  a  dihidroepiandrosterona

@HEA) y androstenediona con su actividad  17,20 liasa (Chanley   M.  Small et al. 2005).

Un estudio relativamente reciente establece que mujeres con hiperandrogenismo presentan

un auniento  de la actividad de la enzima P450cl7c[ y mds ath,  se ha observado  que  el

incremento en la expresi6n y actividad de esta enzima en la c6lula de la teca ov5rica estaria

asociado   a  un   aumento   en   la   actividad   transactivacional   del   promotor   de   CYP17
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(J.K.Wickenheisser et al.  2000).  Se ha propuesto un polimorfismo colrespondiente a una

sustituci6n  T+C  en  la  region  promotora  del  gen  CYP  17  a  -34  pb  del  inicio  de  la

traducci6n, podr'a conferir hiperactividad de esta enzima. En un estudio realizado en rna

poblaci6n  griega no  se  observ6  diferencias  en  la  fi.eouencia  de  este polimorfismo  entre

mujeres  con  SOP  y  controles.  Sin embargo,  solo  el  gru|]o  con SOP presentaron  el  alelo

A2/A2, por lo cual se propuso que este polimorfismo podr'a afectar al fenotipo, agravando

el cuadro  clinico  del hiperandrogenismo  con un nivel  de testosterona mayor a)iamanti-

Kandarakis  et  al.  1999).  Sin  embargo,  un  estudio  de  nuestro  grupo  encontr6  rna fuerte

asociaci6n entre  este polimorfismo y la RI,  y no  sobre  el hiperandrogenismo  como  fue

descrito anteriomente.

1.2. Receotor  de Andr6anos humano:

El receptor androg6nico humano  (RA) forma parte  de los cuatro receptores esteroidales

junto   con  el  de  estr6geno  (RE),  glucocorticoides  atG),  mineralocorticoides  Qhtry  y

progesterona @R), que se encuentran estrechanente relacionados entre s£. Esta relaci6n se

debe  a  su  habilidad  para  activar  la  trascripci6n  de    los  genes  `1arget"    a  trav6s  del

reconocimiento de secuencias de DNA especificas conocidas como elementos de respuesta

hormonal QIREs), asi como tambien a la homologfa en sus secuencias.

Especificamente el RA pertenece a la familia de factores de trascripci6n   nucleares   que

incluye  al  receptor  de  estr6genos  Ou),  receptores  de homona tiroidea  (TRu   y  TRP),

receptor de vitamina D, entre otros. Al igual que  el resto de los miembros de esta familia el

receptor androgenico qIA) forman'a un complejo hormona-receptor que actha directamente

con los genes `1arget" regulando asi su transcripci6n qiennie et al. 1993).

En cuanto al gen que codifica para el receptor androg5nico se sabe que esfa localizado en el

cromosoma X, especificamente en el brazo largo G{ql 1-12) y se extiende alrededor de 75-

90 Kb del DNA gendmico (Chamian A. Quigley et al 1995). La secuencia de CDNA  posee

un marco  de  lectura  abierto  de  2751  nucle6tidos  codificantes  para una proteina  de  917

aminoacidos (Gelmann P.  2002).
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La region codificante de la proteina consta de   8 exones (Trapman J, 1998)  y  la proteina

en sl esta constituida por tres dominios funcionales: un dominio de uni6n a ligando (LBD),

un dominio de uni6n a DNA ®BD) y un dominio N-teminal O`TTD). El dominio de uni6n

a ligando qBD) es codificado por el ex6n 4 al 8, comprendiendo  aproximadamente entre

670-919   residuos.   Dicha  secuencia  aminocidica  presenta  alrededor  de  un  50  %   de

homologia con los conespondientes residuos de los  receptores GR, MR y PR, sin embargo

muestran la misma estruct`m coustituida por 12 helices  y una pequefia helice P-plegada.

La principal caracteristica y funci6n de este dominio sen'a la especificidad y la alta afinidad

de uni6n a andr6genos respectivamente (Charmian A.  Quigley et al  1995- M. Matias et

al.2000).

Por  otra  parte,  la  regi6n  central  de  la  proteina  @BD)  contiene  aproximadamente  70

aminodeidos  (559-624)  que  son  codificados  por  los  exones  2-3,  y  es  la  regi6n mejor

couservada  entre  los  receptores  de  homonas  esteroidales.  Esta  regi6n  incluye  ocho

residuos de cisteinas que forman dos complejos de coordinaci6n, cada uno compuesto de

cuatro cisteinas y un ion de zinc (Zn+2). Estos dos dedos de zinc foman la estructura que se

one a la mayor parte del DNA. (Schoenmakers et al. 1999)

En tanto  el  dominio  N  terminal  (o  de  transactivaci6n)  es  codificado  por  el  ex6n  I  y

comprende la mayor parte de la proteina, y se ha determinado que es una de las regiones

que presentaria menor homologia y mds variabilidad en tamafio  con respecto a los otros

receptores esteroidales. Un polimorfismo VNTR (ninero variable de repeddos en tandem)

compuesto de repeticiones CAG codifican para una cadena de  poliglutaminas  las cuales se

nan relacionado con la seusibilidad   androgenica.
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12.1.   Mecanismo de acci6n  de] Receptor de Andr6f!enos flRA):

El  mecanismo  de  acci6n    molecular  para  produeir  la    respuesta  androgenica,  se  inicia

cuando   difunde   la   testosterona   dentro   de   la   celula   blanco,   lo   que   ocasiona   el

desplazamiento  de  la proteina inhibitoria ®erteneciente  a  la  familia  de  las  pl60)  que  se

encuentra  unida  al  receptor  androgchico,  permitiendo  de  esta  forma  la  uni6n  de  la

testosterona a la proteina del RA intracelular.  Esta uni6n de tipo receptor-ligando provoca

un cambio conformacional en el RA que facilita su dimerizaci6n y la posterior interacci6n

del complejo receptor-ligando con secuencias de DNA (Elementos de respuesta homonal,

HREs). Segiin Jeremy M. Berg et al.1989 estas secuencias consensos serian palindr6micas,

lo cual sugiere que cada sitio es reconocido por ambos dimeros en el dominio de union a

DNA. Luego en la regi6n activadora del receptor se le une un coactivador como ARA 70,

SRC-1,  SRC-2,  culminando  con   la regulaci6n  de  la transcripci6n  de  los  genes  `1arget",

produciendo un efecto androgenico como se muestra en la figura I  (Camian A. Quigley et

al  1995).

Fig I. Mecanismo de accjdD de] RA. Chaminn et a] 1995.

17



1.2.2.   Rel}eticiones CAG:

Estudios  en  humanos  ban  §ugerido  que  la  variabilidad  en  la  seusibilidad  a  andr6genos

depende de la actividad del receptor de andr6genos, la cual se ha relacionado con el ndmero

de repeticiones CAG @eilin et al. 2000). Diversos estudios han apuntado a rna relaci6n

inversa del ntinero de repeticiones con la seusibilidad del receptor. Sin embargo, en otros

trabajos no ham encontrado asociaci6n entre el largo de repeticiones CAG en el gen del RA

y la hipersensibilidad a andr6genos (Vdttero et al.2006).

Esta regi6n  altamente  polim6rfica presenta diferentes tamafios  debido  a que  ocurre un
"slippage" o deslizamiento de la DNA polimerasa sobre el DNA templado, resultando en la

variaci6n  num5rica  final  de  repetidos  CAG  copiados  durante  la  replicaci6n  (Gelmann

2002). Estudios a nivel poblacional demostraron que el   ndmero de repetidos van'a con la

etnia y/o  raza,  con promedio  un  de  21  repeticiones  para un grupo  de  hombres  blancos

(caucdsicos) en comparaci6n con  18 repeticiones para hombres negros (americanos) y 22

repeticiones para varones asifficos a3dwards et al. 1992).

En otro estudio realizado   por Hickey et al.  (2002), el Tango de repeticiones CAG en   un

grupo de mujeres j6venes infertiles con SOP y mujeres sanas (fertiles) fue de 8 a 32 y 14 a

30 repeticiones respectivalnente. En el caso de un grupo de  mujeres finlandesas con SOP y

sanas el numero promedio  de repeticiones es  de   21  ± 2 repeticiones  CAG para ambos

grupos  (Jaskelalnen  et  al.2005).  Tambi5n  se  ha  observado  que  hay  alrededor  de  20

diferentes tamafios de alelos para un grupo de mujeres, con resultados similares realizados

en una poblaci6njaponesa Qfenji Fujii et al. 2003).

Otro estudio en mujeres con SOP y mujeres controles   con ciclos regulares, mostr6 rna

frecuencia al6lica de  12,7%, 67,9% y  19,3% para las mujeres con SOP y  14,7%, 71,4% y

13,8% para mujeres controles. El rango de repeticiones CAG en las mujeres controles fue

19 a 29 y 13 a 29 en mujeres con SOP, para el mismo estudio. (Ja8skelfinen et al.2005).

Debido a estos antecedentes se pretende relacionar el ndmero de repeticiones GAG del RA,

con caracteristicas metab6licas, homonales en mujeres con SOP. Ademds se evaluara la

interacci6n  con el polimorfismo del promoter de  CYP17.
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13. HIP6TESIS

Un menor ndmero de repeticiones CAG del receptor de andr6genos se asocia a un mayor

ndmero   de   alteraciones   metab6licas   y   homonales   lo   que   se   relacionan'a   con   la

predisposici6n  a  desanollar  sindrome  de  ovario  poliqur'stico.  La  cual  se  modifican'a  de

acuerdo a la sustituci6n C+T  en CYP 17.

1.4. OBJETIVOS

I.4.1.   OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y distribuci6n de dos marcadores geneticos asociados al SOP: a)

la variante -34bp de CYP17 y b) las repeticiones GAG del RA, en un grupo de mujeres

chilerms y estimar su asociaci6n con caracteristicas homonales y metab6licas del Sindrome

de ovario Poliqun'stico.

I.4.2.   OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)   Analizar la distribuci6n de repedciones  GAG en el RA y la frecuencia gench'pica y

al6lica  de GYP 17 en pacientes SOP y mujeres controles.

2) Estandarizar una t6chica confiable para la asignaci6n de repeticiones CAG y estudiar  la

distribuci6n de repeticiones CAG del RA y observar la relaci6n con el  marcador CYpl 7.

3)  Asociar  cada  marcador  gen5tico   con  caracten'sticas  metab6licas  y  homonales  en

mujeres controles y con SOP.

4) Establecer un haplotfpo (repeticiones CAG y CYP17) como posible marcador de riesgo

en el SOP.
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2.   RETODOLOGIA

2.1. DISEN0 DHL ESTUDIO:

El presente estudio esfa planteado como un estudio de caso-control, de mujeres con SOP y

mujeres  sanas.  El  estudio  forma  parte  de  uno  de  los  objetivos  eapecfficos  del  proyecto

Fondecytl071007.

2.2. SUJETOS Y I\thTODO:

2.2.1.   CARACTERIZACION DE LAS PACHNTES:

LLas mvieres con SOP y lan del grupo control que cumplieron con lus criterios de inclusi6n

fueron entrevistadas. Durante la entrevista se les inform6 sobre la naturaleza del estudio. En

aquellas que desearon ingresar en forma voluntaria al estndio, se les efectu6 examen fisico

general; se llen6 rna ficha especialmente disefiada y se les dio informaci6n para fimar el

cousentimiento informado correspondiente al Proyecto.  El estudio genedco se realiz6 en el

laboratorio   de     Epidemiologia  nutricional  y  genetica  del     lnstituto   de  Nutrici6n  y

Tecnologia   de   los   Alinentos   (INTA)   de   la   Uhiversidad   de   Chile.   Los   recursos

corresponden al proyecto Fondec)rf 1071007.

22.2.   pARmclpANTES DEL ESTul)Io

Se estudiaron pacientes de sexo femenino, entre  14 y 36 afros, portadoras de SOP y sanas,

previa informaci6n  detallada y  consentimiento  escrito.  Las  pacientes  fueron  catalogadas

como portadoras de SOP segiin el criterio NIH internacionalmente descrito:

-Alteraciones del ciclo menstmal

-   oligomenorrea  u   amenorrea:   con   menos   de   8   ciclus   menstruates   por   afro   y   sin

menstruaci6n per mds de 3 meses respectivamente.

--anovulaci6n cr6nica Q'rogesterona dia 22 < 4 ng/inl en oligomenorreicas).

-Signos clinicos de hiperandrogenismo Qirsutismo, ache).

-Criterios  bioquinicos  de  hiperandrogenismo:  Testosterona  >  0.6  ng/ill  y/o  indice  de

andr6genos liibres (IAL) >5.
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IAL= Testosterona total nmoM   x loo

SHBG nmoM

Las mvieres del grupo control conespondieron a muteres con ciclus menstnrales regulares,

con un examen fisico sin anticoncaptivos orales y otros medicamentos que modifiquen la

funci6n hormonal (6 meses antes), las mtryeres ne debieron presentar hirsutismo.

Se  excluyeron  las  mujeres  cuyo  estado  hormonal  basal  mostr6  alguna  deficiencia  como

hiperprolactinemia, presencia de tumores secretores de andr6genos, sindrome de Cushing y

bloqueo  de  la  21thidroxilasa.  En  ambos  grupos  de  muteres  se  evalu6  tolerancia  a  la

91ucosa, RI y secreci6n de iusulina.

23. TAMANO DE LA MUESTRA:

Una muestra sixperior a 72 personas  en cada uno  de lus  grupos  descritos seria suficiente

para encontrar diferencias significativas entre los dos grupos, con respecto al polimorfismo

Clrp17, con un nivel de confianza de 90% y una amplitnd del intervalo de confianza de

0,25  (Hulley  1988).  Se  analizaron  loo  muestras  de  DNA,  de  mtjeres  con  sindrome  de

ovario  poliquistico  y  87  muestras  de  DNA  de  muteres  confroles,  para  el  calculo  de

frecuencias. El universo de pacientes con SOP se obtuvo de muteres que se encontraban en

control en el policlinico  de Endocrinologia del Hospital  San Juan de Dios.  Ias mujeres

controles sanas, fueron reclutadas de las mismas areas geogrdficas.

2.4. MEDICIONES ANIROPOMETRICAS

24.I.   INDICE DE MASA CORPORAL /IMC»:

EI IMC es un indice para la relaci6n peso-tamafio, corminmente utilizado para clasificar el

sobrepeso y obesidad en adultos. Este se calcula como el peso OuograLmos) dividido por el

tamafio al cuadrado (metros), 0£g/in).

La clasificaci6n dct sobrepeso y obesidad, de acuerdo al IMC. La obesidad est5 clasificada

como un IMC2 30. Esta clasificaci6n   corresponde a la recomendaci6n de la OMS como
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criterio  de  obesidad  (WIIO  Physical  status,  1995),  y  esfa  basada,  principalmente,  en  la

asociaci6n entre IMC y mortalidad (WHO, 1997).

2.42.   INDlcE clNTURA{ADERA rlcc`:

EI  ICC  corresponde  al  didmetro  de  cint`m minimo  dividido  por  el  diametro  de

cadera maximo. Permite una estimaci6n del tipo de obesidad. En la mujer, ginoide <  0.85 y

androids i 0.85,

2.5. MEDlcloNEs BIooufrmcAs

2.5.1.   PRUEBA DE roLEENclA A LA GLucosA ORAL rpTGoi:

EEsta prueba se realiz6 en la mafiana, posterior a un ayuno de 10 horas. Deaputs de tomar

rna muestra de  sangre  de  5 ml  en ayunas  (basal),  se  le dio  a ingerir en un plazo  de  5

minutos  rna  soluci6n  de  75   grs.   de  glucosa  disuelta  en  250-300  ml  de  ngua  ffia;

ppusteriormente,  se tomaron muestras  de  5  ml  de  sangre  a los  30,  60,  90  y  120  minutos

postcarga de glucosa.  En cada muestra se  detemin6 glucosa por el m5todo  de  glucosa

oxidasa  e  insulina  por RIA.  En  la  muestra  basal  se  midi6  ademds:  SHBG   por  ensayo

iinunomedco aRRA).

2.5.2.   CRITERIOS PARA DIABETES 2 E INTOLERANCIA A LA GLUCOSA:

Se utilizaron los criterios de la Onganizaci6n Mundial de la Salud (OMS 1999).

252.1.      INTOLERANCIA A IA GLUCOSA:

Glicemia en ayunas > loo mg/dl y/o glicemia a las 2 b post-carga > 140 mg/dl < 200 mg/dl.
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25 22      DIABETES :

Glicemia en ayunas > 126 mg/dl (\ralor confimado) y/o glicemia a las

2 h post-carga de glueosa 2 200 mg/dl.

2.5.3.   ESTUDI0 DE INSULINO RESISTENCIA:

Medici6n de iusulino resistencia:

Se realiz6 mediante la medici6n de la Isulina basal > a 12.5 LiuI / ml e insulina a

lus  120 min >  60  pruI / ml,   HOMA R >2.0,  ISI<4.0.  Deacuerdo  a valoress

estal>lecidos en nuestro laboratorio. (Sir-Petemann 2002).

2.53.1.                                                                 entre 30 a 87 nmoM (Sir-Petemann

2002).

2532.      Modelo de valoraci6n homeostatica GIOMAm): es un m6todo para la

valoraci6n  de  la  resistencia  insulinica,   determinado  en  la  condici6n

homeostatica del  ayuno,  que  se  ha  aplicado  principalmente  a  estudios

poblacionales;  ademds,  posee  una  buena  correlaci6n  con  el  "clamp"

eugHc5ndcohiperinsulin6mico,  teniendo  un  costo  y  rna  complQjidad

menor, lo que favorece su aplicaci6n en estudius de prevalencia. Para su

deteminaci6n se utiliza la concentraci6n de iusulina basal y fa glicemia

basal a travds de la siguiente formula (Mattheus et al. 1985):

HOMAiR : lnsulirla en avunas /Liu/mll x Glicemia en avunas /mmol/Il

22.4

Se considero a los pacientes como insulino resistente cuando el valor del HOMA es > 2.0.

2.53.3.      fndice de  sensibhidad a la insulina ('Isn:  corresponde a un m5todo

desarrollado por Matsuda y DeFronzo en 1999, el cual pemite evaluar
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sensibilidad a la insulina desde datos obtenidos por un test de tolerancia a

la  glucosa  oral,  su  importancia  radica  en  que  con  este  test  es  posible

utilizar todos los puntos de la curva de la glucosa e insulin, lo que no

cousidera el m6todo HOMAR.  Este test ha sido rigurosamente evaluado

por   comparaci6n   con   mediciones   directas   de   insulino   sensibilidad

obtenidas  con  la t5cnica  de  "clamp"  euglicemico-hiperiusulinemico.  Se

considero a los pacientes como insulino resistente cuando el valor del ISI

es < 4.0.

10000

lsI:

(FPG x FPI) x (media [glucosa PTGO] x [insulina PTGO]

FPG: glucosa plasmatica en ayunas (mg/dl)

FPI: iusulina plasmatica en ayunas (LLU/ul).

2.6. DETERMINACIONES HORMONALES

2.6.I.   IRMA   de   SIIBG:   KIT   comercial   @PC,   Los   Angeles   CA,   USA)   EI

coeficiente    de    variaci6n    intra   e    interensayo   para   nuestro    laboratorio

corresponde a 3.8 y 7.9 % respectivamente.

2.6.2.   RIA Insulina: KIT comercial (DPC, Los Angeles   CA, USA) EL coeficiente

de variaci6n intra e interensayo para nuestro laboratorio coITesponde a 5 y 8 %

respectivamente.

2.63.   RIA   Testosterona`   DIIEA-S04  v   17roHP:   KIT   comereial   @PC,   Los

Angeles    CA,  USA)  EL  coeficiente  de  variaci6n  intra  e  interensayo  para

nuestro laboratorio corresponde a 7 y 11  % para testosterona, 6.6 y 4.9 % para

DHEAS04 y; 7. I y 73 % para 17-OIIP; respectivanente.
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2.6.4.   Perfil liDidico: El perfil lipidico foe determinado por ensayos colorimetricos

estandart  Ohotometric  Instrument 4010;  Roche,  Basel,  Switzerland).  Por  su

parte la   concentraci6n del serum LDL-C Cow density lipoprotein colesteroD

fue calculado por la fomula de   Friedeunld's [LDL-C= Total Cholesterol -

HDL-Cholesterol-ITriglycerides/5)].

Las mediciones antropom6tricas, bioquinicas y determinaciones hormonales fueron

realizadas  en  el  laboratorio  de  endocrinologia  de    la  Facultad  de  Medicina.  Se

utiliz6 la base de datos con estas mediciones para realizar este estudio.

25



2.7. METODOLOGIA MOLECULAR

2.7.I.   EXTRACCION DE DNA

De   cada  individuo   se  obtuvo  aproximadamente   3   mL  de   sangre  periferica  la  cual,

(obtenidas   desde   el   centro   hospitalario   Sam  Juan   de   Dios,   Santiago   de   Chileh   fue

centrifugada y  separado el  suero de  las particulas en suspensi6n.  Se almacenaron 500  LIL

del  suero  de  cada muestra para posteriores analisis,  mientras  que las  celulas precipitadas

(|infocitos) fueron  sometidas al proceso de extracci6n de DNA gehomico con el metodo de

Chomezynski.

2.72  roLIMORFlsMo "Iib cvpi7

EI  DNA  gen6mico  se  extrajo  mediante  el  metodo  de  Chomezynski  (Winkler,  Santiago,

Chile).  Para la determinaci6n del polimorfismo en la region promotora del gen CYP17 se

realiz6 un  PCR amplificando las zonas flanqueantes al sitio donde se localiza la sustituei6n

T+C en la regi6n -34 pb de CYP17. Se utilizaron los siguientes partidores:

CYpl 7 (Se#se): 5`-CAT TGG CAC TCT GGA GTC -3

CYP 17 (4##.sc#se): 5`-AGG CTC TTG GGG TAC TTG -3

La reacci6n de PCR se realiz6 en las siguientes condiciones para un volumen final de 20 Hl:

80  ng  de  DNA  gen6mico,   10  pmoles  de  cada  primer  (Invitrogen),   loo  HM  de  cada

deoxinuele6tido   (dNTP)  (Invitrogen),     50  mM  de  Mgc12   (Invitrogen),   1   U  de   Taq

polimerasa    y  PCR   lox  (Invitrogen).  En     35  ciclos  coustituidos  por:   1   minuto     de

denaturaci6n a  94°C,  1  minute  de   alineamiento  a  57°C  y  una extension  a  72°C  por  un

minute,  finalizando  con  un  ciclo  de  extension  a  72°C  por  10  minutos.  El  producto  de

anplificaci6n fue visualizado en gel de agarosa al 2% (Winkler), (Diamanti-Kandarakis et

al.   1999).   La  banda  de  459  pb  corresponde  al  fragmento  amplificado     de  la  region

promotora del  gen CYP17,  como  se muestra en la fig.  2A.  Por su parte,  el protocolo de

RFLPs se realiz6 en geles de agarosa al 3% como se muestra en la fig 28 el fragmento de

459 pb que contiene el sitio de transici6n T + C, resultando en el alelo A2.

Figun 2.
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Fig,  2B.Patrch de  restri¢d6ii dtl gce CYP17  con  MspAl.  Eo fa
lfD.a   2   y   3   hete]octsoto8   papa   A2   (Al/A2).   on   ta   lfB.a   4
bomocigotos pa..a aldo A2 (baeda 33S bp)  .Eii d carril 5 Do llev8
cl a].Le A2 (balda 459 bp,Aldo Al) . .D b lfo.a 6 el prodpcto de
PCR  lntato  (Do  llcutado  coo  MspAI).    y  .ti  la  lJlca  8:  DNA
PGL-2  dfeerldo  con  Mspal.  Para  dcternlper  .I  umaeo  d.  lan
fragnelltos    se  utlnzb  cl  DNA  Ladder    I).  PI.K174  die.rldo  con
l]ac [1[ cD 18 lfBca I  y 7. I'or altino  c]   DNA d. I.8mbda dlgerido
con IIiBd ]1[ .I) la lllta 9 (Dtam&i]tl-Kandarakis ct al. 1999).

2.73.   GENOTlplFlcAcloN DEL RECEPTOR DE ANDRdeENOs tRAI

EI  DNA gen6mico  fue amplificado mediante PCR especifico del  ex6n  I  del  AR,  para lo

cual    se    utilizaron    partidores    sense    5'-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3'    y

a+wfise7z§e 5'-TTACGAGAAAGGAAGCCGTG-3'. La amplificacich por PCR se realiz6 de

manera de obtener un volumen final de 50 iul. Conteniendo 02ro,5 iig de DNA, buffer lox

PCR (Invitrogen), 2Mm dNTPs (Invitrogen),  50Mm Mgc12 (lnvitrogen) 02  prM   de cada

ppriner  (Invitrogen),  y   I.25  U  de  Taq  polimerasa  (Invitrogen).  Luego     se  utilizo  un

termociclador Biometra PC-Personal cycler.  La reacci6n de PCR   de 30 ciclos, incluia un

periodo de denaturaci6n del DNA a 94°C por 30s, un temperatura de annealing a 62°C por

30s y un periodo de extensi6n de la Taq polimerasa a 72°C por 60s. Cada PCR fue iniciado

c"i un periodo  de  denaturaci6n de 6 min y teminando  con  5  min  de  extension a  72°C

L\enji  Ftriii  et  al.  2003).  Se  utilizo  como  estindar  el  100pb  DNA  Ladder  Invitrogen

(1}+g/ul). Se verific6 los amplificados con geles de agarosa (Winkler) al 2% y al 4% como

se observa en la figura 3. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (Invitrogen) para permitir
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la  visualizaci6n  de  la  bandas  de  DNA  con  luz  UV,  observados  con  el  programa  810-

CAPTMW sofivare 1285.

1234567

Fig. 3 Gel d. .g&rosa al 4% con mqeshas de pact.i]tes coDtroles y con S0I'.

En fas  LftLca 2. 3. 4, 6 coiTe8pondetL a paciei]tes con SOP y en la fin S paefente

control. En la lfn.a  I €1 manador d. pc8o Do]cei)]ar d. loot.b y .I) ]a lfD.a 7 €1

blat'co.

2.7.3.1.       PCR-FAM DE MUESTRAS DEL RA:  Se realiz6 la amplificacich de

11        muestras        con       lus        siguientes        partidores        sense        5'-

TCCAGAATCTGTI`CCAGAGCGTGC-3'       y       amerfse/ise       5'-dFAM-

gcTgTgAAggTTgcTgTTCCTCAT-3'      (este     primer     marcado      con

fluoroforo) de  Biosearch technologies, INC. Luego se cubrieron con papel

aluminjo y fueron   analizadas por secuenciaci6n capilar en  el  faboratorio

de Genetica de la Universidad de Chile. Estas muestras se utilizaron como

marcadores intemos para verificar  los  alelos (heterocigotos-homocigotos)

y el tamafio en pares de bases (pb) de cads banda.  Como se muestra en la

figuras 4A y 48 respectivamente.
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Figura 4a.

..._.._rful_.J.L-___."_..
11                    Y                     !J

Figura 4b.

lITiiri.3j-I   .
Jl rf._ ``-_._ € -., _--_

Fig.4.    Muestras   PCR-FAM    de   pacientes   con   SOP.    Eb    fig.4a,   se   ol)servo    la    muestra    X1128

correspondicnte  a  pacientcs  con  SOP,  homocigotas  (un  pick en  azul) y en  la  rig.4I)  muestra  X2169 de

pacientes  con  SOP   heteTocigoto  (dos  pick en  azul).    En  rojo  se  muestra  los  estfndares  propios  de  La

tecnica pars determinar ]us tamafios de fas muestTas.
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2.732.      GEus DE ACRILAMIDA:

Se realiz6  geles de acrilamida al 8% con  las muestras amplificadas de SOP (n=100)

y controles (h=87), utilizando rna c5mara Bio-Rad modelo Miniprotean. Los geles se

llevaron a cabo utilizando  dos  coniponeutes un reso/viI?g y un stfafrr}g.  El primero

coustituido por: 3,9 ml de agua, 2,3 ml de acrilamida 29:1  (Winlder) 2,1 ml de tris

pH±},8.  85  ul  SDS  10%  (Gibcobri)  85ul  de persufato  de  amonio  (APS)  al  10%

(Gibcobri),  5ul  Temed  (Gibcobrl)  para un  volumen  final  de  8£  ml.  Lungo  para

concentrar la muestra se  utilizo  el   stt7thqg (EdHarlow,  David Lane  1988)  con los

siguientes  cornponentes:  4,1ml  de  agua,  1  ml  de  acrilamida  29:1,  750  ml  de  tris

pH=6,8, 60 ul SDS  1094 60 ul de persufato de amonio (APS) al  1094 6 ul Temed,

ppara un volumen final de 5 ml. Se utiliz6 como estindar DNA Ladder 100 pb y 50 pb

a rna concentraci6n liig/lil. La corrida se realiz6 en dos etapas: 45min a 80V y luego

a 60V por 3 horas y 30 minutos. Posteriormente se llev6 a cabo fa tinci6n para revelar

lus  coneshondientes    geles utilizando  3  soluciones A,  a  y  C.  La soluci6n A  foe

praparada en un tubo falcon de 50 ml,   al que se agreg6 45 ml de agua en 5 ml de

etanol 95% /Ac.ac6tico (lox). La soluci6n 8 se prepar6 con OP grs de AgivT03   en 5

ml de agua quedando a una concentraci6n de  loox. Luego en un fubo falcon de 50

ml se tomaron 500 ul de   la soluci6n de plata y se afor6 con agua hasta 50 ml. Por

ulultimo, para la soluci6n C en  un fubo falcon de 50 ml se agreg6 30 ml de agua, 20 ml

de NaoH 7£% y 500 ul   de formaldchido   al 37%. Luego a cada gel   se agreg6 la

soluci6n A y se calento  durante 30  segundus  (s) en un microondas afaewoo Kor-

63F7) y se recuper6 la soluci6n A. Luego se agreg6 1a soluci6n 8 y se calent6 durante

30  s.  Despu5s  se  desecho  la  soluci6n  y  se  lavo  con  agua  destilada  dos  veces.

Inmediatamente se agreg6 la soluci6n C y   se calent6 durante 30 s. Nuevamente se

desech6 la soluci6n y se lav6 una vez con agua destilada para agregar finalmente la

soluci6n A recxperada. Luego se fotografi6 cada  gel con una camara canon modelo

power-shot  A620, como se muestra en la figura 5.
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I             2               3            4            5                6           7             8              9           10

Figora 5. Gel a. acrilamidr al   8®/.. Ias lfDcas 2{ corTespoildcil . miicatris d. p.cientes con SOP (SX496, X2169. X2172. X2163,

X1128.  respe€twament.).  Ins  lfDcas  7 - 9,  corTcsponden  a  ]as  Duatas  de  pact.Dles mfias  (col)froleL  Nxlol  NX890.  NX232,

rc8pc€tivatDelitc). Ia ]fDca I y 10 IBqtttra .I marcal]or d. peso moleeolai' DN^ LBddcr  d. 100pb.

2.7.4.   ANALISIS DE REPETICIONES:

Cada fotografia fue sometida analisis de tamafios (pb) con un programa Kodac Molecular

lmagin sofware  lD versi6n 4.0.  Luego se detemind el ndmero de repeticiones  a trav6s fa

siguiente  fomula  aplicada:  oTamafio  alelos  -  221)/3  (Wash  et  al  2005).  El  221   de  la

formula presentada arriba, corresponde a las zonas flanqueantes a las repeticiones CAG. En

estas  zonas  flanqueantes  se  unen  ambos  primer  forward  y  reverse  con  a  103  y  118  pb

respectivamente previos a las repeticiones, y el n`inero tres para representar cada repetici6n

en tripletes. Este analisis se realiz6 con el prop6sito de conxprobar dicha fomula, para esto

se utiliz6 el pxpgrama de alineamiento Clustal W. Luego se realiz6 el promedio de los dos

alelos para las pacientes de cada grupo. Luego el ritimero de repeticiones   CAG se agrup6

en las siguientes categorias: cortas (<10L medianas (10-19) y largas (>20) para mujeres con

SOP y controles respectivamente. Se compar6 las fotografias de los geles de acrilamida, las

muestras analizadas con   Fain  y las muestra§ en agarosa al 2 % papa verificar los tamafios

de repeticiones CAG (pb) y alelos.
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2.8. ANALISIS ESTADisTICO

La  comparaci6n  de  lus  casos  y  controles  con  respecto  a  las  frecuencias  aldicas  y

ggenotiricas  se  realiz6  a  trav6s  del  test  chi-cuadrado.  Se  evalu6  la  concordancia  de  las

frecuencias genotipicas reapecto al equilibrio de Hardy-Weinberg. La descripci6n referente

a  lus  datos  clinicos  y  bioquinicos  se  expres6  como  mediana  y rango.  La  distribuci6n

normal de los datos se evalu6 mediante la prueba de Kolmogorovrsmimov. Las diferencias

eentre  casos  y controles  se  calcul6  mediante la prueba de t'student cuando  las variables

presentaron distribuci6n normal  o  la prueba de Mann-Whitney  si  la distribuci6n fue no

param6trica. Las diferencias entre los diferentes genotipos y/o clasificaci6n de repeticiones

GAG, tanto para el grupo confrol y SOP se evalu6 mediante la prueba de ANOVA seguido

de  un  test  de  Bonferroni  o  bien  mediante  la  prueba  de  Kniskal-Wallis  para  datos  no

parametricos.  La  significancia  estadistica  fue  definida  como  p  value  <  0.05.  Todos  los

analisis se realizaron con el programa estadistico STATA 7.0.
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3.   RESULTADOS

3.I.  Caracteristicas  clinicas  v  metab6]icas  del  EruDo  de  I)acjentes  con  SOP

mui eres controles.

Caracten'sticas  clinicas  y  metab61icas  incluyen  edad,  IMC,  diinetro  de  cintura,  indice

cintura cadera acc), presi6n sist6lica Q'S) y presi6n diastolita a'D), en pacientes con SOP

y controles se muestra en la tabla la. La tabla lb se muestra la concentraci6n de  glicehia e
iusulina (0, 60,90 min) y perfil lipidico en mujeres con SOP y controles.

Tabla la. Caracteristicas clinicas de mujeres  contro]es y portadoras de SOP.

Grupo
Edad IMC Diinetro

ICC PS PD
(afros) (Kg/m2) Cintura (cm.)

Control 25.15 25.32 81.59 0'82
lil.16(90.00-144.00)

66.47

(n-87) (15.00-36.00) (17.9643.35) (62.0-117.00) (0.69-0.98) (48.00-94.00)

SOP 26.08 28.92* 89.21* 0.85* I 10.03 66.32

(n=100) (16.00-36.00) (18.4247.50) (60.0-145.00) (0.80-I.I) (81.0-135.00) (51.0-100.00)

I+Ds valores se expfesan como medianas y cl  rango (valor max. y min. respectivamente). IMC: fndice de nasa corpofal. ICC.: indice

cintura . cadcra. PS. |]Tesich sist6lica. PD: presidn diastolita (.) p < 0.05. El ndmero respectivo de pacieutcs  en cach caso  fue mostrndo,

n.

Como se desprende de la tabla la, el grupo de mujeres con SOP present6 un IMC mayor al

del grupo  control  ®=0.002).  Respecto a la distribuci6n por edad,  se  encontraron valores

comparables entre el grupo de mujeres con SOP y controles. En cuanto a ICC se encontr6

diferencia significativa en ambos grupos ®=0.012). El diinetro de cintura en al grupo de

mujeres  con  SOP  fue  significativamente  mayor  ®=0.006)  a  lo  observado  en  el  grupo

control,  dicha  diferencia  se  debe  principalmente,  a  que  las  mujeres  portadoras  de  este

sindrome presentaron en su mayon'a rna distribuci6n de grasa corporal de tipo androide. La

presi6n sist6lica ¢S) y presi6n diastolita (PD) fue comparable entre los grupos.
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Tabla lb. Camcteristicas m€tal}6]icas  de mujeles  contro]es y porfadoras de SOP.

Grupo Control, n=87 SOP, n- I 00

glicemia basal 81.00 84.00

(53.00-103.0) (60.0-Ill.10)

Glicemia post¢arga 85.50 93.00

(2 horas) (49.50-143,0) (48.0-143.0)

insulin basal 9.68 12.68

(2.41-31.79) (3.0044.30)

insulina post-carga (2 horas) 33.40 67.53,,

(6.30-194.99) (6.49-257.10)

HOMA 2.00 2.69,

(0.42-7.61) (0.53-9.74)

lsI 5.41 3.46*

(I,16-10.02) (0.42-9.27)

trigliceridos log.0 125.50,

(46.00-347.0) (55.0461.0)

colesterol 173.0 194.0*

(125.0-300.0) (124.0-227.0)

Colestero]-HDL 45.30 38.30

(23.40-96.40) (23.20-58.00)

CoLesterol-LDL 105.9 I I I .90

(37.4-233.50) (56.20-209.60)

has valoies se expresaii coiiro medianas y  Tango. (I).p < 0.05. EI ndmero respectivo de pacientes  en cads caso  foe mosmdo, n.

Como se desprende de la tabla  lb, la glicemia e iusulina basal fue mayor en pacientes con

SOP, aunque estadisticamente no significativa.  El grupo de mujeres con SOP present6 un

mayor insulina post-carga que el grupo control ®<0.0001).  Los valores de glicehia post-

carga  fueron mayores para las pacientes con SOP (NS) en comparaci6n con las mujeres del

grupo  control.   Respecto  a  las  mediciones  de  HOMA-IR  e  ISI-composite  se  observ6

diferencias   sighificativas   en  pacientes   SOP  y   controles  con  un  PSO.002  y  p<0.0001
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respectivamente,  siendo  mas  insulino  resistentes  fas  mujeres  con  SOP.  EL  relaci6n  al

colesterol y triglict5ridos se observaron diferencias significativas con p= 0,043 y p= 0,023

para el grupo de mujeres con SOP y mujeres controles. Lag concentraciones de HDL y LDL

fueron comparables entre ambos grupos.

3.2. Distribuci6n del nrimero de reDeticiones CAG.

Tab]a 2. Frecqencja pars el  ndmero de repeticiones CAG de]  RA.

<10 10-19 220
SOPn=100

19,59% 64,95% 15,46%
CONTROLn=87

18,39% 6322% 18j9%

n: nine[o de pacicntes analizndos

En la tabla 2  se muestras la frecuencia para el ndmero  de repeticiones  CAG ®romedio

bial6lico) en porcentajes, de acuerdo a las categon'as descrita como cortas <10, medianas

entre 10-19 y largas 2 20. No se observaron diferencias porcentuales entre caso y controles.

Como se desprende de la tabla, el mayor porcentaje se concentr6 entre 10-19 repeticiones

en   ambos   grupos,   siendo   los   porcentajes   comparables.   Lo   mismo   ocuni6   con  ]as

repeticiones cortas.
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Figura 6. Distribuci6n de las  repeticiones CAG pars el grupo con SOP y control. I.as harras

de color azul perteneeen a muj€res control y las barras de color rojo correspond€n a mujeres

con SOP.

Una vez realizado el promedio bialelico el rango de repeticiones CAG para el RA  fue de 5-

26 y  1-35  para pacientes  SOP y controles respectivamente.  Los promedios bialelicos para

las mujeres del grupo control fue de 14,39 ± 6,5 niineros de repetidos CAG y para el griipo

de mujeres con SOP fue de 14,46 ± 4,9 repeticiones.
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3.3. Frecuencia  de CYP17 I)arm  I)acientes con SOP v controles.

En  las  tablas  3a y  3b  se  observan  las  frecuencias  genotipicas  y  al5licas  segivn  CYP17,

tambi6n se determino el equilibrio de Hardy-Weinberg, para anbos grupos de mujeres.

Tabla 3a. Frecuencjas genoh'picas esperadas y observadas pars el grtipo de mujeres con Sol..

Genotipo
Observado Esperado

n(%) n

Al/Al 21                (37,5) 21,2

A1/A2 27             (482) 26,4

A2/A2 8                  ( 14,3) 8,2

Total 56             loo %

Alelo Observado Frecuencia EITor estindar
Al 69 0.6161 0.0445
A2 43 0.3839 0.0445

total 112 I.0000
Pst,8857,

Tabla 3b. Frecuencias genotl'picas esperadas y observadas para el grt]po de mujeres control.

Genotipo Observado ( % ) Esperado

Al/Al 32               (45,I) 28,5

Al/A2 26               (36,6) 32,9

A2/A2 13                 (18,3) 9,5

Total 71                100%
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Alelo Observado Frecuencia Error estindar
A1 90 0.6338 0.0445
A2 52 0.3662 0.0445

total 142 I.0000
Pst.0753.

En las muestras estudiadas la frecuencia alelica para  las mujeres con   SOP fue de 0,61  y

0.38 para los alelos Al y A2, y para las mujeres controles 0.63 y 0.36 respectivarnente. Se

realiz6  el  test  de  equilibrio  exacto  de  Hardy-Weinberg,  con  el  fin  de  establecer  si  la

frecuencia genotipica de los individuos analizados en el estudio se encontraba en equilibrio

segdn  el  parimetro  aplicado.  Los  resultados  del  test  de  equilibrio  de  Hardy-Weinberg

sugieren  que  los  genotipos  de  ambos  grupos  en  el  estudio tanto  SOP  Q'=0,8857)  como

control (P=0,0753) se encuentran en equilibrio.

33.1.   Frecuencia genotiDica I)ara cYP17.

La  tabla  4  resunie  la  distribuci6n  de  los  genotipos  del  gen  CYP17,  de  acuerdo  a  la

caracten'stica de pacientes con SOP o control.

Tab]a 4.  Freenencia genotil)ira pars CYP17.

Genotipo SOP (n=56) Controles  (n=7l) p-value

n          frocuencia n           frocuencia chi-cundrado  Pearson

Al/A1 21              0.38 32           0.45

0.418NS
Al/A2 27           0.48 26           0.3 7

A2/A2 8               0.14 13            0.18

n coTTcsponde al ntinero de pacicz]tes de coda gnipo. nt: Brimcro total de individuas dc cads grupo. Se dctrmino ct p-valtie pars la
frectlencia de ambos genotipos. NS (no sigrificativo).

Como  se  desprende  de  la tabla 4  en el  grupo  SOP la condici6n homocigota (A1/A1)  se

encuentra en rna menor frecuencia  que en las mujeres controles. La condici6n heterocigota

se observa con menor frecuencia que en las mujeres con SOP. Sin embargo, en la condici6n

de homocigoto para el alelo A2/A2, foe comparable entre anbos grupos.
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3.4. Caracteristicas antrol)om€tricas de muieres con SOP v gruDo control  seatn

genotii]os de CYP17.

En la tabla 5 se resumen las caracten'sticas antropometricas de ambos grupos de

acuerdo a la presencia de los diferentes genotipos de CYP17.

Tabla 5. Carac(eristicas antropom5tricas de mujeres con SOP y grupo control, segrin e]

genotipo de CYP17.

Variables

Controles SOP

A1/A1 A1/A2 A2/A2 Al/A1 A1/A2 A2/A2

n-32 n-26 n-14 n-20 n-,_| n=10

Edad (atos) 27.0 23.0 29.0 29,0 29.0 29.0
(15.0-33.0) (17.0-36.0) (24.0-34.0) (18.7-36.0) (16.0-36.0) (19.0-34.0)

IMc acg/m2) 24.14 25.02 25.59 -J :i 28.7 29.7
(19.0443.45) (17.96-30.8) (21.37-33.57) (18.745.2) (20.547.5) (17.344.5)

Diinetro Cintun 81.0
81.0(75.5-84.0)

81.0 82.0 82.0
83.0(71.0-108)

(cm) (62.0-117.0) (65.0-101) (69-121) (69.0-121)

ICC (indice 0.82 0.82 0.81 0.81 0.83 0.83

cintura-cadera). (0.69-0.98) (0.72-0.93) (0.75-0.90) (0.75-0.90) (0.73-1.07) (0.73-1.1)

Pare cads gcnotipo se rnucstra cl valor de ha mcdiana y Tango. El ndmero Tespectivo de pacieTLlcs  cn cada caso  foe mostmdo, n.

De los resultados obtenidos se observ6 que la edad fue comprable en los tres genotipos  en

ambos grupos. Se observa ademds rna tendencia mayor en cuanto al diametro de cintura,

ICC  e  IMC  en las pacientes  con  SOP,  portadores  del  alelo  A2 y mds  atn  cuando  son

portadoras del genotipo homocigoto A2/A2.
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3.5. Caracten'sticas hormonales de muieres con SOP serin cl genotit}o de CYP17.

En la tabla 6 se resunen los datos relacionados a las caracten'sticas endocrinol6gicas del

grupo  con  SOP  en  las  que  se  incluye  niveles  testosterona,  indice  de  andr6genos  libres

GAL), concentraci6n dehidroepiandrosterona sulfato @HEAS), homona sexual de uni6n a

globulina (SHBG) y la 17 hidroxiprogesterona (170HP).

Tabla 6. Caracten.sticas hormoliales de mujeres con SOP 8egtin el genotipo de CYP17.

Variables
SOP

Al/Al Al/A2 A2/A2
n-20 n=27 n-10

Testosterona 0,93 0.88 0.91

(n8/ml) (0.10-I.45) (0.14-1.46) (0.51-I.72)

IAL 10.63 8.48 9.31

(I.2942.48) (I.I I-31.02) (2.63-31,78)

DIEAS (Hg/dl) 284.89*(237.69-398.90)
I 14.89 165.14

(9.2-190.9) (114.89-215.40)

SHBG (rmolth) 35.63 28.32 36.69
(9.63-241.0) (10.96-13.97) (10.69-81.71)

170HP (ng/ml) 1.58 1.78 I.67
(0.8-2.39) (0.62-15.05) (I.45-I.90)

Pare cads gcnotryo los valores se cxpresan como mcdianas y Tango.(.) p < 0.05. El utmero Tes|ieetivo

de pacientes cn cada case  fuc mostralo, n .

Los  valores  de  testosterona  fueron  comparables  entre  los  distintos  genotipos.  El  indice

andr6genos  libres  y  SHBG tendi6  a  ser menor  en las pacientes  con  la  caracten'stica  de

heterocigoto (Al/A2) y comparable entre los homocigotos (Al/Al y A2/A2). Los valores

de la DHEAS entre los genotipos dio diferencias significativa ®=0.004) entre el genotipo

A1/Al  con los otros dos genotipos,   siendo menor en el genotipo heterocigoto ~A1/A2. Por

ultimo, en el caso de la 17-OHP no se observ6 diferencias entre todos los genotipos.
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3.6. Caracteristicas antroDom6tricas de muieres con SOP v gnlDo control. segtin el

ntimero de reDeticiones CAG del RA.

En la tabla 7 se resunien los valores para las caracten'sticas antropom6tricas tanto de las

pacientes SOP, como de las mujeres controles.

Tab]a 7. Cancten'sticas antropom€tricas de mujeres con SOP segfin nrimero de repeticiones

CAG.

Variables
Controles SOP

<10,n=30 10-19, n=35 220, n-20 <10.n-38 10-19,nedo 220, n=32

Edad (afros)
25.00 25.00 24.5 29.00 29.00 21.50

(16.0-35.00) (15.00-36.00) (17-34.00) (19.00-36.00) (17.00-36.00) (16.00-36.00)

"c ¢g/m2) 25.21 25.28 24.23 32.20,
26.07(19.8847.50)

25.44
(19.043.35) (17.9643.35) (17.9-30.8) (20.9044.53) (13.2-35.4)

ICC 0.84 0.82 0.82 0.88 0.82 0.83
(0.75-0.98) (0,69-0.98) (0.72-0.92) (0.74-0.98) (0.73-1.07) (0,65-0.96)

Diinetro Cintun (cm) 83.00 82.00 77.00 93.50* 79.00 83.00

(65.0-117.0) (62.00-117.0) (65-116.0) (67.0-112.00) (65.0-121.00) (60.00-134.0)

Papa cada repetici6n GAG, log valorcs sc cxprcsan como medianas y  raligo. (.) p < 0.05. El n&mcro respectivo de pacientes  cn cads caso

fug mostndo, n.

En los resultados no se encontraron diferencias significativas entre estos parinetros y el

ndmero de repetidos CAG para el grupo control. Sin embargo, se encontraron diferencias

estadisticamente significativas para el grupo SOP en ouanto al IMC ®= 0.046) entre las

portadoras  de un ndmero de repeticiones menor a 10 y 2 20 repetidos GAG.

El diinetro de cintura fue mayor en las mujeres con SOP, con un ndmero de repeticiones <

10 con un  p= 0.004 en comparaci6n con las portadoras de un ndmero de repeticiones 10-19

y i 20 repetidos CAG. El resto de los parinetros no mostraron diferencias significativas
dentro del grupo de pacientes con SOP.
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3.7. Caracteristicas hormomles de muieres con SOP serin tl ndmero de

reDeticiones CAG  de[ RA.

En la tabla 8 se muestra los valores homonales de acuerdo a la categorizaci6n  de las

repeticiones CAG de las pacientes SOP.

Tat)]a 8. Caracteristieas hormonales de mqjeres con SOP segdn ndmero de repeticiones CAG.

Variables
SOP

<10, n-38 10-19, n40 220, n-32

T  stost   ona 0.84 0.87 0.82
eel(ng/ml)

(0.6-I.46) (0.6-I.88)
(0.63-I.64)

IAL 17.18 10.63 15.9

(6.6-3 I .02) (2.63-54.23) (2.56-21.39)

DHEAS (Hg/dl)
13 I .99 215 .04* 178.0

(9.20-171.33) ( 114.89-321.5) (52.50-253.48)

SHBG (rmovL) 15.00 32.06 3 I.00

( 10.0647.11 ) (9.63-95.16)
(14.98-85.22)

I 70HP (no/ml) 0.8 I.72 I.77**

(0.76-15.05) (0.98-2.51) (I.18-2.46)

P8ra coda repctici6n CAG, los valoTes se expresan como medianas y Tango. EI nrimero respectivo de

pacientes  en   cada caso  fue mostrado,  n.

(.) p < 0.05. Entre  sop con <  10 y  10-19.

(..) p < 0.05. Entre  sop con <  10 y 220

En  la tabla se  observa que  la concentraci6n de  la homona testosterona  fue  comparable

entre  los  grupos.  Ademds  los  pacientes  con  un  ntimero  de  repeticiones  menor  a   10,

presentan   un   IAL   discretamente   mayor   que   los   pacientes   con   mayor   ninero   de

repeticiones.  Por otra parte para la DHEAS se encontraron diferencias significativas entre

el grupo intemedio y el griipo menor de repeticiones aFO.006). Diferencias significativas

(p=0.043) se ob§ervaron para la 17-OI.IP entre las mujeres con repeticiones < 10 y el grupo

con  10-19 repeticiones, mientras que la SHBG fue menor en el caso de  las pacientes con

menor ninero de  repeticiones sin significancia estadistica.

42



3.8. Perfil lil.idico de muieres con SOP  v controles seatn genofroos de CYP17.

En la tabla 9 se muestra las concentraciones de lipidos, de acuerdo a la categorizaci6n  de

las repeticiones GAG de las pacientes SOP.

Tab]a 9. PelTi[ ]ipidieo de mi]jeres con SOP  y contro]es segtin genotipos de CYP17.

Varinbles Controles SOP
A1/Al,n=32 Al/A2. n==6 A2/A2 n=14 A1/A1,n=20 At/A2` n=27 AVA2, n=10

Co]esterol 184.00 173.00 145.00 163.50 176.00 197.00*
Total (mg/dl) (125.0-265.0) (129.0-242.0) (138.0-177.0) (121.0-256.0) (124-263.00) (151.0-277.0)

HDL (mg/dl) 46.10 46.70 51.05 42.40 40.90 41.30
(28.80il.80) (27.60-69.90) (23.40-62.70) (24.90-54.90) (24.40-68.00) (36.41-58.00)

Trigiiceridos 109.00 105.00 94.00 98.08 104.50 83.50
(mg/dl) (46.0-219-00) (48.0-347.00) (48.0-157.00) (57.0-210.00) (61.0-287.00) (60,0-134.00)

LDL 122.00* 105.90
89.20(62.00-121.60)

98.90 107.50 139.50

(51.I-194.80) (44.0-160.30) (62.I-190.90) (64.2-185.90) (90.9-209.60)

Pars cnda genotipo los valores se exprcsan come mediarms y fango. (*) p < 0.05.   El ninc[o icspectivo de pacientcs  cn cads caso fuc

mostrado, n.

A  partir  de  los  valores  que  se  muestran  en  la  tabla  9,  se  encontraron  diferencias

significativas para el colesterol total ®= 0.013) y para LDL a = 0.027) entre los genotipos

homocigotos (A1/Al  y A2/A2) pertenecientes al grupo SOP y controles respectivamente.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos para los otros

parinetros en ambos grupos.
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39. Perfil Iinidieo de muieres con SOP v  controles. seedn. el ntimero de

reDeticiones CAG de] RA.

En la tabla 10 se muestran los valores correspondientes al perfil lipidico de ambos grupos

tomando en cuenta el ninero de repetidos CAG del RA (<10, 10-19, 220).

Tabla 10. Peril lipidico de mujeres con SOP segtin nrimero de repeticiones CAG.

Valfables
Controles SOP

<10 n-30 10-19, n=35 220, n-20 <10, n-38 10-19, n-40 220, n-32
Colesterol 176.00 177.00 159.00 185.00 ]80.50 221.00
Total (mg/dl) (142.0-239.0) (125.00-300.0) (138-184.0) (124.0-235.00) (121.0-277.0) (125.0-251.0)

HDL (mg/dl) 36.40 46.20 52.70* 35.70 40.35 41.90
(23.40-61.80) (23.40-69.90) (32.I-96.40) (24.2049.80) (32.20-68.00) (36.20-58.00)

Trigiicdidos 125.00 105.00 98.00 130.00 93.50 118.00

(mg/dl) (62.0-209.0) (46.00-347.00) (48.0-148.0) (91.00-176.00) (57.0461.00) (55.0-315.00)

LDL log.66 107.50 85.20 Ill.90 107,65 135.60
(76.4-170.90) (44.00-233.50) (37.4-133.I) (64.20-169.00) (62.1-209.60) (56.2-172.80)

Pan coda Tepetici6n GAG, los valorcs se cxpresan como medianas y  Tango.  (*) p < 0.05.El ntlmero respcctivo de pacjentes  en coda caso

fue mostrndo, 1].

A patir de estos resultados se encontr6 diferencias significativas s6Io para HDL dentro del

grupo control ®=0.003) entre repeticiones <  10 y 2 20. EI HDL fue menor en el caso de

pacientes   con   SOP,   con   menor   n`imero   de   repeticiones,   pero   sin   rna   diferencia

significativa.  El  resto  de  los  parinetros  no  mostr6  diferencias  significativas  entre  el

ndmero de repeticiones en ninguno de los grupos estudiados.
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4.   CamctcrErfue bhqrfult¥.d¢ mult" cop SOP v trtTco control .¢dr el tenotho

de Crml7.

En la tabla 1 1 se observa las caracten'sticas bioqun'micas de pacientes con SOP y controles a

traves de la medici6n de glicemia e insulina   basal y post-carga. A su vez   la iusulina se

midio con el m6todo de HOMA-IR e ISI en anbos grupos.

Table 11. Caracten'sticas bioquinicas de mqjeres con SOP y gr]ipo control segiin genotipos de

CYP17.

Variables Controles SOP
A1/A1. n=32 A;llA2,rF2;6 A2/A2, n=14 A1/Al, n-20 ALllA2..NI2] A2/A2, n=10

Iusulina Basal I I.77 7.98 8.25 10.5 14.9 23.8*
(LLUI/ml) (2.41-30.90) (3.74-31.79) (2.89-30.90) (3.0040.9) (3.2-53.7) (4.146.6)
hsulina    post2hrs(LLUI/ml)

28.19 34,17
33.40(19.52-159.39)

55.6 71.8 88.58*

(7.49-72.55) (6.30-194.99) (8,5-300) (15.0-320.7) (24.6-279.6)

GlicemiaBasal(mg/dl)
8 I .00 80.00 76.75 86.50 85.50 80.00

(53.0-100.00) (10.26-65.00) (60.00-92.00) (66.4-111.00) (73.90-154.0) (72.00-89.00)

Glicemia post 75.00 87.00 95.00 100.25 95.00 95.50
2hrs (mg/dl) (57.0-143.00) (28.34-52.00) (71.0-124.00) (67.0-143.00) (60.0-256.00) (69.0-119.00)

HOMAIR 227 I.57 I.58 2.12 2.76 4.63*
(0.42-6.05) (0.60-7.65) (0,44-6.05) (0.53-20.72) (I.12-22.18) (2.51-9.78)

ISI 4.90 7.10 7.50 5.21 `}`T,-
2.66*

(2.10-22.02) (1.16-17.33) (1.75-16.85) (0.73-19.27) (0.66-10.00) (1.25-6.11)

Pan coda genotipo los valorcs sc cxpresan como mediarias y   largo. I.os valorcs de p sigRificativos fueron mostrados p < 0.05 (*).El

ndmcTo respeetivo de pacicutes  cn cada caso  fue mostndo, n.

Se desprende de la tabla que las mujeres homocigotas con genotipo A2/A2 del grupo SOP

fueron mas insulino-resistentes comparado con el grupo control con el genotipo A2/A2. Se

encontraron  diferencias  significativas  intra-grupos  para  la  insulina  basal,  insulina |]ost-

carga con un p=0.002 y  p=0.004 respectivamente, y para HOMA e ISI con un  pst.046 y

p=0.027 respectivamente. Cabe que tanbi5n se observo una diferencia significativa de los

parimetros evaluados, en relaci6n al genotipo A2/A2 de controles y pacientes con SOP.
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4.1. Caracteristicas bioquinicas de muieres con SOP v grupo control. sealn el

ndmero de reDeticiones CAG.

En ]a tabla 12 se observa las caracten'sticas bioqun'micas de pacientes con SOP y controles a

traves de la medici6n de glicemia e insulina   basal y post-carga. A su vez   la insulina se

midio con el metodo de HOMA-IR e ISI en ambos grupos.

Tab]a 12. Caracten'sticas bioqufmicas de mujeres con SOP y grupo control, segiin el nrimero

de r€peticiones CAG del RA.

Variables
Controles SOP

<10, n-30 10-19,n-35 220, n-20 <10, n-38 10-19, nato 220 n-32
Iusulina Basal 9.94 10.15 7.50 13.04 12.92 11.39

(PUI/ml) (2.89-30.09) (2.41-31.79) (2.5-25.37) (6.01-18.78) (3.00-35.54) (5.7044.30)
Iusulina     post2hrs(LLUI/ml)

33.8 33.40 28.76 74.72 70.58 35.09
(11.3-176.80) (6.30-194.99) (7.49-159.39) (14.95-213.8) (19.32-257.1) (6.49-117.0)

GlicemiaBasal(mg/dl)
80.0 84.00 81.00 78.5 82.5 89.00

(61.0-103.0) (53.0-102.00) (65.00-94.00) (75.00-108,0) (60.00-Ill.0) (78.00-107.0)

Glicendapost 86.0 81,00 96.00 120.00 92.25 83.00
2hrs (mg/dl) (49.5-143.00) (55.0-143.00) (64.0-log.00) (71.00-143.0) (48.00-143.0) (60.00-128.0)

HOMAm 2.16 2.16 1.51 2.49 2.51 2.86
(0.44-6.03) (0.44-7.61) (0.424.64) (I.11-5.01) (0.53-8.34) (I.18-9.74)

ISI 5.09 5.41 7.82 4.10 4.32 4.42
(2.62-16,85) (I.16-17.33) (1.75-22.02) (I.79-10.0) (i.01-19.27) (1.25-9.61)

Pare cede repcticich CAG, Ios valores se cxpresan como medianas y cntre parfutesis el   rartgo.  El nbmcro respective de pacierites   en

cnda caso foe mostrado, [].

De  acuerdo  a  los  resultados  presentados  en  la  tabla  12,  no  se  encontraron  diferencias

significativas en los parinetros bioquinicos seg`in clasificaciones del ninero de repetidos

CAG del RA I)ara ninguno de los dos grupos.  Sin embargo se ve una tendencia que las

mujeres SOP con < 10 repeticiones son mac insulino-resistentes que las mujeres controles.

46



5.   DISCUS16N

El polimorfismo  CAG  en  el  ex6n  I  del  RA,  se  ha  estudiado  como un posible  defecto

gehetico del SOP. En algunos estudios se ha descrito una relaci6n inversa entre el ndmero

de  repeticiones  CAG y  la  seusibilidad del  receptor.  Sin  embargo,  otros  estudios no  ham

encontrado  asociaci6n entre este polimorfismo y la hiperseusibilidad del RA en mujeres

j6venes hiperandrogenicas  (Calvo  et  al.2000).  A  su vez  el  gen  CYP17  tambi5n  ha  sido

relacionado con el sindrome de ovario poliqu'stico, ya que codifica para enzimas claves que

participan en pasos limitantes en la ruta metab6lica para la producci6n de andr6genos.

En  el presente estudio se evalu6 un grupo de mujeres chilenas con SOP y controles, con el

prop6sito  de  determirmr la relaci6n  entre  el  ninero  de   repetidos  CAG y, por  ende  la

variaci6n en la seusibilidad del receptor androgdico, y su relaci6n con las caracten'sticas

metab6licas y homonales del SOP. Ademds, se evalu6 la variante T+C del gen CYP17,

con  el  propdsito  de  establecer un haplotipo  (repcticiones  CAG y  CYP17)  como posible

marcador de riesgo en el SOP.
/

Las  pacientes  SOP  con  el  genotipo  A2/A2  y  con menor ndmero  de  repeticiones  GAG

resultaron ser mds insulino resistentes, que las pacientes con otros genotipos para CYP17  y

con  mayor ndmero  de  repeticiones,  determinado  mediante  HOMA-IR  e  ISI-composite.

Ademds, se calcul6 el odd-ratio para anbos marcadores gen5ticos en conjunto, repeticiones

cortas  CAG  y  alelo  A2,  como  posibles  determinantes  en  la  insulino  resistencia  en  las

mujeres con SOP, sin embargo, no se encontr6 significancia estadistica.

Por otra parte, se observ6 rna relaci6n entre las pacientes con SOP portadoras del genotipo

A1/Al y los niveles altos de DHEAS. Esto concuerda con una investigaci6n realizada por

Kahsar et al.  2004  en mujeres  estadounideuses,  en las cuales observaron que el nivel de

DHEAS era menor para el genotipo A2/A2 y mayor para el genotipo Al/A1, lo que sugiere

que no habn'a asociaci6n entre el genotipo A2/A2 y rna mayor producci6n de DHEAS. Asi

mismo, no se observ6 relaci6n entre el alelo A2 y los otros andr6genos anali2ados.
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En  relaci6n  a  la  frecuencia  observada  para  el  polimorfismo  GAG  del  RA  el  ninero

promedio de   repeticiones result6 sinilar tanto para el   grupo control como para el grupo

SOP,  cuando  fueron  promediadas  todas  las  categon'as  (cortas,  medianas  y  largas)  por

separado en ambos grupos. De la misma forma, no se encontr6 diferencia en la distribuci6n

al6lica entre pacientes SOP y controles, 1o que concuerda  con los resultados obtenidos por

Mifsud  et al. 2000.

Por otra parte, el rango de repeticiones CAG en el RA encontrado por T.Hickey et al. 2007

fue de 14-30 repeticiones para mujeres controles y 8-32 para mujeres con SOP. Lo anterior

difiere de nuestros resultados ya que el rango encontrado fue de 1-35 y 5-26 para controles

y    SOP,    reapectivamente    Q7ig.6).    Esto   pods.a   deberse   a   diferencias    5tnicas   y/o

metodologicas,   ya   que   estos   autores   utilizaron   la   fecnica   de   secuenciaci6n   para

posteriormente  deteminar  el  ndmero  de  repeticiones  en  sus  muestras.  Estas  muestras

secuenciadas las utilizaron luego como estindares intemos en los geles de acrilamida.  Sin

embargo,  en nuestro  estudio no  se  emple6  secuenciaci6n,  sino  que se utiliz6  estindares

intemos en los geles de acrilamida, que previanente habian sido analizados por PCR-Fain,

lo que pemiti6 determinar  su tanafio y con este parinetro, luego se calcul6 el ninero de

repeticiones. Esto se puede observer  en las figuras 4a y 4b, en las cuales se puede verificar

que las muestras, correspondientes a pacientes con SOP,  x 1128 y x 2169, corresponden a

un  homocigoto y heterocigotos respectivamente.

El  polimorfismo  de  ]a  regi6n  promotora  del  gen  CYP17  ha  sido  estudiado  en  otras

poblaciones.   Diamanti-Kandarakis   et   al.1999,   describen   la   existencia   de   diferentes

genotipos de CYP17 en 50 pacientes con SOP y 50 mujeres sanas de rna poblaci6n griega.

En este estudio,  se observ6  que en las mujeres con  SOP  el  34% fue A1/A1,  el 58% fue

A1/A2 y  el  8% fue A2/A2, comparado  con nuestro  estudio en  130 mujeres con SOP  se

observ6  que el 38% present6  genotipo A1/Al,  el  48% Al/A2  y el  14% A2/A2,  lo  que

indica que la distribuci6n genotipica es comparable. Lo mismo ocurri6 con las mujeres del

grupo control, quienes presentaron rna freouencia genotipica Al/Al similar a la observada

en nuestro estudio. Sin embargo, la homocigocidad del genotipo A2/A2 en el grupo control
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no  fue observada por estos autores, pero  si en nuestro  estudio  en el que se observ6  un

porcentaje del 18% para el genotipo A2/A2.

En  el presente estudio, la frecuencia del al6lo A2 fue similar entre mujeres sanas y mujeres

con  SOP,  lo  cual  concuerda  con  estudios previos  (Gharani  et al.1996,  Marszalck 2001).

Gharani et al.(1996) observaron  que la frecuencia del al6lo A2 en una poblaci6n de origen

caucdsico fue de 44% para SOP y 34% para las mujeres sanas, mientras que en nuestro

estudio la frecuencia del alelo A2 fue de 38% para mujeres con SOP y 36% para mujeres

Sams.

En relaci6n a las caracteristicas ch'nicas del SOP y el polimorfismo de repeticiones CAG  se

observ6 una relaci6n  entre  el  ndmero  de repeticiones y las  caracten'sticas  clinicas tales

como el  IMC, ICC y diinetro de cintura. Las pacientes con menor ndmero de repeticiones

CAG  (<10),  presentaron  valores  antropom5tricos  superiores,  lo  que  concuerda  con  lo

descrito por   Walsh et al.2005  quienes observaron   un mayor IMC,  ICC y dialnetro  de

cintura    en  las  mujeres  con  menor  mimero  de  repeticiones,  seg`in  la  clasificaci6n  de

repeticiones cortas realizada por estos autores.

En  relaci6n  a  CYP17  se  observaron  diferencias  entre  los  distintos  genotipos  y  el  IMC,

diinetro cintura e ICC en mujeres con SOP pero sin significan'cia estadistica. Lo anterior

concuerda  con  un  estudio  previo  realizado  por nuestro  grupo,  en  el  cual  las  mujeres

portadoras del alelo A2 fueron mds obesas que aquellas pacientes que no portaban dicho

alelo 03chiburi et al., In press).

Respecto al perfil homorml de ]as pacientes con SOP y el ndmero de repeticiones CAG,

observamos que las pacientes con menor de 10 repeticiones  fueron mds hiperandrog5nicas,

aunque  no   alcanzaron   sigriificancia   estadistica.   Lo   anterior   concuerda  con   estudios

realizados por Simoni et al. 2005, quienes describieron rna relaci6n inversa entre el ninero

de repeticiones y la severidad del hiperandrogenismo.
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En  relaci6n  al  gen  CYP17  con  el  perfil  homonal  del  grupo  SOP,  no  se  encontraron

diferencias significativas entre las portadoras del alelo Al/A1, el A1/A2 y A2/A2. Lo que

sugiere que   el polimorfismo T+C de CYP17 no se encuentra asociado con la sintesis de

hormonas esteroidales en el ovario en SOP.

En el presente estudio se observ6 que las mujeres SOP con   repeticiones <10 presentaron

rna mayor insulino resistencia que aquellas pacientes con un mimero de repeticiones CAG

intemedio o mayor. Lo anterior coincide con lo descrito por M6hlig et al. (2006) quienes

describieron rna relaci6n inversa entre el n`inero de repeticiones y el nivel de resistencia

insulinica.

Como se mencion6 anteriomente las pacientes con menor ndlnero de repeticiones fueron

discretamente  mds  hiperandrogenicas  con  un  IAL  levemente  aumentado.  Tomando  en

cuenta esta idea y sabiendo que estas pacientes (con menores repeticiones) son mds insulino

resistentes, y por ende presentan rna menor concentraci6n de SHBG, se podr'a especular

que habn'a un efecto de los andr6genos libres a nivel de tejido adiposo produciendo rna
mayor insulino resistencia.  Esto se apoya en el trabajo de  Corbould 2007,  quien observ6

este efecto en celulas adiposas tratadas con diferentes concentraciones de testosterona. De

esta forma se produce  un circulo vicioso  entre  los  andr6genos  libres y  la resistencia a

insulina.

A su vez las mujeres de esta categon'a (repeticiones cortas) fueron mds obesas y posefan

rna contextura de tipo androide, caracterizada por la acumulaci6n de grasa intra-abdominal,

por lo  que  se podr'a inferir que  hay  un  efecto  de  los  andr6genos  en  la acumulaci6n y

distribuci6n de la grasa corporal.  Lo anterior concuerda con las observaciones realizadas

por    Dieudonhe  et  al.1988  quienes  demostraron  la presencia  de  RA  en preadipocitos  y

adipocitos, lo que permite inferir que los andr6genos podrian contribuir en el desarrollo del

tejido adiposo.

En  estudios  recientes,  el  polimorfismo  de     CYP17  ha  sido  asociado  con  condiciones

metab6licas. En el presente estudio las pacientes portadoras del alelo A2/A2 fueron mds

insulino re§istentes que las no portadoras. A su vez la expresi6n y actividad enzimatica del

gen  de  P450cl7ct  en  tejido  adiposo  de  humanos  ha  sido  descrito  (Puche  et  al.2002),

representando  rna fuente  adicional  de  andr6genos  que puede  ser asociada con iusulino
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resistencia.   Se  podr'a  infdir  que  la  presencia  de  este  polimorfismo  incrementaria  la

producci6n  de  andr6genos  locales,  resultando  en un aumento  de  la lip6lisis  de  la grasa

viceral e incrementando el nivel de acidos grasos no-esterificados QIEFA) lo cual podr'a

contribuir  a  la  iusulino  resistencia  por  un  aumento  en  la  gluconeog6nesis  hepatica,

disminuyendo la extracci6n de insulina y la captaci6n periferica de glucosa (Rebuffe etal.

1991, Randle 1963),
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6.   CONCLUSIONES

Las mujeres con sindrome de ovario poliqu'stico con menor n`inero de repeticiones CAG

del RA y portadoras del alelo A2 del gen CYP17  son mds obesas e insulino resistentes que

las  mujeres  sanas.  En  el  caso  de  las  repeticiones  CAG  no   se  encontr6  diferencias

significativas  en  relaci6n  al  menor  ndmero  de  repeticiones  y  el  incremento  de  los  de

andr6genos circulantes, pero se podria sugerir que habn'a un efecto de los andr6genos libres

sobre  el  tejido  adiposo  de  estas  mujeres,  lo  que  conducin'a  a  una  mayor  resistencia  a

insulina. Por otro lado, el polinorfismo  de CYpl 7 provocarfa un aumento en la producci6n

de andr6genos en el tejido adiposo propiamente tal, lo oval podria contribuir a la resistencia

insulinica.

Si bien no se ha podido determinar la causa eapecifica que provoca este sindrome, nosotros

podemos  sugerir  que  hay  un  efecto  de  ambos  polimorfismos  sobre  la  resistencia  a  la

iusulina, lo cual altera la homeostasis de estas mujeres agravando el sindrome.

No  obstante  no  se  observa un  efecto  sihergico  de  ambos  polimorfismos  por  lo  que  el

haplotipo (repeticiones CAG y CYP17) no constituin'a un marcador de  riesgo.
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