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RESUMEN

La obesidad representa uno de los mayores problemas de salud publica en
todo el mundo. El exceso de tejido adiposo se asocia a distintas patologias
cronicas, entre otras: dislipidemia, hipertensién arterial, hiperuricemia, sindrome
de ovario poliquistico (SOP) y diabetes tipo 2. En el SOP, la obesidad es un
fenédmeno frecuente, alcanzando valores de hasta el 80%. En la actualidad se
acepta que la obesidad es una patologia multifactorial y se han propuesto distintos
genes candidatos asociados con obesidad. En este sentido los genes involucrados
en la regulacion de catecolaminas podrian tener una funcion particularmente
importante, dado su rol como proveedores de energia.

Estudios recientes han relacionado la mutacién Trp64Arg del gen que
codifica para el receptor ADRB-3 con cierto fenotipo de obesidad. La frecuencia
reportada en la literatura para esta mutacion varia entre 6% a 38%, dependiendo
de! origen de la poblacién.

Esta tesis se centr6é en estimar la distribucion de la mutacién Trp64Arg en
pacientes con SOP y mujeres controles chilenas, y asociarla a caracteristicas
antropométricas y metabolicas relacionadas con la obesidad.

Para estudiar el polimorfismo 64 del ADRB-3 se realizé analisis molecular
mediante amplificaciéon por PCR y andlisis RFLP con la enzima de restriccion
BstNI.

Los resultados muestran gue la frecuencia del heterocigoto Trp64Arg fue de
0,38 en mujeres con SOP y 0,37 en mujeres controles, encontrandose sélo dos

homocigotas para la mutacién, ambas mujeres con SOP. La frecuencia de la
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mutacién en el grupo total de mujeres (SOP y controles), fue semejante a la
descrita para esquimales de Alaska. Considerando a toda la poblacion analizada,
el 65% de la poblacion portadora de la mutacion presentd sobrepeso u obesidad.

La mutacion se asocidé en mujeres con SOP a una mayor concentracion de
triglicéridos, independiente del peso corporal. Dadas las especiales caracteristicas
de distribucion de grasa e hiperandrogenismo que presentan las mujeres con
SOP, semejantes a un fenotipo masculino; sugerimos que el gen ADRB-3

interactuaria con esteroides sexuales en el desarrollo de dislipidemia.
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ANALYSIS OF THE TRP64ARG POLYMORPHISM FROM THE
ADRENERGIC BETA 3 RECEPTOR IN THE POLYCYSTIC OVARY
SYNDROME AND IT'S POSSIBLE ASSOCIATION WITH OBESITY

AND INSULIN-RESISTANCE

SUMMARY
Obesity represents one of the most important problems in public heailth

around the world. The excess of adipose tissue is associated to different chronic
pathologies, among them are: dyslipidemia, arterial hypertension, hyperuricemia,
polycystic ovary syndrome (PCOS) and type 2 diabetes. In the PCOS, obesity is a
frequent phenomenon, reaching values up to 80%. At the present time, it is
accepted that obesity is a multifactorial pathology and they have been proposed
different candidate genes associated with obesity. In this sense the genes involved
in the regulation of catecholamines could have a particularly important function,
given their role as energy expenditure.

Recent studies have related the Trp64Arg mutation of the gene that codifies
for the ADRB-3 receptor with certain fenotype of obesity. The frequency reported in
the literature for this mutation varies between 6% to 38%, depending on the origin
of the population.

This thesis was centered in the valuation of the distribution of the Trp64Arg
mutation in PCOS patients and chilean contro! women, and the association of this

polymorphism with anthropometric and metabolic characteristics involved in

obesity.




In order to study the 64 polymorphism of the ADRB-3 an analysis was
carried out by means of amplification by PCR and RFLP analysis with the BstNI
restriction enzyme.

The results show that the frequency of the Trp64Arg heterozygote was of
0.38 in women with PCOS and 0.37 in control women, being found only two
homozygote carriers for the mutation, both women with PCOS. The frequency of
the mutation in the entire group of women (PCOS and controls), was similar to the
described for the Eskimos of Alaska. Considering the whole analyzed population,
the 65% of the population, carrier of the mutation, presented overweight or obesity.

The mutation was associated, in women with PCOS, to a bigger
concentration of triglycerides, independent of the body weight. Given the special
characteristics of the distribution of fat and hyperandrogenism that exhibit the
women with PCOS, similar to a masculine phenotype; we suggest that the ADRB-3

gene would interact with sexual steroids in the development of dyslipidemia.




INTRODUCCION

I. OBESIDAD

La obesidad es un desorden metabdlico complejo que resulta de la accién
de un diverso nimero de factores genéticos y ambientales que interactian entre si
(Clement K, 2002).

La obesidad debe ser considerada en la actualidad como uno de los mas
grandes problemas de salud en el mundo. En 1999 el Ceniro para el Control y
Prevencién de Enfermedades en USA reportd que la obesidad (IMC=30 Kg/m?) se
habfa incrementado desde un 12,0% en 1991 a un 17,9% en 1988. En el resto del
mundo la situacién es similar o peor. En Chile las actuales cifras de obesidad son
alarmantes, principalmente si miramos la poblacién infantil que se encuentra
afectada (Kain J, 2002).

La prevalencia de obesidad estd aumentando en forma alarmante en todo el
mundo, especialmente en las sociedades occidentales. Chile no es ajeno a esta
realidad, constatdndose un aumento en las cifras de obesidad en todos los grupos
etareos. Diversos estudios epidemioldgicos muy bien disenados han clarificado la
estrecha asociacién de la obesidad con morbilidad y mortalidad por diabetes tipo 2,
enfermedad coronaria, hipertensién, algunos tipos de cancer e invalidez de origen
osteomuscular, enfermedades que actualmente estan entre las primeras causas de

enfermedad, invalidez y muerte en Chile (Albala C, 2002) .




En el estudio de la obesidad, la investigacion en el campo de la genética y su
relacién con los factores ambientales representan un desafio que debemos enfrentar
para contribuir a clarificar su etiologia y perfil de riesgo. En la mayor parte de las
sociedades occidentales, la alta incidencia de obesidad ha sido atribuida a muchos
factores; incluyendo herencia, disponibilidad y seleccién de determinado tipo de
alimentos, reduccion del gasto energético y estilos de vida (Hirsch J, 2002).

La nocidén de que las anormalidades genéticas contribuyen a la cbesidad,
ha ganado un importante avance en los ultimos afnos con el hallazgo de diversos
genes que, eventualmente, prestarian utilidad como marcadores genéticos de este
complejo problema (Armer P, 2000).

Aunque la naturaleza de la sefal que informa al sistema nervioso central
(SNC) del grado de adiposidad no se conoce con certeza, existe fuerte evidencia
que la insulina juega un importante rol en este proceso. La secrecion de insulina
es particularmente sensible a la ingesta y al ayuno, como también es secretada a
la sangre en proporcién a la adiposidad; llega al cerebro a través de vasos
capilares actuando a ese nivel como una sefial que provoca una reduccién de la
ingesta energética por disminucién de la sintesis de neurotransmisores que
aumentan el apetito y cambia el metabolismo para favorecer el consumo de
grasas. La hiperinsulinemia del obeso se correlaciona con la cuantia y la
topografia del tejido adiposo, siendo caracteristico encontrar altas concentraciones
de insulina plasmdtica asociada a obesidad severa y en obesos con una

distribucién de grasa corporal de tipo abdominal (Wood SC, 2000; Wilding JPH,
2002).




Los mecanismos etiolégicos que influencian la topografia del tejido adiposo y
consecuentemente el tamafo de la masa grasa intraabdominal son también muy
complejos e incluyen factores genéticos, ambientales y neuroendocrinos. Los
estudios efectuados sugieren que la mayor parte de las alteraciones metabdlicas
que constituyen riesgo para la salud en los obesos androides, se acompanan de
un marcado aumento de la resistencia insulinica periférica y por una secrecién y

captacion anormal de la insulina (Summers SA, 2000).

II. MARCADORES GENETICOS EN OBESIDAD

Hay una fuerte evidencia proveniente desde estudios familiares que sugiere
que el peso corporal es regulado por factores genéticos. Los genes causantes de
obesidad en modelos de roedores estan siendo recientemente bien definidos. Sin
embargo, los genes involucrados en la obesidad animal no parecen tener la
misma importancia relativa en modelos humanos, excepio en algunos casos
(Clement K, 2002; Arner P, 2000).

Desde el punto de vista genético la obesidad debe entenderse como
poligénica y multifactorial. Poligénica, porque son militiples los genes involucrados
y mencionados como candidatos y multifactorial, dado que la sola presencia de
ciertas variantes genéticas no es una condicién suficiente para desarrollar la

patologia; en otfras palabras, en la mayoria de las veces se requiers de algin




evento ambiental que ponga de manifiesto una determinada expresién de un gen.
Entre estos eventos ambientales se distinguen claramente la dieta y el estilo de
vida (actividad fisica y sedentarismo) como reguladores de una amplia gama de
variantes genéticas. Es por esta razén que la obesidad, junto a otras patologias
similares (diabetes tipo 2, hipertension, dislipidemia y sindrome de ovario
poliquistico) se enmarcan dentro de aquellas enfermedades de interaccidn génica,
claramente las mas dificiles de interpretar desde el punto de vista genético, ya que
carecen de un marcador molecular Unico y absoluto (Clement K, 2002; Amer P,
2000).

Mirando con detencion algunos drganos y tejidos, uno de los mas
estudiados en los dltimos 8 afos ha sido el tejido adiposo vy en él podemos
mencionar importantes moléculas tales como la leptina, factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), resistina, adiponectina y varias citoquinas relevantes. Para la leptina,
la amplia investigacion de la cual ha sido objeto ha revelado que es uno de los
mas importantes reguladores a largo plazo de la ganancia de peso. A pesar del
gran impacto que generd el descubrimiento del gen ob/ob y los receptores de
leptina; el modelo animal ob/ob (carente de leptina) o el modelo animal deficiente
en el receptor (db/db), donde se puede demostrar casi en su totalidad el fenémeno
de la obesidad, en el hombre se presenta una situacién inversa; los obesos
producen mas leptina, excepio algunos casos aislados (Woods SC, 2000;
Summers SA, 2000).

Resistina y adiponectina han tomado un curso parecido, las variantes

genéticas que se presentan en el modelo animal (rata o ratén) no se presentan en




el hombre a pesar de tener una alta homologfa, siendo ambas moléculas
intermedias de algunas sefiales generadas a partir del tejido adiposo. En el caso
del TNFa, esta molécula se encuentra aumentada en la obesidad, los cbesos
muestran alios niveles de TNFa, que a nivel celular juega un papel muy

importante en la expresion de glucotransportadores. El gen del TNFa presenta
polimorfismo al igual que el gen que codifica para su receptor (Woods SC, 2000;
Saad MF, 2002; Maeda N, 2002).

Centrando la atencién en regulacién mas fina, claramente las sefales que
regulan la diferenciacion adipocitaria tienen un grado de importancia mayor. Asi
factores transcripcionales como PPAR pueden ser cruciales en la maduracion y
conduccidn del estade de pre-adipocito a adipocito y por lo tanto su grado de
polimorfismo o nivel de expresion adquiere una relevancia notable en el origen de
la obesidad (Unger RH, 2002). k

Al observar el metabolismo lipidico, varios genes han sido implicados
directa o indirectamente en el proceso de obesidad. Dentro de estos tal vez la mas
importante de las enzimas que regula la hidrdlisis de triglicéridos, la lipoproteina
lipasa (LPL) la cual posee un amplic grado de polimorfismo y diversas variantes
han sido asociadas en distintas razas y grupos étnicos; ya sea con obesidad,
hipertrigliceridemia o insulinoresistencia (Unger RH, 2002).

La regulacion de la ingesta alimentaria no sélo pasa por aquellos érganos y
tejidos que nos parecen mas evidentes. Existe una amplia gama de orexinas muy
bien definidas que pueden jugar un papel muy relevante en esta regulacién a corto

plazo de la ingesta. El neuropéptido Y (NPY) es una de las moléculas que a nivel




cerebral, principalmente centros ventromediales y nicleo arcuato, regula la ingesta
y antagoniza con la leptina en su funcidén (Wilding JPH, 2002).

A nivel de estdmago, recientemente se ha descrito a la GH relina, un
péptido de 28 aminodcidos y un importanie secretagogo generado en forma
abundante por el estémago; esta molécula tiene una funcién orexigénica. En el
modelo animal la administracion periférica o intracerebro-ventricular estimula el
consumo de alimentos y la utilizacién de carbohidratos (Saad MF, 2000).

El pancreas y el intestino son otros dos 6rganos que también han sido
relacionados al fenémeno de la obesidad. En el intestino, FABP-2, una proteina
transportadora de &cidos grasos ha sido correlacionada con incrementos en el
IMC y con resistencia a la insulina (Woods SC, 2000).

Por otra parte, no debemos perder de vista aquellos genes involucrados en
gasto energético; otra variable que afecta enormemente la ganancia de peso.
Entre ellos, tal vez los mas estudiados sean los receptores beta 2 y beta 3
adrenérgicos (ADRB-2 y ADRB-3). En el caso de ADRB-3 y su variante génica
Trp64Arg, es el uUnico marcador molecular que presenta asociacién con
incrementos de IMC, segun los grupos étnicos analizados (Arner P, 1999).

Resulta claro que realizar un listado de los genes implicados en la
patogenia de la obesidad es una tarea enorme y probablemente estéril.

La obesidad, al ser un fenémenoc extremadamente complejo, corresponde a
la patologia que més publicaciones genera al afic y que ha movilizado el mayor
volumen de recursos en los Gltimos 10 anos. No obstante, los pasos agigantados
que da la biologia molecular, ain no es posible encontrar un gen mayor que

determine sus principales caracteristicas. Bajo esta premisa, la contribucién de




determinadas variantes génicas debe ser tomada con cautela, en el contexto de
interaccidn a la cual obedece la patologia y en el cual los eventos ambientales
pueden ser de igual o mayor importancia que la variabilidad genética observada

en cada poblacién.

III. RECEPTORES ADRENERGICOS - OBESIDAD

Aunque la identldad de la mayoria de los genes relacionados al peso
corporal y obesidad en humanos son desconocidos, genes relacionados con la
regulacién de catecolaminas podrian ser particularmente importantes para la
obesidad humana por su rol central como disipadores de energia {Arner P, 1999;
Emorine LJ, 1989). Recientemente la asociacién putativa entre obesidad vy
polimorfismo en genes relacionados con los receptores beta adrenérgicos esta
siendo intensamente estudiado , debido a la importancia de esos receptores en la
movilizacién y utilizacién de energfa desde los depodsitos de grasa y la
estimulacién de la termogénesis.

A pesar de la controversia que se ha generado respecto a estos receptores
beta adrenérgicos, hay evidencia acumulativa de que sus genes estarian
involucrados en Ia patogénesis de la obesidad (P Arner, 1999).

Se ha sugerido que los depdsitos de grasa corporal y el balance energético
son mayormente controlados por el sistema adrenérgico.

Relacionado a la funcidn del sistema adrenérgico se encuentran las

catecolaminas, las cuales estimulan la lipdlisis en las células adiposas y la




termogénesis en el musculo esquelético y tejido adiposo magro, a través de
receptores adrenérgicos acoplados a proteinas G, adenilato ciclasa y cAMP
(Lonngvist J, 1993).

En particular, los genes que codifican para los receptores adrenérgicos
beta 2 y beta 38 son genes candidatos de gran interés (Giacobino JP, 1995;

Walston J, 1995; Clément K, 1995).

III.1 RECEPTOR ADRENERGICO BETA 3

E! receptor beta 3 adrenérgico es un receptor integral de membrana que
posee 7 dominios tfransmembrana, esta acoplado a proteinas G y se expresa en el
tejido adiposo visceral, este receptor contribuye a la regulacién de Ila tasa
metabdlica y la lipdlisis ( Walston J, 1995). Ademds estimula la movilizacién de
lipidos desde las células grasas blancas y aumenta la termogénesis en células
grasas pardas. La administracién de agonistas selectivos a animales obesos
reduce efectivamente las reservas de grasa (Giacobino JP,1995). La estimulacion
del receptor por agonistas beta adrenérgicos activan adenilato ciclasa, la cual
aumenta la concentracion intracelular de AMP ciclico (CAMP) y provoca un
aumento en la lipdlisis y en la termogénesis (Emorine LJ, 1989; Krief S, 1993).

Ademds hay evidencias de que anormalidades moleculares en el receptor
beta 3 adrenérgico podrian conducir a obesidad y diabetes tipo 2.

La expresion del receptor es marcadamente disminuida en modelos de

roedores de obesidad (Collins S, 1994; Muzzin P, 1991); ratones “knockout” del




gen para el receptor ADRB-3 tienen notables disminuciones en la lipdlisis
estimulada por agonistas beta (Susulic S, 1995); y agonistas beta 3 especificos
tienen potentes efectos anti-obesidad y anti-diabético en animales (Himms-Hagen
J, 1994; Connacher AA, 1992) y humanos {Connacher AA, 1992; Mitchell TH,
1989).

Ei gen que codifica para el receptor ADRB-3 se localiza en el brazo corto
del cromosoma 8 (8p) y tiene un tamario de 2644 pb. El receptor beta 3, por su
parte, comprende 408 aminoécidos.

Figura 1: Esquema del cromosoma 8
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En la figura se observa el cromosoma 8 y se indica la ubicacién relativa del gen que

codifica para el receptor ADRB3, ubicado en el brazo corto de este cromosoma.

El andlisis de la secuencia del alelo mutado arginina 64 del receptor beta 3,
describe un cambio de base de triptéfanc por arginina, en el aminodcido de
posicién 64 ubicado en el primer “loop” intracelular del receptor. Este cambio es
confirmado por digestién con la enzima de restriccién BstNI ( Walston J, 1995).

El primer “loop” intracelular del receptor ADRB3 es de vital importancia ya
que proporciona el movimiento del receptor a la superficie celuiar y posiblemente
también para el acoplamiento de la proteina G. La expresién defectuosa en Ia
superficie celular o el deterioro de la sefial podria conducir a una lipdlisis y

termogénesis disminuida en el tejido graso visceral que podria contribuir a la
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obesidad central, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, entre otros (Walston J,
1995).

La forma en que el receptor beta 3 adrenérgico podria estar
patogénicamente involucrado en el desarrollo de insulino-resistencia en el
musculo, tendria relacién con el aumento en los depésitos de grasa abdominal, lo
cual podria proveer de méas acidos grasos para la sintesis de lipoproteina de muy
baja densidad en el higado; lo que posiblemente provocaria cambios en la
composicién de acidos grasos de las membranas del muscuio esquelético o
mayores concentraciones de triglicéridos en el muasculo (Bolkman M, 1993). En
humanos, la obesidad visceral estd asociada con el aumento en la sensibilidad de
grasa visceral a la lipdlisis inducida por catecolaminas (LOnnqvist F,1995),
mediado primariamente a través del efecto del receptor beta 3. La obesidad
visceral estd también asociada con la disminucién en la captacidn de Aacidos
grasos libres por el musculo y con resistencia a la insulina en el muisculo
esquelético, en particular, en el deterioro de la sintesis de glicogeno estimulado
por insulina (Colberg SR, 1995).

Numerosos estudios farmacoldgicos desarrollados con agonistas beta 3
altamente selectivos lo consideraron como una potente droga anti-obesidad y anti-
diabetica (Arch JRS, 1993) y ponen en evidencia que el receptor beta 3 esta
involucrado en la lipdlisis de adipositos y en la actividad termogénica de varios
animales de [aboratorio ( Lafontan M, 1993; Zaagsma J, 1990). En contraste,
aungue el receptor beta 3 adrenérgico fue claramente expresado en una variedad
de depdsitos de grasa humano (Krief SF, 1993), su importancia fisiolégica atn es

motivo de controversia (Emorine LJ, 1994). Aunque los conflictos existentes se
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deben principalmente a la selectividad de los componentes beta 3 analizados y a
la metodologia utilizada, un aumento en el ADRB-3 del tejido adiposo visceral
podria ser responsable del aumento de la liberacién de FFA, un fenémeno que
contribuiria al desarrollo de perturbaciones metabdlicas generaimente observadas
en la obesidad abdominal (Lénnqvist F, 1995; Hoffstedt J, 1995)

Un defecto en el receptor beta 3 podria ser de gran importancia clinica en la
fisiopatologia de la obesidad porque podria conducir a alteraciones en las sefiales
de transduccién y mecanismos regulatorios; y provocar una disminucion en la
lipdlisis del tejido adiposo y un estancamiento de la tasa metabdlica debido a un
exagerado crecimiento de la grasa corporal. Recientemente se ha sugerido que el
alelo Arg64 del gen ADRB-3 podria ser predictivo, como una dificultad para la
perdida de peso en mujeres japonesas (Yoshida T, 1995). El rol putativo del

receptor beta 3 en este escenario debera ser aun dilucidado.

Figura 2: Esquema del receptor beta 3 adrenérgico
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La figura muestra el diagrama del receptor beta 3 adrenérgico.Cada aminoécido se indica
como un circulo. La mutacién Trp64Arg esta ubicada en el primer “loop” intracelular.
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II.2 POLIMORFISMO EN ADRB-3

Una mutacién en el codén 64 del gen para el receptor beta 3 adrenérgico
(ADRB-3), con reemplazo de triptéfano por arginina (Trp64Arg) en el primer “loop”
intracelular de la protefna receptora, se ha relacionado con obesidad, resistencia
a la insulina y capacidad de ganancia de pesc en varios estudios iniciales;
dependiendo de los grupos étnicos (Widén E, 1995; Kawamura T, 1999). Sin
embargo, se debe tener precaucion respecto a la importancia de este polimorfismo
en la obesidad; ya que la frecuencia de la variante arginina no ha sido mayor para
los sujetos obesos en todos los estudios publicados, los cuales divergen en sus
resultados para la funcién del polimorfismo Trp64Arg y su impacto en la obesidad.

La frecuencia reportada para la variante Arg difiere enire grupos étnicos. En
la poblacién Caucasica es de 8-10%, en la poblacién Japonesa es cerca del 20% y
la mayor frecuencia descrita es de 40% y corresponde a los grupos esquimales de
Alaska (Fujisawa T, 1998).

Los individuos homocigotos (Arg64Arg) para esta mutacién son poco
frecuentes, pero generalmenie se encuentran en una frecuencia que esta de
acuerdo al equilibrio de Hardy Weinberg (Arner P, 1999).

Algunos estudios en poblaciones Caucasicas y Japonesas han demostrado
que hay un aumento en el indice de masa corporal (IMC) en portadores de la
variante Arg 64 y que es mas evidente en sujetos homocigotos para la mutacion.
En otros estudios no hay evidencias de un aumento del IMC en portadores del

polimorfismo arginina, pero si se ha observado que esos sujetos tienen alterada la
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distribucion de grasa, favoreciendo su acumulacion. Se ha encontrado asociacién
género-especifica entre la mutacion Trp64Arg y fenotipos de obesidad, en una
poblacion esparnola mediterranea; hombres portadores de la variante Arg 64 tienen
mayor IMC, colesterol total y triglicéridos al compararlos con individuos normales;
en mujeres se encontrd una asociacion entre LPL y ADRB-3 en la determinacion
del IMC ( Corella D, 2001).

Es interesante destacar que muchos de los estudios comparativos entre
individuos homocigotos y heterocigotos para la variante Arg 64 han encontrado
que los sujetos homocigotos tienen una asociaciéon mayor con obesidad que los
portadores Trp64Arg. Sin embargo, esto no ocurre en la poblacién de esquimales
de Alaska, donde el 14% de la poblacion es homaocigota para la variante arginina y
no presentan diferencias de IMC con portadores heterocigotos. Esto podria
explicarse, en parte, debido a que la obesidad existe en diversos matices, es
decir, obesidad complicada v/s una simple, en etapas tempranas v/s tardias, y
muchas oiras; que no son definidas en cada tipo de estudio ( Arner P,1999).

Seria posible esperar una asociacion con el cambio de peso, si la variante
Trp64Arg fuera de importancia en el desarrollo de la obesidad (Clément K, 1995;
Oksanen L, 1996; Clément K, 1996). Yoshida y colaboradores encontraron que
portadores del alelo Arg 64 que son obesos reducen su peso corporal con dieta
hipocalérica y ejercicio en menor proporcién que portadores del alelo Trp (Yoshida
T, 1995). Por otra parte, Fumeron y cols. demostraron resultados similares entre
pérdida de peso y la presencia del alelo arginina 64 (Fumeron F, 1996) . Hay

otros estudios que no han podido establecer relaciones de este polimorfismo con
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el peso corporal (Walston J, 1995; Clément K, 1995; Oksanen L, 1996; Rissanen
J, 1997).

También se ha estudiando fa relacién entre el polimorfismo Trp64Arg y su
funcion metabolica basal, los resuitados respecto a esta investigacién han sido
controversiales, y aunque parece tener alguna influencia en sistemas de células
artificiales, los sistemas “in vitro” en células grasas humanas requieren de mayor
estudio, por lo divergente de sus conclusiones.

Existen evidencias que indican que si bien la frecuencia de la variante
Arg64 puede no diferir entre pacientes obesos morbidos y un grupo control; segtin
el estudio de Oksanen, sujetos obesos portadores del alelo Argé4 presentaban
obesidad antes de los 15 afios de edad, pudiendo ser un marcador de obesidad
mdrbida a temprana edad (Oksanen L,1996).

Es de gran interés resaltar que muchos de los estudios comparativos entre
sujetos homocigotos y heterocigotos para el alelo arginina 64 revelan que los
individuos homocigotos tienen una asociacién mucho més fuerte con la obesidad
que los portadores Trp64Arg. Esto podrfa considerarse una evidencia de que la

variante arginina 64 podrfa tener alguna asociacién con obesidad (Armer P, 1999).
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IV. SINDROME DE OVARIO POLIQUISTICO

El sindrome de ovario poliquistico (SOP), es uno de los desérdenes
endocrinos mas comunes en las mujeres premenopausicas, caracterizado por
anovulacion crénica e hiperandrogenismo. Entre 50% al 80% de las mujeres con
SOP presentan sobrepeso u obesidad, en la mayorfa de los casos de fenotipo
abdominal. En estas pacientes, la historia de la ganancia de peso frecuentemente
precede a un cuadro de oligomenorrea e hiperandrogenismo; la obesidad podria
jugar un rol patogénico en el desarrollo del sindrome (Knochenhaur ES,1998).

En los Gitimos afios, numerosos estudios han establecido una relacién entre
|la resistencia a la insulina (RI) y el sindrome de ovario poliquistico (SOP).

La mayoria de las mujeres con SOP (60-80%) presenta Rl periférica, la que
afecta principalmente al mudsculo y al tejido adiposo, y una hiperinsulinemia
compensatoria que puede manifestarse en forma independiente de la obesidad
(Gambineri A., 2002). La RI, en conjunto con la disfuncién de las células beta
pancreaticas, constituyen una comorbilidad frecuente en estas pacientes, y juegan
un papel preponderante en las consecuencias metabdlicas a largo plazo del
sindrome; entre las que se destacan la diabetes tipo 2 y la enfermedad
cardiovascular (Ehrmann DA, 1999; Legro RS, 1999; Ehrmann DA, 1995). De
hecho, mas del 40% de estas pacientes desarrolla intolerancia a la glucosa y el
16% de ellas, diabetes tipo 2 al final de la cuarta década de la vida (Dahlgren E,
1992). Todo esto ha sido de tal frascendencia que llevé recientemente a Reaven a

incorporar al SOP dentro de! sindrome X o plurimetabdlico de Reaven junto con
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sus oiros componentes (diabetes tipo 2, hipertension arterial, dislipidemia, etc.),
con lo cual el SOP, descrito inicialmente como un trastorno netamente
reproductivo, quedd definido como un trastorno fundamentalmente endocrino-
metabdlico. Por lo tanto, es evidente, seglin todos estos argumentos, que el SOP
debe considerarse un problema de salud ptblica que afecta a la mujer mas all4 de
su esfera reproductiva, pero que, no obstante, la lleva a consultar a edades
tempranas y ofrece justamente la oportunidad de detectar las anormalidades
metabolicas asociadas en forma precoz (Carmina E, 1999).

Aunque este sindrome fue descrito en 1935 por Stein y Leventhal (Stein IF,
1935), sigue siendo un tema de gran controversia e interés debido a su
heterogeneidad y a su compleja fisiopatologia, lo que ha abierto e! debate de si se
trata de un trastorno Gnico o milliple. En la actualidad, la definicibn mas
ampliamente aceptada es la propuesta por la conferencia de consenso de la
National Institute of Health (NIHD, 1990), que lo define como la presencia de
hiperandrogenismo y oligo-ovulacién en ausencia de otra causa especffica de
enfermedad de arigen ovarico, adrenal o hipofisiario (Zawadzki JK, 1992).

El cuadro clinico es muy polimorfo y varfa de acuerdo a la edad de Ia
paciente. Por lo general las manifestaciones clinicas se inician en el perfodo
perimenarquico con la aparicién de alteraciones menstruales (cligomenorrea,
amenorrea secundaria y metrorragia disfuncional por hiperplasia endometrial),
manifestaciones de hiperandrogenismo (acné, seborrea, hirsutismo y alopecia
androgénica) y obesidad por lo general de tipo androide (Dunaif, 1997). El
aumento de la prevalencia de SOP en miembros de la familia de los casos con

SOP en comparacién a la poblacién general permite plantear la hipétesis que el
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SOP tiene un componente genético cuya ausencia es adn motivo de interés.

El diagnostico del SOP se basa en la combinacién de sus caracteristicas
clinicas (anovulacién crénica hiperandrogénica), ultrasonogréficas (presencia de
multiples imdgenes quisticas pequefas 2-4 mm, asociadas a un incremento del
estroma en un ovario de tamano normal o aumentado) y bioquimicas (aumento
moderado de testosterona, androstenediona, e indice de andrégenos libres (IAL)).
El diagndstico del SOP debe ser planteado clinicamente y confirmado
bioquimicamente.

Considerando que desde un punto de vista epidemioldgico, el diagndstico
de SOP es extremadamente importante; el futuro de este sindrome estaré en la
identificacion de subfenotipos y marcadores genéticos que permitan instaurar

medidas preventivas precoces ( Sir-Petermann, 2001).

IV.1 SOP Y OBESIDAD

Se ha sugerido que la obesidad, particularmente de fenotipo abdominal,
podria ser parcialmente responsable de la resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia en mujeres con SOP. Ademads, la obesidad a través de la
hiperinsulinemia podria jugar un papel en favorecer el hiperandrogenismo en esas
mujeres. Otros factores, como la elevada tasa de produccion de estrogenos, el
aumento de la actividad del sistema opiode y del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal, la disminucién de la sintesis de la globulinas transportadoras de
hormonas sexuales (SHBG) y, posiblemente una alta ingesta de lipidos en la dieta,

podrian ser mecanismos adicionales por los cuales la obesidad favoreceria el
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desarrolio de hiperandrogenismo en el SOP. Existen ademads evidencias que la
pérdida de peso corporal se asocia con efectos beneficiosos a nivel hormonal, en
el metabolismo y en las caracteristicas clinicas (Gambineri A, 2002).

Se ha establecido que las mujeres obesas con SOP ademés presentarian
un perfil hormonal distinto al de las mujeres con SOP de peso normal. Las
principales diferencias son hiperinsulinemia y resistencia a la insulina mas severas
y menores niveles de SHBG al compararlas con mujeres con SOP de peso normal
0 con mujeres controles normo-peso. Mas ain, la presencia de obesidad
(principalmente de fenotipo abdominal) en mujeres con SOP, aumentaria la
disponibilidad de andrégenos activos y agravaria el hirsutismo y, disminuiria la
ciclicidad menstrual y la tasa de fertilidad.

El mecanismo por el cual la obesidad podria agravar un estado de insulino-
resistencia seria principalmente el aumento del tejido adiposo, en particular en el
depésito de grasa visceral, aumentando la disponibilidad de varios metabolitos
(acidos grasos libres, leptina, TNFo, y otros), los cuales son capaces de afectar la
secrecion y metabolismo de la insulina, como también su accién periférica
(Gambineri A.,2002).

Por lo tanto, las mujeres con SOP y obesidad de tipo abdominal tendrian
una mayor predisposicion a desarrollar enfermedades metabélicas vy
cardiovasculares, ademas de un cuadro més critico respecto a las

manifestaciones propias del SOP; en comparacién a mujeres con SOP de peso

normal.
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Ademéas de los efectos anteriormente descritos, la obesidad tiende a
amplificar el grado de hiperandrogenismo y de insulino-resistencia (Pasquali R,
1993, Ciaraldi TP, 1997) en el SdP. Estudios previos muestran que mujeres
obesas con SOP tienen mayores niveles de testosterona total y testosterona libre
respecto a mujeres con SOP no obesas (Holte J, 1994; Kiddy DS, 1990). La
obesidad abdominal podria ser un facior adicional que deteriora el estado de
hiperandrogenismo en mujeres con SOP (Pasquali R, 1993,; Pasquali R, 1994).
Este no es un descubrimiento inesperado, ya que el aumento de peso corporal y
de tejido graso en mujeres esta asociado con varias anormalidades en el balance
de esteroides sexuales. Algunos cambios afectan a los andrégenos y SHBG, su
principal proteina transportadora.

Mujeres obesas presentan un aumento en la produccién de andrégenos,
asociado a una acrecentada tasa metabdlica; aunque el balance de esas
alteraciones permite el mantenimiento de un nivel normal de andrégeno circulante
(Pasquali R, 1993; Pasquali R, 1997). Sin embargo, el porcentaje de la fraccién de
andrégenos libres tiende a ser mayor en la obesidad, particularmente en la de
fenotipo abdominal, debido a la reduccidn en la concentracién de SHBG (Barr VA,
1997). La obesidad abdominal podria ser definida como una condicién de un
relativo “hiperandrogenismo funcional” (Pasquali R, 1993).

Por otro lado, hiperandrogenismo “per se” podria jugar un rol en favorecer
el estado de insulino resistencia y estimulacién en el desarrollo de la obesidad de
fenotipo abdominal en mujeres con SOP. De hecho, los andrégenos podrfan
inducir un estado de insulino-resistencia a través de la activacion de ia cascada

lipolitica, llevando a un aumento en la liberacién de &cidos grasos libres (FFA), los




20

cuales al depositarse en el misculo modifican su estructura histoldgica. Se ha
descrito que la estimulacion local en el flujp de FFA estaria ocurriendo
principalmente en los depésitos de grasa visceral, debido a la alta densidad de los
receptores de andrégenos presentes a ese nivel (Bjorntorp P, 1996).

Podria sugerirse una especie de circulo vicioso entre hiperandrogenismo e
hiperinsulinemia para representar las bases bioldgicas especificas en el desarrollo
de mujeres con SOP de fenotipo obeso.

En resumen, una obesidad adicional, aumenta e! grado de
hiperandrogenismo en mujeres con SOP. Consecuentemente, mujeres obesas con
SOP tienden a ser mas hiperandrogénicas que su contraparte de peso normal.
Mecanismos especificos de accién de la obesidad incluyen hiperinsulinismo
severo, concentraciones de SHBG mas reducidas y, probablemente, alteraciones
en las vias metabdlicas del cortisol-cortisona. El rol de a leptina en este contexto
estd aun bajo debate (Sir-Petermann, 2001). De hecho, la leptina estaria
estimulando directamente la actividad 17c - hidroxilasa ovarica (Zamorano PL,
1997). Sin embargo, si un exceso de leptina pudiera jugar un rol en el desarrolio
de hiperandrogenismo en mujeres obesas con SOP, debera ser dilucidado en
estudios futuros.

Se ha observado ademés, que el grupo de mujeres con SOP podria
representar un grupo de alto riesgo en el desarrollo temprano de un cuadro de
enfermedades cardiovasculares (Lobo RA, 2000).

En 1985 Wild y cols. encontraron que mujeres con SOP tenian niveles mas

bajos de lipoproteina de alta densidad (HDL), altas relaciones entre LDL/HDL, y
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mayores niveles de triglicéridos que las mujeres con regularidad menstrual (Wild
S, 1985). Subsecuentemente, Slowinska-Srzednicka y cols. pusieron énfasis en el
rol que cumpliria la insulina en las anormalidades observadas en los lipidos en
mujeres hiperandrogénicas con SOP (Slowinska-Srzednicka J,1983). Al comparar
mujeres con SOP y un grupo control estratificados por peso, encontraron que las
mujeres con SOP tenian niveles significativamente menores de HDL (Airaksinen
KE, 1983), niveles mayores de apolipoproteina B, y mayores niveles de
triglicéridos. Luego de ajustar los datos por distintas variables y multiples anélisis
de regresion, los resuitados revelaron que en el grupo de mujeres con SOP, la
insulina en ayuno era una variable significativa, que podrfa explicar los niveles de
los triglicéridos totales y apolipoproteina A-1. Esos resultados sugieren, por lo
tanto, que la hiperinsulinemia, independiente de obesidad, podria tener un rol en la
alteracion de los lipidos en el SOP (David S. Guzick, 2001).

La resistencia a la insulina afecta comtnmente el perfil lipidico de las
lipoproteinas, por reduccién en la concentracién del colesterol HDL yalza en la
concentracién circulante de triglicéridos. En pacientes no obesas con SOP se
observa resistencia a la insulina, bajo colesterol HDL y altos niveles de
triglicéridos, y la obesidad tiende a agravar precozmente el alterado perfil lipidico,
por un efecto aditivo (Azziz R., 1997).

Talbott y cols evaluaron el perfil de riesgo en mujeres con SOP y un grupo
control; luego de los ajustes para IMC, uso de hormonas y niveles de insulina;
determinaron que las mujeres con SOP tienen niveles sustancialmente mayores
de LDL y colesterol total en los grupo mencres de 45 afios. Después de los 45

afos, se encontraron sélo pequenas diferencias en cuanto a factores de riesgo
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entre los grupos (Guzick DS, 2001). Esos resultados fueron confirmados también
por Cibula y colaboradores en un estudio de factores de riesgo cardiovascular en
mujeres mayores con SOP (Cibula D, 2000).

En la mayoria de los estudios sobre alteraciones del metabolismo lipidico
en mujeres con SOP se ha observado mayores concentraciones de triglicéridos y
menores concentraciones de HDL en estas mujeres, al igual que cuando las
pacientes fueron estratificadas por el peso corporal; lo que seria agravado por
una dieta con alto contenido de grasas saturadas y por habitos sedentarios
(Kasperk CH, 1989).

El perfil de apolipoproteinas en mujeres hirsutas refleja el conocido efecto
de la resistencia a la insulina en el metabolismo lipidico de las lipoproteinas.
Mujeres con SOP tienen mayor predisposicion a desarrollar resistencia a la
insuling, y ellas son frecuentemente hiperandrogénicas e hiperestrogénicas. Cada
uno de esos elevados esteroides sexuales pueden afectar el metabolismo lipidico
de las proteinas y los perfiles de las lipoproteinas circulantes; y consecuentemente
aumentarian el riesgo de dario cardiovascular.

En el paso hacia la menopausia el aparato folicular del ovario desaparece,
pero el estroma ovarico continda produciendo androgénos; este hecho podria ser
de importancia considerable en algunas pacientes. El desbalance normal entre
androgéncs y estrogénos que ocurre en Ia transicién hacia la menopausia podria
ser exagerado en pacientes con SOP. En este contexto se ha podido establecer
que el estrdgeno causa disminucién en la acumulacién de LDL. Este es un
antioxidante y ademas previene la inflamacién, la deposicién de lfpidos y la

coagulacién de componentes de aterogénesis (Azziz, R., 1997). Sin embargo, es
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dificil predecir este efecto individual en los pacientes, debido a multiples factores
que podrian tener un rol: inactividad, aumento en la acumulacién de grasa
abdominal, un aumento en la adiposidad periférica con la edad y una disminucién
en la insulina circulante, si hubiera un agotamiento de las células beta
pancreaticas y un deterioro en la intolerancia a la glucosa (Azziz R., 1997).

La resistencia a la insulina es caracterizada por la alteracion en la accion
insulinica sobre el metabolismo de la glucosa en el misculo esquelético, tejido
adiposo e higado. Hay también activacién anormal de Ia insulina de antilipdlisis,
lipoproteina lipasa y lipasa hepética. Las actividades de esos dos mayores
sistemas enzimaticos influyen en la circulacién y concentracién de lipoproteinas
lipidicas en forma opuesta. Las respuestas de cada sistema son heterogéneas;
factores genéticos y medioambientales son importantes en ia accién y desarrollo
de ambos sistemas. Muchas mujeres con una significante resistencia a la insulina,
incluyendo aquellas con SOP, tienen mayor presién sanguinea o hipertension
(Kasperk CH, 1989), un mayor porcentaje de LDL pequenas y densas; y
alteraciones de la fibrindlisis. La hiperinsulinemia frecuentemente acompafa a la
resistencia  insulinica y estd asociada con mortalidad por enfermedades
coronarias. Un estudio a gran escala esta demostrando que bajo colesterol HDL,
en consideracion con elevados friglicéridos, resulia en una incidencia mucho
mayor de este tipo de enfermedades (Azziz R, 1997).

La prevalencia de resistencla a la insulina depende de la edad, etnia,
método de estimacién, y la manera en la cual ésta es medida. La prevalencia de
resistencia a Ia insulina en Ia poblacién no diabética es aproximadamente igual a

la frecuencia de diabetes no insulino dependiente (mayor a 25% en algunas
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poblaciones). Resistencia a la insulina es un acelerador de diabetes y
enfermedades coronarias prematuras. Cuando una muijer llega a ser diabética, su
ventaja selectiva conira la muerte prematura por enfermedades cardiovasculares
desaparece (Azziz R, 1997).

En resumen, podriamos decir que evidencias preliminares sugeririan que
las mujeres con SOP podrian tener un riesgo aumentado de sufrir eventos
vasculares coronarios, debido a las muitiples alteraciones lipidicas.

Uno de los eventos centrales y que podrfa tener relacién con gran parte de
los desordenes presentes en este sindrome, es la alta prevalencia de insulino
resistencia o hiperinsulinemia en mujeres con SOP; los cuales han sido implicados
en la patogénesis de algunas formas de hipertension y dislipidemia.

Existen varias evidencias que establecen que las mujeres con SOP tienen
una alta prevalencia de distribucién de grasa corporal de tipo abdominal, aunque
se trate de mujeres de peso normal (Kirchengast S, 2001). El impacto de la
obesidad abdominal en el SOP podrfa ser mayor de lo que se cree, por lo fanto,
este fenotipo ha sido asociado a un hiperandrogenismo y resistencia a la insulina
més severos. Se ha demostrado en algunos estudios, que el perfil de andrégenos
y los niveles de insulina basal, como también la respuesta de Ia insulina a una
carga de glucosa son significativamente mayores en un grupo con distribucion
abdominal de grasa que en un grupo con distribucién periférica; independiente del
IMC (Pasquali R, 1993,; Pasquali R,1994).

Se ha demostrado una alta correlacién entre concentraciones de acidos
grasos libres y resistencia a la insulina, lo cual supone el concepto de que un

aumento en el flujo de FFA desde la grasa abdominal altamente lipolitica hacia el
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higado y los musculos podria representar la conexién mas importante entre

obesidad abdominal y el estado de insulino-resistencia (Holte J, 1995).

Figura 3: Esquema de la obesidad como determinante de un fenotipo obeso
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la frecuencia de la variante génica Trp64Arg del receptor
adrenérgico beta 3 (ADRB-3), en mujeres chilenas normales y portadoras del

sindrome de ovario poliquistico .

Objetivos Especificos

1.- Asociar el polimorfismo Trp64Arg con caracteristicas antropométricas
de distribucion de grasa como indice de masa corporal (IMC), indice cintura-
cadera (ICC), y circunferencia de cintura.

2.- Asocia:j el polimorfismo Trp64Arg con variables bioquimicas
relacionadas con obesidad (perfil lipidico: colesterol total, HDL,
triglicéridos).

3.- Relacionar el polimorfismo citado con parametros de insulino

resistencia (ISI, SHBG, HOMA).
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El SOP es un trastorno endocrino-metabdlico frecuente en mujeres

premenopausicas, el cual se asocia con resistencia a la insulina (RI) y una mayor

predisposicion a presentar obesidad de tipo abdominal y desarrollar diabetes tipo

2.

Una de las causas de la obesidad podria deberse a alguna anormalidad en los

receptores adrenérgicos.

Considerando que la variante genética 64 del ADRB-3 es més frecuente en la

obesidad de tipo androide, la hip6tesis de trabajo es:

“ El patron de la variante genética 64 del ADRB-3 es mas frecuente en

mujeres con sindrome de ovario poliquistico, que en mujeres controles”.
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METODOLOGIA GENERAL

MATERIALES

TAMANO DE LA MUESTRA:

Una muestra superior a 50 personas en cada uno de los grupos descritos
seria suficiente para encontrar diferencias significativas entre los dos grupos, con
respecto al polimorfismo Trp64Arg, con un nivel de confianza de 95% y una
amplitud del intervalo de confianza de 0,25 (Hulley 1988).

Se analizaron 123 muestras de DNA, de mujeres con sindrome de ovario
poliquistico y 90 muestras de DNA de mujeres controles, para el célculo de
frecuencias.

En el analisis de las variables antropométricas y bioquimicas se incluyeron
108 mujeres con SOP y 77 mujeres controles.

El universo de pacientes con SOP se obtuvo de mujeres que se
encontraban en control en el policlinico de Endocrinologia del Hospital San Juan
de Dios y en el consultorio de Infertilidad del Hospital San Borja-Arriaran. Las

mujeres controles sanas, fueron reclutadas de las mismas areas geograficas.
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REACTIVOS Y ENZIMAS:

Los reactivos y enzimas utilizadas en este trabajo se obtuvieron de los
siguientes proveedores:
* New England Biolabs: la enzima de restriccién BstN! (10.000 U/mi),
con su respectivo tampan.
* Invitrogen: Taq DNA polimerasa (5U/ul.) y su respectivo tampon;
desoxinucledtidos dATP, dTTP, dCTP , dGTP ; marcador de peso
molecular 100 bp ladder (1.0 pg/ul); oligonucledtidos utilizados como

partidores para la amplificacién por PCR; agarosa ultra pura y

bromuro de Etidio.

Winkler LTDA: Solucién tampén TAE 50X.

PROMEGA: “kit" comercial de extraccién de DNA.

DPC: “Kit" de insulina, testosterona, SHBG, 17-OHP y DHEA-SO.,.

GIBCO: Azul de bromofenol
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METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:

El presente estudio esta planteado como un estudio de caso y control, con
SOP como variable dependiente y la variante Trp64Arg como variable
independiente.

El estudio se encuentra dentro del proyecto FONDECYT 1000973
“Prevalencia y significado clinico de la variante genética Gly 972 Arg del sustrato-1
del receptor de insulina en el sindrome de ovario poliquistico”, aprobado por el
comité de ética del Hospital San Juan de Dios y del Hospital Clinico San Borja-

Arriaran.

SUJETOS Y METODO:

Se estudiaron pacientes de sexo femenino, entre 13 y 38 afos, portadoras de
SOP, previa informacion detallada y consentimiento escrito. Las pacientes fueron
catalogadas como portadoras de SOP segin los criterios internacionalmenie
descritos :
¢ Alteraciones del ciclo menstrual (amenorrea u oligomenorrea) con anovulacién

crénica (Progesterona dia 22 < 4 ng/ml en oligomenorreicas).

4 Signos clinicos de hiperandrogenismo (hirsutismo, acné y/o seborrea).
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¢ Criterios bioquimicos de hiperandrogenismo: Testosterona > 0.6 ng/ml y/o

indice de andrégenos libres (IAL) >5.

IAL= Testosterona total nmol/l x100
SHBG nmol/l

Las mujeres del grupo control correspondieron a mujeres con ciclos
menstruales regulares, con un examen fisico y ginecoldgico normal, sin
anticonceptivos orales y otros medicamentos que modifiquen la funcion hormonal
(6 meses antes), las mujeres no debieron presentar hirsutismo.

Se excluyeron las mujeres cuyo estado hormonal basal incluido en el proyecto
mostro alguna deficiencia como hiperprolactinemia, presencia de tumores
secretores de androgenos, sindrome de cushing's, bloqueo de la 21-hidroxilasa,
de expresion tardia y enfermedades tiroideas determinadas por examenes
especificos.

En ambos grupos de mujeres se evalud tolerancia a la glucosa, Rl y secrecion

de insulina.
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ETAPAS DEL ESTUDIO

CARACTERIZACION DE LAS PACIENTES:

Las pacientes y las mujeres del grupo conirol que cumplieron con los
criterios de inclusioén fueron entrevistadas. Durante la entrevista se les informé con
respecto a la naturaleza del estudio. En aquellas que desearon ingresar en forma
voluntaria al estudio, se les efectud una anamnesis dirigida, examen fisico general
y ginecoldgico; se llend una ficha especialmente disefiada y se les dio informacién
para firmar el consentimiento informado correspondiente al Proyecto Fondecyt

1000973.

PROTOCOLO DE ESTUDIO:

El estudio se llevé a cabo en forma ambulatoria, las mujeres de ambos
grupos se presentaron en ayunas para realizar la Prueba de Tolerancia a la
Glucosa Oral (PTGO). Un universo de 123 pacientes portadoras de SOP y 90

mujeres controles fueron reclutadas.
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MEDICIONES ANTROPOMETRICAS

¢ INDICE DE MASA CORPORAL:

El IMC es un indice para la relacién peso-tamafio, que es comtnmente
utilizado para clasificar el sobrepeso y obesidad en adultos. Este se calcula como
el peso (kilogramos) dividido por el tamafio al cuadrado (metros),( Kg/m?).

La clasificacidn del sobrepeso y obesidad, de acuerdo al IMC es mostrado
en la siguiente tabla. La obesidad estd clasificada como un IMC=30. Esta

clasificacion corresponde a la recomendacién de la OMS como criterio de
obesidad (WHO Physical status, 1995), y esta basada, principalmente, en la

asociacion entre IMC y mortalidad (WHQ, 1997).

Clasificacion IMC (Kg/m®) Riesgo de enfermedades asocladas
Baijo peso <18.5 Bajo {pero el riesgo de otras enfermedades aumenta)
Normopeso 18.5-24.9 Promedio
Sobrepeso >25
Pre-obeso 25-299 Aumentado
Obeso clase | 30-349 Moderado
Obeso clase I 35-39.9 Severo
Obeso clase ll| >40 Muy severo

Un IMC de 30 o més puede ser débilmente aceptado para denotar la
clasificacion de obesidad en algunas poblaciones, de manera gue algunos
estudios usan alternativamente el punto de corte de IMC como scbre y bajo 27. En
EE.UU. , la obesidad es principalmente clasificada en base a la distribucion del
IMC en el National Health and Nuirition Examination Survey (HANNES}), que utiliza

como punto de corte un IMC sobre o bajo 27. Las diferencias en el punto de corte
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tienen un gran impacto en estimar la prevalencia de obesidad en las distintas
poblaciones.

+ INDICE CINTURA-CADERA:

El ICC corresponde al didmetro de cintura minimo dividido por el diametro

de cadera maximo. Permite una estimacion del tipo de obesidad. En la mujer,

ginoide < 0.85 y androide = 0.85.

MEDICIONES BIOQUIMICAS

¢ PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA ORAL (PTGO):

Esta prueba se realizo en la mafiana, posterior a un ayuno de 10 horas.
Después de tomar una muestra de sangre de 5 ml en ayunas (basal), se le dioc a
ingerir en un plazo de 5 minutos una solucién de 75grs. de glucosa disuelta en
250-300 ml de agua fria; posteriormente, se tomaron muestras de 5 mi de sangre
a los 30, 60 y 120 minutos postcarga de glucosa. En cada muestra se determing
glucosa por el método de glucosa oxidasa e insulina por RIA. En la muestra basal

se midié ademéas: SHBG por (RIA).

¢ CRITERIOS PARA DIABETES 2 E INTOLERANCIA A LA GLUCOSA:

Se utilizaron los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS

1999).
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INTOLERANCIA A LA GLUCOSA:

Glicemia en ayunas > 110 mg/d! y/o glicemia a las 2 h post-carga > 140
mg/dl < 200 mg/dL.
DIABETES :
Glicemia en ayunas > 126 mg/dl (valor confirmado) y/o glicemia a las

2 h post-carga de glucosa = 200 mg/dl.

¢ EL ESTUDIO DE INSULINO RESISTENCIA SE REALIZO MEDIANTE:

a) Cuociente glicemia/insulinemia en ayunas < de 4.5 (Legro 1998), insulinemia
a las 2 hrs post-carga de glucosa > 60 uU/ml.

b) Concentracion sérica de SHBG entre 10 a 30 nmol/l (Sir-Petermann 1997).

C) Modelo de valoracion homeostitica (HOMAy): es un método para la
valoracion de la resistencia insulinica, determinado en la condicidn
homeostatica del ayuno, que se ha aplicado principalmente a estudios
poblacionales; ademds, posee una buena correlacion con el “clamp”
euglicémico-hiperinsulinémico, teniendo un costo y una complejidad menor, lo
que favorece su aplicacién en estudios de prevalencia. Para su determinacion
se utiliza la concentracién de insulina basal y la glicemia basal a través de la

siguiente férmula (Matthews 1985):

HOMAg . Insulina en ayunas (uU/ml) x Glicemia en ayunas (mmol/i)

22.4
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d) Indice de sensibilidad a la insulina (ISI): corresponde a un método
desarrollado por Matsuda y DeFronzo en 1999, el cual permite evaluar 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 insulina, lo que no considera el método HOMAr. Este test
ha sido rigurosamente evaluado por comparacién con mediciones directas de
insulino  sensibilidad obtenidas con la técnica de “clamp” euglicémico-

hiperinsulinémico.

10000
ISI:

\/(FPG x FPI} x (media [glucosa PTGO] x [insulina PTGO]

FPG: glucosa plasmatica en ayunas (mg/d|)

FPI: insulina plasmética en ayunas (uU/mi).
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DETERMINACIONES HORMONALES

1. RIA de SHBG: KIT comercial (DPC, Los Angeles CA, USA) El coeficiente de
variacion intra e interensayo para nuestro laboratorio corresponde a 3.8y 7.9 %
respectivamente.

2. RIA Insulina: KIT comercial (DPC, Los Angeles CA, USA) EL coeficiente de
variacion intra e interensayo para nuestro laboratorio corresponde a 5 y 8 %
respectivamente.

3. RIA Testosterona, DHEA-SQ4 y 17-OHP: KIT comercial (DPC, Los Angeles CA,
USA) EL coeficiente de variacion infra e interensayo para nuestro laboratorio
corresponde a 7 y 11 % para testosterona, 6.6 y 4.9 % para DHEA-SO,y; 7.1y

7.3 % para 17-OHP; respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Se estim$ la frecuencia genotipica de la mutacién en cada grupo de
estudio. Para establecer diferencias, se utilizd Ia prueba de Chi-cuadrado o test
exacio de Fisher. Ademés se realizd una esiratificacion de la mutacién, de
acuerdo al IMC de ambos grupos de mujeres, con andlisis de Odds Ratio
mediante el test de Breslow-Day. La descripcién referente a los datos de
examenes clinicos y bioquimicos que siguieron una distribucién normal se
expresaron como promedio = desviacién estandar, y se uso el test de andlisis de

la varianza con un nivel de significacién de a= 0.05.
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Para las variables cuya distribucién en la poblacién no fue normal, la

comparacion entre grupos se efectudé mediante la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis. Con el fin de analizar ia asociacién entre los factores categéricos

estudiados, se construyeron tablas de contingencia cuya verosimilitud bajo la

hipdtesis de no-asociacion serd evaluada mediante la prueba de Chi- cuadrado.

Se realizo el test de equilibrio exacto de Hardy-Weinberg (implementado en

STATA 7.0), con el fin de establecer si la frecuencia genotipica de los individuos

analizados en el estudio se encontraban en equilibrio segin el parametro aplicado.

Grupo de mujeres controles:

Genotipo Observado Esperado

Trp/Ttp 57 60.02

Trp/Arg 33 26.95

Arg/Arg 0 3.02
Total 90 90.00
Alelo Observado Frecuencia Error estdndar
Tip 147 0.8167 0.0254
Arg 33 0.1833 0.0254
Total 180 1.0000

Coeficiente estimado de desequilibrio (D)= -0.0336

P=0.0359

Grupo de mujeres con SOP:

Genotipo Observado Esperado

Trp/Ttp 74 77.29

Trp/Arg 47 4043

ArglArg 2 5.29
Total 123 123.00
Alelo Observado Frecuencia Error estandar
Tip 195 0.7927 0.0237
Arg 51 0.2073 0.0237
Total 246 1.0000

Coeficiente estimado de desequilibrio (D)= -0.0267

P=0.0992
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Los resultados del test de equilibrio de Hardy-Weinberg sugieren que los
grupos incluidos en el estudio (tanto Sop como control) no estarian en equilibrio; lo

que podria explicarse por fluctuaciones debidas al error aleatorio de muestreo.

METODOLOGIA MOLECULAR

I. OBTENCION DE DNA GENOMICO

El DNA gendmico de las 213 muestras fue obtenido a partir de linfocitos de
sangre periférica. Este DNA habia sido previamente extraido en otros trabajos
experimentales desarroliados por el laboratorio y que se enmarcan dentro del
proyecto Fondecyt en curso. El DNA se mantuvo suspendido en una solucién

tampén (TE pH 8) y almacenado a 4°C.

IL. AMPLIFICACION DE DNA POR LA TECNICA DE PCR

II. 1 OLIGONUCLEOTIDOS

Se utilizd un par de oligonucledtidos descritos en la literatura para amplificar
un “loci” polimérfico del receptor beta 3 adrenérgico, el cual comprende la

mutacién Trp64Arg.
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Los partidores utilizados en nuestro estudio se detallan a continuacion.
ADRB1: CGC CCAATACCG CCAACAC (5'a8)
ADRB2: CCA CCAGGAGTCCCATCACC (5"a 3’

II.2 REACCION DE AMPLIFICACION

Para amplificar la region polimérfica en estudio del receptor beta 3
adrenérgico se utilizé 150 a 300 ng de DNA total, aproximadamente; 1 unidad de
Taq DNA polimerasa con su tampdn especifico; 0,5 uM de cada partidor; 3 mM de
MgCl,, 200 uM de mezcla de deoxinucledtidos y componentes tampdn
adicionales, en un volumen final de 30 ul de reaccion.

El programa de PCR (termociclador Biometra) consisti6 en una
denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de: 30 seg a 94°C
(denaturacion), 30 seg a 66°C (alineamiento) y 30 seg a 72°C (extension).
Finalmente, 10 minutos de extensién final a 72°C. Para confirmar los productos de
la reaccion de amplificacién se tomaron 8 pl de producto de PCR, lo cual se tifid
con 2 pl de azul de bromofenol y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
2% con bromuro de etidio (4ml/100 mi agarosa). Posteriormente, se observd la
emision de fluorescencia en un transiluminador de luz uliravioleta. Se utilizé un

marcador de peso molecular 100 bp para reconocer el amplificado de 210 pares

de bases (que comprende desde la base 259 a la 468).




Figura 4: Andlisis del producto de PCR ADRB-3
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La figura 4 muestra un gel de agarosa al 2%. El carril 2 cofresponde a un marcador de
peso molecular {100 pb). Los carriles 3 al 7 muestran la banda caracteristica de 210 pb para el

amplificado, producte del PCR, del receptor beta 3.

10 pb
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III. DIGESTION CON ENZIMA DE RESTRICCION

Luego de la reaccion de amplificacion que comprende el sector de la
variante Trp64Arg, el producto resultanie fue digerido con la endonucleasa de
restriccion BstNl (el partidor mas cercano al sitio de corte tiene un cambio
nucleotidico que completa la secuencia reconocida por esta enzima CC*(A/T 1GG).

La digestion, se realizé en un tubo de 0,2 mi que contenia: 22 ul del
producto de PCR, 0.6 unidades de la enzima de restriccién BstNI, el tampdn
correspondiente, y agua esterilizada a un volumen final de corte de 26,3 pl. Ef tubo
de corte se incubd a 60°C por 18 horas. Los fragmentos obtenidos se visualizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 4% con bromuro de stidio (4mi/100 m!
agarosa). Para Ia resolucion de los distintos fragmentos de corte, la electroforesis
se realizd a un voltaje constante de 80 volts, hasta que el marcador de peso
molecular (100 bp) recorriera aproximadamente % partes de la camara,
finalmente se observé el patrén de bandeo de cada muestra en un transiluminador
de luz ultravioleta.

Con analisis de este tipo como es RFLP (restriction fragment length
polimorfism) se determind la presencia o ausencia de los sitios de restriccién y
permiti6 caracterizar el alelo mutado definiendo el polimofismo de los fragmentos

de restriccion segun su tamario, dependiendo del patrén de migracién en geles de

agarosa.
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Figura 5: Diagrama de la mutacién ADRB-3 84 y su patr6n de corte
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En la figura 5 se muestra el receptor beta 3 adrenérgico con sus siete dominios de
transmembrana. Se observa la regi6n del polimorfismo TrpB4Arg y el patrén de bandeo segun el

genotipo.

IV. ANALISIS DEL POLIMORFISMO TRP64ARG DEL GEN ADRB-3

Luego de amplificar esta region por la técnica de PCR vy digerir el producto
amplificado con la enzima de restriccion BstNI, segun las condiciones descritas en
el punto I, los fragmentos obtenidos para el corte de restriccién tienen los
siguientes tamafios de bandas faciimente observables: 97 y 61 pb para el
Trp64Trp; 158, 97 y 61 pb para el Trp64Arg y 158 pb para el homocigoto
Arg64Arg. Ademas, cada uno de los polimorfismos presenta bandas de 31,15y6
pb, fragmentos que logran poca resolucion y no se observan faciimente, pero que

no son relevantes para el analisis del mutante.




Figura 6: Analisis del polimorfismo Trp64Arg del gen ADRB-3 por digestién

con BstNI

158 pb

97 pb

La figura 6 comresponde a un gel de agarosa al 4%. El camil 1 muestra un marcador de peso
molecular de 100 pb. Los carriles 3 y 6 muestran las bandas obtenidas para los portadores heterocigotos
(Trp/Arg). Los carriles 4 y 7 correspondes a individuos homocigotos (T 1p/T1p) normales. El carril 5, presenta
una banda Unica, caracteristica de los homocigotos (Arg/Arg) para la variante génica. El carril 8 tiene el
amplificado de 210 pb.
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Tabla 1.- Caracteristicas clinicas de mujeres ciclicas controles y portadoras

de SOP.
Grupo Edad mMC Diametro IcC
(anos) (Kg/mz) Cintura (cm)
Cz’]ﬂ;“’]‘)“'s 25.2+6.3 25.8+3.9 82.2+11.4 0.8320.06
SOP 22.745.8 29.3+6.1 89.5:14.1 0.850.07
(n=123)
p=0.003 p=0.0001 p=0.0001 p=0.03

Los valores se expresan como promedio + DE. p< 0.05.

La tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas del grupo de pacientes con

SOF y mujeres controles. Como se desprende de la tabla, el grupo de mujeres con

SOP presentaron un IMC mayor al del grupo control (p=0.0001). Respecto a la

distribucion por edad, el grupo de mujeres con SOP fue comparativamente menor.

El ICC y el diametro cintura en el grupo de mujeres con SOP fue

significativamente mayor (p=0.03 y 0.0001, respectivamenie) a lo observado en el

grupo control. Dicha diferencia se deberfa, principaimente, a que las mujeres

portadoras de este sindrome, en su mayoria, presentaron una distribucién de

grasa corporal de tipo androide.
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Tabla 2.- Caracteristicas endocrinolégicas de mujeres portadoras de SOP

VYolumen
Testosterona SHBG AL DHEA-SO4 17-OH- Ovirico
(ng/ml) (nmol/L) (ug/dl progesterona (e
hg/dl) (ng/m)
0.84+0.46 27.8+18.3 14.2+11.5 250.5+22.5 1.8+0.4 11.6+9.6
VN <0.6 »30 <5.0 <305 04-45 <6.0

Los valores se expresan como promedio = DE. p< 0.05.

La tabla 2 resume los datos relacionados a las caracteristicas
endocrinol6gicas del grupo SOP, bajo ella se detallan los valores promedios
normales (VN). Los valores obtenidos para el IAL y el volumen ovarico fueron
comparables a lo descrito en la literatura en mujeres portadoras de SOP. Los
valores de 17-OH progesterona y DHEA-SO4 fueron normales lo que permitié

descartar otros trastornos endocrinolégicos, principalmente de naturaleza adrenal.
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Tabla 3.- Distribucién porcentual de mujeres controles y portadoras de SOP

de acuerdo a su IMC.

Controles SOP
Variables (v=77) (0=103) P
% n % n
Normopeso 45.4 35 30.1 31 0.051
Sobrepeso 41.6 32 28.2 29 0.086
Obesidad 13.0 10 41.7 43 0.0001
Intfolerancia a la
glucosa 26 2 8 0.240
Diabetes tipo 2 0.0 0 1.9 2

En la tabla 3 se muestra la distribucién de ambos grupos de acuerdo con el

IMC y tfolerancia a la glucosa. El sobrepeso (IMC=25.0-290.9 kg/m?) fue mas

frecuente de observar en el grupo control (41.6%) comparado con el grupo SOP

(28.2%). Mientras que la obesidad (IMC = 30 kg/m®, se presentd en mayor

porcentaje en el grupo SOP (41,7%) que en el grupo control (13,0%), (p=0.0001);

diferencia que alcanzé significancia estadistica. Cabe destacar que la intolerancia

a la glucosa y la diabetes tipo 2 se observaron con mayor frecuencia en las

mujeres con SOP que en el grupo control, lo que concuerda con lo descrito en la

literatura.




Tabla 4.- Frecuencia genotipica de la variante Trp64Arg.
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Genotipo mutacién SOP(n=123) Controles (n=90) p-value
64 n frec. n frec. Test exacto Fisher
Trp/Trp 74 0.60 57 0.63
Trp/Arg 47 0.38 33 0.37 0.550
Arg/Arg 2 0.02 0 0

La tabla 4 resume la informacién relacionada a la distribucién de los

genotipos de la variante Arg 64, de acuerdo a Ia caracteristica de portador o no

portador. Como se desprende de ia tabla, en el grupo SOP la condicidn

heterocigota (Trp/Arg) se encuentra con la misma frecuencia que en el grupo de

mujeres controles.

Cabe destacar que sélo en el grupo de mujeres SOP se encontraron dos

homocigotas Arg/Arg, con una frecuencia de 0.02
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Tabla 5.- Caracteristicas antropométricas de mujeres con SOP y grupo

control, segun la mutacién.

Controles SOp
Variables Trp/Trp Trp/Arg Trp/Trp Trp/Arg Arg/Arg
n=57) (n=33) (n=74) (n=47) (n=2)
Edad (afios) 25.5%6.5 24.8+6.0 22.0+5.9 23.8+5.5 22.5
IMC (Kg/mz) 25.7+4.3 25.9+3.2 28.7+6.0 30.0x6.4 313
ICC 0.83£0.06 | 0.82+0.06 | 0.85+0.07 | 0.85+0.08 0.90
Diametro Cintura (cm) | 82.1+11.8 | 82.4+10.7 | 89.1+13.7 | 90.0+15.2 95.0

Los valores se expresan como promedio = DE. p<0.05.

En la tabla 5 se resumen las caracteristicas antropométricas de ambos
grupos, de acuerdo a la presencia del alelo mutado. Observamos que en el grupo
control el alelo arginina no tendrfa relacién con el IMC. En el grupo SOP, las
mujeres portadoras de la mutacién tienen un IMC promedio mayor que las mujeres
que no portan la variante alélica, aunque esta diferencia no alcanzé significancia
estadistica.

Se podria inferir ademas, que la mutacién no tendria un efecto directamente
significativo en el ICC o en el didmetro de cintura; ya que en ambos grupos (SOP y
control), portadoras y no portadores de la mutacién tienen valores comparables.

Cabe destacar que las dos mujeres homocigotas (Arg/Arg) que se

encontraron en el ICC

grupo de mujeres con SOP; presentaron un
significativamente més elevado (0.91 y 0.89, respectivamente) que el ICC
promedio de las mujeres con SOP (0.85); también presentaron IMC y didametro de

cintura aumentados.




Tabla 6.- Caracteristicas bioquimicas de mujeres con SOP y grupo control,

segun la mutacién.

Controles SOpP

Variables Trp/Trp | Trp/Arg | Trp/Trp | Trp/Arg | Arg/Arg

(n=52) | (n=25) (m=62) | (n=39) (n=2)

Insulina Basal 12.0:7.9 | 10.2+5.0 | 19.2+12.9 | 223+17.1 | 284
(WUL/ml)

Glicemia Basal | .o 0. 13 4 | 8024101 | 88.1213.9 | 86.0414.5 | 945
(mg/dl)

HOMAR 24+1.8 | 2.1x11 | 44237 | 4.9:4.1 6.67

ISI 7.3+5.6 | 8.5:5.7 | 3.9:33 | 4.0:2.8 1.81

Los valores se expresan como promedio £ DE. p< 0.05.

Si analizamos la tabla 6, podemos observar que aparentemente la mutacién
no tendria relacion directa con las caracter{sticas bioquimicas analizadas, tanto en
el grupo conirol como en el grupo de mujeres con SOP.

En el grupo SOP las mujeres portadoras de la mutacién presentan una leve
alza de la insulina basal y del valor de HOMA, pero estos valores no alcanzaron
significancia estadistica. Las mediciones de glicemia en ayuna e IS no
presentaron diferencias comparativas.

En el grupo control no se aprecian diferencias en las caracteristicas
bioquimicas analizadas al comparar a las mujeres portadoras o no de la mutacién.

Podemos mencionar que las dos portadoras homocigotas tuvieron valores
de HOMA (5.2 y 8.1) comparativamente superiores al HOMA promedio del grupo
con SOP, y valores de ISI (2.3 y 1.3) notablemente disminuidos. Sélo una de ellas

presento caracterfsticas de intolerancia a la giucosa, segin los parametros

aplicados en el estudio.
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Tabla 7.- Perfil lipidico de mujeres con SOP y controles , segun la mutacién

Controles SOP
Variables Trp/Trp Trp/Arg Trp/Trp Trp/Arg Arg/Arg
(n=52) (n=25) (n=62) (n=39) (n=2)
Colesterol Total (mg/dl) | 177.1+34.9 | 179.7240.4 | 180.0+44.3 | 179.6+53.3 2220
HDL (mg/dI) 41.7£10.6 | 44.2+13.0 | 33.4x15.3 | 33.1x12.3 38.0
Triglicéridos (mg/dl) | 124.3+50.2 | 102.6261.4 | 117.3+59.3 | 170.1:90.8* 134.5

Los valcres se expresan como promedlo = DE. p<0.05.  (a) p< 0.0001 entré SOP Trp/Trp y SOP Trp/Arg

La tabla 7 muestra el perfil lipfdico de ambos grupos de mujeres. Podemos
apreciar que en el grupo de mujeres controles no hay diferencias significativas en
los parametros analizados al comparar portadoras y no portadoras del alelo
arginina, Solo se observa una disminucién en la concentracion de triglicéridos en
las mujeres controles portadoras del alelo mutado, valor que no alcanzé
significancia estadistica.

En el grupo de mujeres con SOP, las portadoras heterocigotas del alelo
arginina presentaron un nivel de triglicéridos significativamente mayor (p<0.0001)
al de las mujeres sin este alelo. En cuanto a los valores de colesterol total y HDL
no se observaron diferencias.

Las 2 mujeres homocigotas del grupo SOP presentaron elevados niveles de
colesterol total; cuyos valores son superiores a las mujeres con SOP heterocigotas
y normales; sin embargo tuvieron menor contenido de triglicéridos que el promedio

de las mujeres con SOP heterocigotas.
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Tabla 8.- Perfil lipidico y parametros de Rl en mujeres controles, segun

indice de HANNES
Trp/Trp Trp/Arg
Variables IMC<27 |IMC=27 IMC <27 IMC =27
n=35 n=17 n=16 n=9

HDL (mg/dl) 43.4+10.8 37.629.2 45.2+15.4 42,.3%6.6
Triglicéridos (mg/dl) 113.2+41.1 | 149.5:60.7* | 98.4+69.9 111.0+42.6

Insulina Basal (uWUY/ml) 10.3+7.7 15.5+7.1° 9.1+54 12.0+3.8

HOMAR 2.01.6 3.2+1.9° 1.9+1.2 1.9+1.2

ISI 8.6+6.1 4.4+2.3¢ 9.9+6,2 5.6:3.2

Los valores se expresan como promedio £ DE, p< 0.05. Gomparaciones IMG<27 v/s IMG = 27 de mujeres no portadoras de
la mutacién, (a) p=0.014; (b) p=0.02; (c) p=0.009,

La tabla 8 muestra que al separar el grupo de mujeres controles segin el
indice de HANNES en normopeso (IMC=27) y sobrepeso (IMC=27), y la presencia
o ausencia del alelo arginina 64; podemos observar que la presencia de este alelo
no confiere diferencias estadisticamente significativas en cuanto a las
concentraciones de colesterol HDL, insulina en ayunas, HOMA e ISI.

Si analizamos el contenido de triglicéridos, podemos apreciar que las
mujeres portadoras del alelo arginina presentan valores disminuidos en la
concentracion de triglicéridos, al compararlos con mujeres no portadoras para un
mismo grupo de obesidad; sin embargo estas diferencias no alcanzaron
significancia estadistica.

Para el grupo de mujeres controles normales (Trp64Trp) se observa que

existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de obesidad,
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en cuanto a los niveles de triglicéridos, insulina basal, HOMA e ISI; probablemente

por efecto del peso corporal.

Al comparar entre grupos de obesidad para mujeres portadoras del alelo

Arg 64 podemos notar que las mujeres de IMC=27 presentan menor valor de 1S y

mayor contenido de friglicéridos e insulina basal, aunque no alcanzaron

significancia estadistica.

Tabla 9.- Perfil lipidico y pardmetros de Rl en mujeres con SOP, segtn indice

de HANNES
Trp/Trp Trp/Arg Arg/Arg |
Variables IMC <27 |IMC 3227 IMC <27 IMC=27 | IMC=27

n=26 n=36 n=17 =22 n=2

HDL (mg/dl) 36,3x16,7 31,4+14,2 37,3£17.1 31,6+8,0 38,0
Triglicéridos (mg/dl) 92,0£34,1 | 135,9+67,1, | 115,3£30,7° 192,4195,4;," 134,5
Insulina Basal (uUl/ml) 12,4+6,4 24,1x14,2, | 12,03%6,20 | 30,0:18,0; 284

HOMAR 2,614 5,6+4,2, 2,5+1,4 6,8x4,4,, 6,7

ISI 5,5+4,1 2,8+2.0, 6,4+2,5 2,2+1,2;, 1,3

Los valores se expresan como promedio £ DE. p< 0.05.
(a) p< 0.03, entre IMC<27 v/s IMC=27 de mujeres no pottadoras del alelo mutado. (b} p< 0.001, entre IMC<27 v/s IMC=27 de mujeres
portadoras del alelo mutado, (c) p=<0.025, entre portadoras y no portadoras del alelo Arg con IMC<27. (d) p=0.004, entre portadoras y

no portadoras del alelo Arg con IMC227,
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La tabla 8 muestra que al separar a las mujeres con SOP segun el indice de
HANNES, la presencia del alelo Arg 64 no otorga diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al contenido de colesterol HDL, insulina basal, HOMA e
ISI. 8in embargo, si comparamos el grupo de sobrepeso (IMC=27) entre
portadoras y no portadoras del alelo arginina, podemos notar que a pesar de que
no tienen diferencias comparables estadisticamente, las mujeres portadoras
heterocigotas presentaron valores de insuiina basal y HOMA aumentados Yy un
menor valor de ISI.

A diferencia de lo que se observé en el grupo de mujeres controles, en las
mujeres con SOP la presencia del alelo Arg 64 podria estar asociado a un mayor
contenido de triglicéridos, independiente del grado de obesidad; alcanzando una
diferencia estadisticamente significativa.

Si comparamos entre los grupos de obesidad, tanto en las mujeres
normales como en las portadoras heterocigotas, podemos apreciar diferencias
estadisticamente significativas para los valores de triglicéridos, insulina basal,
HOMA e ISI; debido probablemente a un efecto del peso corporal.

Las 2 mujeres homocigotas para el alelo Arg 64 presentaron valores de
HDL e insulina basal dentro del promedio para mujeres con IMC=27. Una de ellas
presenté un elevado valor de HOMA (8.1) y un bajo valor de ISI (1.3). Los

triglicéridos de estas mujeres estuvieron bajo el promedio de las portadoras

heterocigotas con SOP.
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Figura 7: Frecuencia genotipica segun categoria de IMC, en los grupos SOP

y control
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Si observamos la frecuencia genotipica en los grupos SOP y control con

normopeso (Fig.7.-A), podemos apreciar que la frecuencia de mujeres portadoras

del alelo arginina es similar entre ambos grupos; aunque levemente superior en el

caso de mujeres con SOP.
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B.-Frecuencia genotipica de la categoria sobrepeso,

Frecuencia

en los grupos SOP y control.

ETrpiTrp
mPortadoras Arg

SOP Control
SOpP Control
Genotipo (n=29) (n=32) Odds ratio
f n| f n
Portadoras Arg | 0.28 8 | 0.44 14 0.49
Trp/Trp 0.72 21 | 0.56 18

Al analizar las frecuencias genotipicas en el grupo con sobrepeso, podemos

apreciar que las portadoras del alelo arginina se encuentran con mayor frecuencia

en el grupo de mujeres controles.
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C.-Frecuencia genotipica de la categoria obesas, en

1

los grupos SOP y control.

0,8
0,6 QTrp/Trp
Frecuencia m Portadoras Arg
0,4-
0,2-
0
SOP Control
sSop Control
Genotipo (n=43) (n=10) Odds ratio
f n| f
Portadoras A 0.51 22| 0.2 4.19
Trp/Trp 0.49 21 08 :

Si comparamos entre los grupos SOP y control de mujeres obesas, se

observa que la frecuencia de portadoras del alelo arginina es estadisticamente

mayor en el grupo de mujeres con SOP que en el grupo control. Esto podria dar

cuenta de algun tipo de interaccién o sinergismo entre obesidad y sindrome de

ovario poliquistico, lo que se confirma con el andlisis de Odds ratio (4,19) que

podria sugerir que la presencia del alelo arginina potencia la probabilidad de ser




58

obeso o la desregulacion del peso corporal (principalmente en mujeres obesas)
en las mujeres con SOP.

Podemos apreciar que en las mujeres con SOP la mayor frecuencia del
alelo mutado se encuentra en mujeres obesas. En el grupo de mujeres controles

éste se distribuye principalmente en mujeres normopeso y sobrepeso.

DISCUSION

El polimorfismo Trp64Arg del receptor beta 3 adreneérgico ha sido estudiado
en un gran numero de pobiaciones, y varia ampliamente alrededor del mundo; los
nauruanos seria la tnica poblacion en la cual esta mutacién no ha sido descrita
(Silver K, 19986).

El presente estudio es el primero que evalta la frecuencia del alelo mutado
Trp64Arg del gen del receptor ADRB-3 en poblacién chilena, comparando un
grupo de mujeres contral y con SOP; y asocidndolo a variabies bioguimicas y
antropométricas.

La similitud en la frecuencia genotipica de la mutacién Trp64Arg en ambos
grupos, mujeres con SOP (0,38) y mujeres controles (0.37), podria sugerir que el
gen ADRB-3 no serfa un determinante mayor de obesidad en el sindrome de
ovario poliquistico en el grupo de mujeres chilenas estudiadas.

A partir de los datos anteriores, se podria inferir una frecuencia genoctipica
de la condicién heterocigotade Trp64Arg en la poblacion de mujeres chilenas

cercana a 0.37; valor que es muy similar a la frecuencia descrita para poblaciones
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de esquimales de Alaska, de 0.38 (Biery AJ,1997) y superior al descrito para la
mayoria de las poblaciones evaluadas.

Algunas investigaciones han encontrado que el porcentaje de mujeres
portadoras del alelo arginina 64 no cambia en los diferentes grupos de obesidad
(12.0; 13.1 y 10.0%; en normopeso, sobrepeso y obesos; respectivamente) para
una poblacién espafiola ( Corella D, 2001). A diferencia de lo que se ha
encontrado en estudios sobre Ia poblacién espariola (Corelia D, 2001), nuestros
resultados indican que las mujeres portadoras del alelo arginina 64 se distribuyen
de manera diferente de acuerdo al grupo de obesidad, y que ademas difieren en
su comportamiento entre el grupo control y el de mujeres con SOP.

Observamos que en las mujeres con SOP, la mutacién se encuentra
mayoritariamente (51%) en el grupo de obesas, mientras que en el grupo control
solo el 20% de las portadoras presentan obesidad.

En hombres esparioles, se ha observado que portadores de la varianie
arginina 64 tienen mayor IMC y colesterol total en comparacién con individuos no
portadores; lo que no se observd en mujeres. Estos antecedentes podrian explicar
algunas semejanzas entre nuestros resultados obtenidos para las mujeres con
SOP y un grupo de hombres espaficles; ya que las mujeres con SOP al tener un
acentuado hiperandrogenismo v otras caracteristicas que podrian ser similares a
un perfil masculino, su comportamiento asociado a la mutacién debiera considerar
estos antecedentes.

Se debe tener presente que los resultados de este tipo de estudios

muestran una asociacién género-especifica entre la mutacién ADRB3 y el fenotipo
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relacionado con obesidad. Sin embargo, no se pude descartar ofro tipo de
interaccion del tipo epistética (gen-gen) o gen-ambiente.

En resumen, respecto de la distribucién de frecuencias, nuestro estudio se
asemeja a los valores obtenidos para frecuencia en esquimales de Alaska.
Ademas, no difiere la frecuencia genotipica entre mujeres con SOP y controles. Se
demostré que la variante heterocigota (T: rp64Arg) del receptor ADRB3 esta
presente con una frecuencia de 0.38 en una muestra de mujeres con SOP y de
0.37 en mujeres controles. Se encontraron sélo 2 homocigotas Arg/Arg; ambas
mujeres pertenecientes al grupo de mujeres con SOP y obesas, o que representa
una frecuencia de 0.02,

Al separar las mujeres con SOP en portadoras o no portadoras del alelo
Arg64, se observo que el IMC promedio de las mujeres con SOP sin este alelo fue
caracteristico de mujeres con sobrepeso; mientras que las mujeres con SOP que
portan la variante génica estan en el limite de la obesidad (IMC=30). A pesar de
que esa diferencia entre los IMC no es estadisticamente significativa, se podria
pensar que el elelo arginina 64 tiende a aumentar el grado de obesidad en
mujeres con SOP.

Nuestros datos sobre el andlisis de la variante Trp64Arg concuerdan con lo
descrito para poblacién japonesa, en la cual la mutacién otorga a los individuos
homocigotos un valor de IMC mayor que el IMC de los heterocigotos o normales;
los datos sugieren que esta variante no sélo contribuye a la ganancia de peso (
Fujisawa T, 1996). Podemos mencionar que tal como reportan esos resultados; las

dos mujeres homocigotas (Arg/Arg) encontradas en nuestro estudio, presentaron
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un IMC promedio superior al del grupo con SOP; lo que las caracteriza claramente
como mujeres obesas, ademds tienen valoresde ICC que las clasifica como
mujeres con distribucién de grasa de tipo androide.

Algunos resultados sugieren que la asociacién de alelo arginina 64 con
peso corporal podria ser altamente dependiente del género, edad, exposicién a
otros factores ambientales y presencia de genes susceptibles, entre los cuales se
ha sugerido LPL (Strazzullo P, 2001; Hsuch W, 2001).

Adn no e'xiste concenso entre el efecto de la variante ADRB3 en el peso
corporal. Aunque estudios preliminares muestran una asociacién entre el alelo
arginina 64 y fenotipos relacionados a obesidad en indios Pima, Japoneses y
finlandeses (Widén E, 1995; Kadowaki H, 1995; Walston J, 1995).

En  mujeres australianas postmenopdusicas, una  asociacién
estadisticamente significativa entre el alelo arginina 64 y mayor IMC fue
encontrada (Kurabayashi T, 1996); esto podria explicar algunos resultados
controversiales obtenidos en mujeres, segun el rango de edades estudiadas vy el
ambiente esteroidal.

Otros estudios han evaluado la relacién entre la mutacién y obesidad
mérbida, y han descrito que la frecuencia del alelo Arg 64 no difiere
significativamente en pacientes con obesidad mérbida y un grupo control; tampoco
presentaron asociacién con IMC, colesterol, triglicéridos, glucosa o insulina;
aunque este receptor no cumpliria un rol como marcador de obesidad mérbida,
podria tener relacién con un desarrollo temprano de este tipo de obesidad

(Oksanen L, 19986),
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En base a lo anteriormente planteado, e! alelo arginina 64 no representaria
una causa genética primaria en la obesidad, pero podria actuar exacerbando Ia
obesidad en individuos susceptibles (Clément K, 1995)., como seria el grupo de
mujeres con SOP, que presentan un ambiente esteroidal diferente al de las
mujeres normales.

En conclusion, la presencia del alelo arginina 64 en el gen del receptor
beta 3 adrenérgico podria predisponer a los pacientes con SOP a la obesidad
abdominal, la cual podria ademés predisponer a insulino-resistencia, dislipidemia y
eventualmente, a un desarrollo temprano de diabetes tipo 2. La determinacién de
los mecanismos moleculares por los cuales este cambio aminocacidico en el
receptor beta 3 ejerce su accidén podria proveer importantes avances en las bases
genéticas de la obesidad abdominal e insulino-resistencia; y el uso de agonistas
beta 3 como estrategia terapéutica.

Al analizar nuestros resultados, estratificando por peso (segiin HANNES),
podemos observar que al aislar el efecto del IMC, la mutacion no confiere mayores
diferencias en el grupo de mujeres controles segun sean o no portadoras de la
mutacién; sbélo se observa que en mujeres portadoras del alelo mutado con
IMC=27, hay tendencia a menores niveles de triglicéridos, HOMA e insulina basal.

Al hacer el mismo andlisis aislando el efecto del peso en las mujeres con
SOP, pudimos observar que el aumento de triglicéridos en las portadoras de la
mutacién fue un patrén de comportamiento independiente del grado de obesidad.
Los valores de insulina en ayuna y de HOMA se encontraron levemente

aumentados en las portadoras de la mutacién con IMC=27. los valores de HDL
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aparentemente no estarian relacionados en forma directa con la presencia de la
variante arginina 64.

Dado que los hombres tienden a tener mayor masa grasa intraabdominal y
menor masa grasa periférica que las mujeres, se ha sugerido que la expresion
fenotfpica del ADRB3 podria ser mayor en hombres (Arner P, 1999). Aparte de los
efectos en el peso corporal, se ha enconirado evidencia que supone que la
variante genética TrpB64Arg estaria relacionada en la modulacién del periil lipidico
en poblaciones mediterraneas, con el alelo arginina 64 asociado con mayor
contenido de colesterol total y triglicéridos en hombres.

Otros estudios experimentales muestran diferencias sexuales en la lipélisis
de grasa visceral siendo la sensibilidad lipolitica ADRB-3 12 veces mayor en
hombres en comparacion con mujeres (Lonngvist F, 1997). Esta diferencia en la
lipdlisis podrfa explicar, en parte, los resultados obtenidos respecto al peril lipidico
en mujeres con SOP, ya que su obesidad de tipo androide y su alterado perfil
hormonal (hiperandrogenismo) podrian sugerir un comportamiento metabdélico
similar a un hombre.

En un estudio de mujeres jovenes danesas se observé que las mujeres
homocigotas para la mutacion tenfan niveles significativamente mayores de
triglicéridos y colesterol LDL, y que esto se asociaba con obesidad (Urhammer SA,
1996). Nuestros resultados mostraron que las dos mujeres homocigotas para la
mutacion Trp64Arg se encontron en el grupo de mujeres obesas {(IMC sobre 30) y
presentaron una distribucion de grasa asociade a fenotipos de obesidad

abdominal. Aunque ambas tenian elevados valores de HOMA y bajos valores de
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ISI; sélo una de ellas presento intolerancia a la glucosa y elevados niveles de
triglicéridos al momento del estudio.

Resultados conflictivos han sido publicados en relacion a los efectos en la
concentracién de lipidos y Ia variante Trp64Arg. Aunque un estudio en jovenes
daneses sanos (Urhamner SA, 1996) encontrd un aumento en triglicéridos y LDL
en homocigotos para arginina 64, y un estudio en chinos (Thomas GN, 2000)
informd de la disminucién en HDL en los portadores del alelo Arg64; otros autores
no encontraron asociaciones (Widén E, 1995; Proenza AM, 2000; Ukkola O, 2000;

Moriarty M, 1997).

En resumen, el perfil lipidico de las mujeres con SOP, permite que nuestros
resultados sean comparables a los obtenidos por Corella (1995) en su estudio en
poblacién mediterranea espafola, respecto a una asociacion del alelo arginina 64
con una mayor concentracion de triglicéridos.

Nuestros resultados apoyan el concepto de una interaccién de la mutacion
con esteroides sexuales en la expresion fenotipica; particularmente relacionada al
metabolismo de los lipidos (principalmente triglicéridos), 1o que en un ambiente

hiperandrogénico condiciona una alteracion del perfil lipidico.
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CONCLUSIONES

Finalmente, podrfamos decir que la presencia del alelo arginina 64 estaria
asociado en las mujeres con SOP a un aumento significativo en la concentracion
de triglicéridos en el plasma; alcanzando incluso valores superiores a los rangos
normales, en las mujeres con mayor grado de obesidad.

Se podria esperar algln tipo de interaccién entre la presencia del alelo
arginina 64 en el gen ADRB-3 y una acentuada desregulacién del peso corporal;
aumentando el grado de obesidad en mujeres con SOP, principaimente en las de
IMC sobre 30. Se observd ademas una tendencia al aumento de IMC, insulina
basal y HOMA en mujeres con SOP portadoras del alelo mutado. Esta
caracterizacién podria acentuar las condiciones propias de este sindrome y podria
asi, constituir un posible factor de riesgo que debiera ser considerado respecto a
la edad y su asociacién con el ambiente esteroidal.

Mas estudios deberan ser considerados en mujeres con SOP para evaluar
el efecto de la mutacién en mujeres de distintas edades, y asociarlas con riesgos

relativos de enfermedades o ciertas caracteristicas fenctipicas.
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