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Resumen ejecutivo

La alopecia androgenética (AGA) o calvicie comun constituye la causa mas
frecuente de pérdida de cabello en el vardon, es una entidad que afecta
aproximadamente al 40% de la poblacion masculina adulta. Es frecuente observar mas
de un individuo afectado en la misma familia del caso con AGA, sugiriendo una
predisposicion familiar. La heredabilidad para AGA obtenida a partir de estudios en
gemelos, muestra que es cercana al 80%; sin embargo, no ha sido posible establecer un
modo de herencia para este rasgo. Dentro de la etiologia propuesta para AGA, el
metabolismo alterado de los andrégenos es una de las principales teorias que tratan de
explicar su ocurrencia. Diferentes estudios muestran que el nimero de repetidos de
trinucledtidos CAG y GGC, presentes en el exdn 1 del gen del receptor de andrégenos
(AR), se asocian con una mayor susceptibilidad para AGA. Algunos estudios muestran
que el tamafio de los repetidos CAG/GGC se correlaciona con la actividad del receptor de
androgenos. Estos repetidos son secuencias de DNA del tipo microsatélite que son
polimdrficos en cuanto a su tamano o expansion. La longitud o tamafio reportado para
estos polimorfismos es de 7 a 35 repetidos para el trinucleétido CAG y de 8 a 21 para el
repetido GGC. El locus del gen RA se encuentra en Xql2, esta oportuna localizacidn
permite distinguir en el vardn el tamafio de los repetidos CAG y GGC heredados por via
materna, siendo la madre quien aporta el cromosoma X a los varones. La identificacion
del numero de repetidos CAG y GGC dentro del mismo exdn del gen RA permite
establecer la formacion de haplotipos CAG/GGC en los individuos analizados, pudiendo
establecer riesgo para AGA de acuerdo al tamafio de los mismos.

Con los antecedentes anteriores, el planteamiento del problema es conocer si el
tamaino de los repetidos CAG y GGC se relacionan con la presencia de AGA en una
muestra de hermanos, es decir, si a mayor o menor numero de repetidos o la
combinacién de ciertos haplotipos confiere un mayor riesgo para AGA. Dado que la
madre es quien aporta el cromosoma X donde se encuentra el gen AR, es importante
saber si existe alguna segregacion preferencial de los alelos maternos CAG/GGC en los
hermanos con AGA comparado con los hermanos sin AGA. Partiendo de esta idea,
nuestra hipoétesis de trabajo establece que la concordancia entre el nUmero de repetidos
CAG y GGC del RA y la presencia de AGA en pares de hermanos serd mayor al 70%
comparada con la esperada por el azar.

Objetivo General:

Determinar la asociacién entre AGA y el nimero de repetidos CAG/GGC del gen del
Receptor de Andrégenos en una muestra de familias con al menos un varén afectado e
identificar una posible segregacion preferencial de los alelos cortos/cortos de CAG/GGC
en sujetos con AGA
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Objetivos especificos:

1. Identificar los diferentes patrones de AGA en la muestra estudiada.

2. Conocer el numero de repetidos CAG y GGC vy los diferentes haplotipos posibles
CAG/GGC del gen RA en una muestra de individuos con AGA.

3. Identificar una posible correlacién entre AGA y el tamafio de repetidos CAG/GGC,
conociendo los haplotipos de cada individuo.

4. Conocer si existe desequilibrio de transmisién de los repetidos CAG/GGC en varones
con AGA comparado con hermanos no alopécicos, para lo cual se identificara el nimero
de repetidos CAG/GGC en la madre de ambos.

Material y métodos: Se incluyeron 32 trios conformados por un individuo con AGA, un
hermano (con o sin AGA) y la madre de ambos. A los participantes se les realizd una
encuesta clinico-genética y evaluacion del grado de alopecia de acuerdo a la clasificacidon
de Norwood-Hamilton. Se realizd secuenciacion Sanger del exdén 1 del gen AR para
conocer el nimero exacto de repetidos CAG y GGC en cada participante. Se considerd
como criterio de inclusién que la madre del trio fuera heterocigota para el haplotipo
CAG/GGC, con la finalidad de analizar los patrones de segregacion de los haplotipos
dentro de la familia. Se empled el coeficiente kappa para evaluar la concordancia entre
los hermanos para el nimero de repetidos CAG/GGC y el fenotipo de AGA. Para el
analisis de probabilidad de asociacion, en presencia de desequilibrio de transmision
entre el numero de repetidos y AGA se utilizé la prueba de asociacion basada en
familias, FBAT (Family-Based Association test).

Resultados: La muestra final incluyé 32 pares de hermanos con AGA y la madre de
ambos (Trios). La AGA es un rasgo sencillo de fenotipificar, el tipo de AGA mas
frecuentemente observado en los participantes de este estudio fueron los tipos Il
(37.5%) y 1 (18.8%). La mediana de edad para los 32 casos indice fue de 26 (18-59) afios,
de 28 (19-57) anos para los hermanos concordantes para AGA y de 26.5 (18-55) afios
para los hermanos discordantes para AGA. La heterocigosidad para el alelo mas
polimdrfico, CAG, fue del 82.9%. La mediana para los repetidos CAG y GGC del gen AR es
similar a la reportada en otras poblaciones, 21.5 (15-27) para CAG y 17 (15-18) para GGC.
Sin embargo, los haplotipos CAG y GGC fueron menos polimorficos a lo descrito en otros
estudios. Lo anterior se atribuye principalmente al nimero de repetidos GGC observado
en nuestros trios. El coeficiente kappa para AGA y el tamano idéntico de repetidos
CAG/GGC entre hermanos resulté en una concordancia de 37.3% (IC 95% 5.0-69.0%)
libre de azar, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas. La prueba de
desequilibrio de transmisién no mostré una segregacion preferencial de los haplotipos
CAG/GGC en los individuos con AGA, ni al considerarse la mediana de repetidos de
forma dicotdmica, ni al tomar en cuenta el nimero exacto de repetidos.
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Conclusiones: La mediana de repetidos CAG y GGC en la muestra estudiada es similar a
la reportada previamente en poblaciones africana, asidtica y caucdsica. El nUmero de
repetidos CAG/GGC fue menos polimdrfico comparado con otras poblaciones analizadas,
para el repetido CAG observamos 12 alelos diferentes y para el repetido GGC sdlo
observamos 4 alelos. La concordancia libre de azar para el nimero de repetidos
CAG/GGC y AGA en los pares de hermanos fue menor a la esperada por el azar
(kappa=0.373). El repetido CAG resultdé ser un buen marcador genético para el estudio
de la segregacion del cromosoma X materno en AGA, con un porcentaje de
heterocigosidad superior al 80%. Nuestros hallazgos sugieren que la AGA no es resultado
de variaciones en un solo gen (AR), que el tamafio de repetidos CAG/GGC no se relaciona
con un mayor riesgo de AGA en pares de hermanos. El presente estudio es uno de los
pocos en la literatura que relaciona los haplotipos CAG/GGC en el exén 1 del gen AR en
relacion a la presencia de AGA, mostrando que para nuestra muestra de trios analizados
no existe dicha asociacidon. Probablemente la AGA sea resultado del efecto epistatico en
genes ligados al cromosoma X o en interaccidon con otros genes autosémicos (Herencia
poligénica), hipdtesis que aun no ha sido estudiada.
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Antecedentes

El cabello en los mamiferos y, particularmente en la especia humana, desempena
una funcion bioldgica importante que, en conjunto con otras caracteristicas somaticas
como la pigmentacion de la piel, contribuye a la variacién fenotipica y étnica dentro de
las diferentes especies. Los mamiferos comparten la presencia de foliculo piloso,
considerado un mini-6rgano, cuyas funciones de proteccion térmica, camuflaje,
dispersion de olores, proteccién contra traumas ambientales, estimulo visual,
percepcion sensorial, comunicacidn social y estética han sido y son de gran interés de
estudio por diversas disciplinas. En particular en la especie humana, la pérdida del
foliculo piloso, especialmente en el cuero cabelludo, representa para la mayoria de los
individuos de ambos sexos una desventaja estética que puede afectar psicolégicamente
a una proporcion considerable de personas (Tobin DJ, 2010).

La alopecia androgenética (AGA) o calvicie comun, calvicie hereditaria,
calvicie de patron masculino, alopecia androgénica, es la causa mas comun de pérdida
de cabello. Fenotipicamente se reconoce por una progresion en la pérdida del pelo que
tiene un patron clasico en el vardn (figura 1), iniciando con una disminucion del mismo
en la regién temporal, seguida de una pérdida frontal difusa y en algunos casos, calvicie
“en parche” en el vértex del cuero cabelludo (Sinclair RD, 2004; Cranwell W y Sinclair R,

2016).

Figura 1. Patron distintivo de calvicie en la alopecia
androgenética, tomado de (Tobin DJ. 2010).
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Aristoteles (384-322 A.C.) fue uno de los primeros en observar que la alopecia no
se presentaba en individuos eunucos ni antes de la madurez sexual y relacioné el grado
de pérdida de cabello con la libido. Durante el siglo XIX algunos dermatdlogos
propusieron que la AGA era secundaria a dermatitis seborreica, infeccion por
Pityrosporum ovale (pitiriasis capitis), “congestion” u oclusion cerebral (Otberg N et al.
2007). De acuerdo con una exhaustiva revisidon histérica sobre el estudio de las bases
genéticas de la alopecia, desde 1916 se considerd que la AGA era de caracter dominante
en el vardn y recesivo en la mujer o limitado al sexo. Harris en 1946 propone a la calvicie
comun como un caracter monogénico autosémico dominante y Smith y Wells en 1964
son los primeros en mencionar que se debe a un mecanismo genético multifactorial con
un gen parcialmente dominante (Kuster W y Happle R, 1984).

En 1942, Hamilton establecio el papel esencial de los andrégenos en el desarrollo
de la calvicie comun y Ludwig (1962) en “Der heutige Stand des Wissens (iber die Glatze”
combind las palabras andrégeno y alopecia para emplear el término alopecia
androgenética por primera vez. Ludwig postuld que “los andrégenos no pueden producir
alopecia sin la presencia de una predisposicion hereditaria y la sola predisposiciéon

hereditaria no puede producir alopecia sin la presencia de los andrégenos”.

Edad de presentacion

La edad promedio de presentacion de la AGA es de 30 afios (Stough D et al. 2005).
La prevalencia y gravedad de la AGA en el vardn se incrementa proporcionalmente con
la edad. Debido a que este tipo de calvicie masculina depende en gran parte de los
andrégenos circulantes, esta condicion no se observa en prepuberes o en individuos

castrados antes de la pubertad y en las mujeres es menos frecuente y grave,
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presentandose con un patron de distribucidn diferente (Birch MP y Messenger AG, 2001;

Olsen EA et al. 2005).

Diagndstico de AGA y manifestaciones clinicas

El diagndstico se realiza esencialmente a través del examen fisico y una historia de
pérdida de cabello que sigue el patrdon definido por la escala de Norwood-Hamilton

(figura 2), con o sin historia familiar positiva para calvicie.

La pérdida de cabello o adelgazamiento del mismo es gradual e inicia a nivel de la
region temporal (recesion bitemporal), se presenta posteriormente una pérdida difusa
del cabello en la region frontal seguida por alopecia en parches a nivel del vértex y por
ultimo, puede llegar a existir pérdida de todo el cabello en la regiéon coronal. La
magnitud de la alopecia se puede clasificar de acuerdo con la escala de Norwood-
Hamilton, la cual establece VII tipos de progresidn, tipo |: Minima recesion de la linea
del cabello, tipo Il: Pérdida simétrica del cabello en las sienes (recesion bitemporal),
tipo lll: Pérdida de cabello mas evidente en el vértex; tipo IV-V: Pérdida de cabello a
nivel bitemporal (gravedad i o ii) y vértex, tipo VI: Alopecia de la region frontal, del
vértex y de la coronilla y tipo VII: Escaso cabello en la regidn occipital y sobre la orejas.
La letra “a” se agrega a los tipos Ill, IV y V cuando existe una recesidén avanzada de la
linea frontal del cabello y el término “vértex” se aplica a la calvicie con un parche de

alopecia en la corona (figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de la AGA de acuerdo con la clasificacion de
Norwood-Hamilton. Los patrones se describen como anterior, vértex y
tipico.

Prevalencia:

La AGA afecta aproximadamente 30 al 40% de los hombres y mujeres en edad
adulta. Algunos estudios sefalan que la frecuencia es similar en hombres y mujeres
aunqgue en estas Ultimas puede pasar desapercibida antes de los 40 afos e incrementar
alrededor de la menopausia (Cranwell W vy Sinclair R, 2016; Donovan J, et al. 2018). Los
primeros signos de AGA pueden aparecer ya desde la adolescencia, de un 2 a 16% de los
varones de 17 a 29 anos de edad presentan evidencia clinica de AGA (Wang TL et al.
2010; Lee WS y Lee HJ, 2012). Reportes en la literatura sefialan una prevalencia mucho

menor de AGA en mujeres, con frecuencias del 8 al 25% a la edad de 50 afios (Price VH,



ALOPECIA ANDROGENETICA: ESTUDIO FAMILIAR DE CONCORDANCIA DEL
NUMERO DE REPETIDOS CAG Y GGC DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

1999; Rhodes T et al. 1988). Poco menos de un 15% de los individuos tiene poca o nula
alopecia al llegar a los 70 afios (Sinclair RD, 2004).

Aproximadamente un 30% de los individuos de raza blanca inician con calvicie a la
edad de 30 afos, un 50% presentan AGA a los 50 afios y aproximadamente un 80% a la
edad de 70 afos (Ellis JA et al. 2002; Tobin DJ, 2010). En un estudio realizado en
poblacién coreana, la prevalencia total de AGA en varones fue de 14.1%. La prevalencia
mostré un aumento con la edad, asi en la tercera década de la vida la frecuencia fue de
2.3%, de 4% en la cuarta década, de 10.8% en la quinta, de 24.5% en la sexta y de 54.3%
en la séptima (Paik JH et al. 2001).

La incidencia de AGA muestra variacidon inter-racial, algunos autores han
reportado una prevalencia mayor del 96% en hombres caucdsicos (Otberg N et al. 2007),
teniendo los individuos de raza blanca una probabilidad 4 veces mayor de desarrollar
calvicie prematura que los individuos de raza negra (Cranwell W y Sinclair R, 2016;
Sinclair J, 2016), desarrollando los japoneses AGA aproximadamente una década mas
tarde que los caucdsicos (Hamilton JB, 1951). La raza negra, los orientales, los nativo-
americanos y los afro-americanos tienen una mayor probabilidad de preservar la linea
frontal del cabello, tienen una presentacion mas tardia de la alopecia y la calvicie es
menos extensa que en poblacion caucdsica norteamericana (Setty LR, 1970; Ishino A et
al. 1997; Tang PH et al. 2000). Los afroamericanos presentan una menor prevalencia y
extension de la AGA con disminucidn de la pérdida del cabello de la regidn frontoparietal
(Paik JH et al. 2001). En la tabla 1 se muestra la prevalencia de AGA en hombres y

mujeres por grupo etario.
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Tabla 1. Frecuencia de alopecia androgenética en poblacién

norteamericana Yy coreana

GRUPO ETARIO VARONES MUIJERES
EUA Corea EUA Corea

General 40.0% 14.1% 30.0% 5.6%

Primera década de la vida

Segunda década de la vida | 30.0%

Tercera década de la vida 2.3% 0.2%

Cuarta década de la vida 50.0% 4.0% 2.3%

Quinta década de la vida 10.8% 3.8%

8.0-25-
Sexta década de la vida 24.5% 7.4%
0%
Séptima década de la vida 54.3% 11.7%
70 afios 0 mas 80% 46.9% 24.7%

Modificado de: Rhodes T et al. 1988; Price VH, 1999; Paik JH et al. 2001;
Ellis JA et al. 2002.

El ciclo normal del cabello

El crecimiento del cabello en el ser humano difiere del resto de los mamiferos por
un patrén de actividad folicular en mosaico, es incapaz de generar crecimiento folicular
de manera sincrénica o en “olas”. Cada foliculo piloso es auténomo en cuanto a su
crecimiento y pigmentacion. El bulbo piloso presenta una de las mas altas tasas de
proliferacion celular, sélo superado por las células hematopoyéticas y del intestino. El
cuero cabelludo humano puede producir fibras de cabello funcionales mas alla de los
100 anos de vida (Tobin DJ, 2010). En el cuero cabelludo normal, un 80 a 90% se
encuentra en fase de crecimiento, alrededor del 5% se encuentra en reposoy un 1a 3

sufre involuciéon (Donovan J, et al. 2018).
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Como la mayoria de los procesos bioldgicos el crecimiento del cabello es ciclico,
constituido por tres fases: 1. Fase andgena o de crecimiento activo, con una duracién de
2 a 7 anos en la que el cabello se produce continuamente mediante la divisidon vy
crecimiento de células epidérmicas productoras de queratina que rodean la papila
dérmica a nivel de la base del foliculo piloso (FP); 2. Fase catdgena de involucidn o
transicién, dura en promedio 2 semanas. El FP se contrae como resultado de la apoptosis
y el bulbo piloso asciende hacia la superficie de la piel perdiendo la raiz el anclaje que le
permite permanecer fija al cuero cabelludo, formandose un ensanchamiento y
permaneciendo el cabello en un estado de descanso y 3. Fase teldgena, considerada una
fase de receso con una duracién aproximada de 5 a 12 semanas, en la cual el foliculo
ensanchado se desprende y al final de ésta, las células germinales comienzan a formar
un nuevo bulbo piloso, el cual llegara a ser la fuente de una nueva fibra de cabello. La
caida de cabello ocurre dentro de la fase telédgena y el periodo inmediato se denomina
fase latente (figura 3). En el cuero cabelludo normal aproximadamente el 90% del
cabello se encuentra en fase anagena, un 1% en fase catagena y el 9% en fase telégena
(Stough D et al. 2005).

En la AGA, la duracién de la fase anagena disminuye en cada ciclo, mientras que la
duracién de la fase telégena permanece constante o se prolonga (figura 4), dando como

resultado una disminucién en la razén anagena/telégena (Ellis JA et al. 2002).
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Figura 3. Elementos estructurales del cabello y ciclo normal.

Modificado de Sinclair RD, 2004.
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Figura 4. Acortamiento de la fase anagena en el ciclo celular del FP.
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Fisiopatologia

Se considera que en la etiologia de la AGA en el varén se presenta una
disminucidon progresiva en la densidad de los cabellos terminales (gruesos y
pigmentados) y, consecuentemente, un incremento en la cantidad de cabello de tipo
velloso (corto, fino y no pigmentado) (Whiting DA, 1998). El fenotipo de la AGA se
atribuye a un proceso denominado miniaturizacion (MNA) del FP (Cranwell W y Sinclair
R, 2016), el cual se asocia con una reduccion substancial en el diametro del cabello. La
MNA puede ocurrir de manera abrupta en 1 a 3 ciclos del cabello (Whiting DA, 2001).
Siendo la papila dérmica un elemento central en el mantenimiento y control del
crecimiento del cabello, es muy probable que ésta sea el blanco de los eventos mediados
via androgénica, dando lugar a la MNA y a cambios en el ciclo del cabello (Randall VA,
1996; Sinclair RD, 2004). La relacidén constante entre el tamafo de la dermis papilar y el
tamafio de la matriz del cabello sugiere que el tamafio de la papila dérmica determina el
tamano del bulbo piloso.

También se ha observado en la MNA una disminucidon diez veces mayor de la
cantidad de células en el FP, contribuyendo a una disminucidn del tamafo folicular. Los
mecanismos por los cuales ocurre esta disminucidon no se han podido dilucidar y podrian
ser resultado de un incremento en la apoptosis, de una disminucién en la proliferacién
de queratinocitos o de un desplazamiento de células con pérdida de la adhesion celular
resultando en una disminucion de fibroblastos en la papila dérmica (Prieto VG et al.
2002).

Los modelos tradicionales de AGA muestran la MNA folicular como un proceso
secuencial que da como resultado remanente dérmico de foliculos de diversos tamafios
(Whiting D, 2003). Eventualmente, el cabello no alcanzara mas la superficie de la piel y
debido a que el tiempo que transcurre entre las fases teldgena y anagena se alarga, el

numero de cabellos disminuye (Stough D et al. 2005).
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Se ha constatado la presencia de un infiltrado linfohistiocitico perifolicular con
depdsito de colagena hasta en un 40% de los casos de AGA, mucho mayor al 10%
observado en controles. De manera ocasional pueden observarse eosindfilos y
mastocitos, desconociéndose aun si el grado de inflamacion tiene un significado
prondstico en los individuos con AGA (Sinclair RD, 2004). Varios investigadores han
descrito cierto grado de inflamacién alrededor del FP (Torkamani N et al. 2014, Cranwell
W vy Sinclair R, 2016). Aunque la presencia de este infiltrado inflamatorio es
controversial, Torkamani y cols. (2014) observaron en 5/8 especimenes de cuero
cabelludo con AGA que el musculo erector degenera, comparado con 0/5 especimenes
control. Al parecer es reemplazado por tejido adiposo, siendo una caracteristica

especifica de AGA y no asi del efluvio telégeno.

La accion de los andrégenos sobre el foliculo piloso

Los andrégenos son mediadores del crecimiento de cabello terminal en todo el
cuerpo. Sin la actividad de los andrégenos en el cuero cabelludo el cabello crece
constitutivamente mientras que el crecimiento del vello corporal se inhibe, tal como
ocurre en individuos con insensibilidad a la accién de los andrégenos. Con la actividad
androgénica, individuos genéticamente predispuestos desarrollan alopecia con un
patréon definido. En contraste, durante la pubertad los andrégenos causan alargamiento
de cabello tipo velloso para formar foliculos terminales en axilas y pubis en ambos sexos;
y en la cara, pecho y extremidades en el vardn. El exceso de actividad androgénica
puede causar crecimiento de pelo no deseado (hirsutismo) en las mujeres, sin que se
conozca el porqué de estos eventos paraddjicos (Inui S e Itami S, 2011; Cranwell W y
Sinclair R, 2016).

El efecto de los andrégenos sobre el crecimiento de pelo en areas particulares del

cuerpo podria en parte deberse a factores como la cantidad de receptores de
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andrégenos (RA), al incremento en la produccién local de andrégenos de alta potencia

y/0 a una disminucién en la degradacién de los mismos (Kaufman KD, 2002) (figura 5).

Tejidos insensibles Tejidos sensibles
a los andrégenos a los andrégenos

Cuero cabelludo

Cuero cabelludo region vértex

region occipital

f Region frontal

Cejas y pestaias ’ ~\
/ 9
Barba
! )
\ '\ e |
/ | N’""\*\Axna
A A
f ' Pecho

Figura 5. Efectos de los andrégenos sobre el
crecimiento del cabello. Los efectos de los
andrégenos son diferentes dependiendo de la
localizacion corporal: los foliculos de la barba,
pecho, axilas, regidn pubica y de Ilas
extremidades son estimulados al final de la
pubertad para formar foliculos terminales; en el
cuero cabelludo del vardon con predisposicion
genética a la calvicie, los foliculos pilosos se
inhiben con un “patrén de distribucion”
caracteristico. (Modificado de Kaufman KD,

2002).
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A pesar de que los mecanismos que participan en la MNA no se han establecido
de manera definitiva, se conoce, desde los estudios realizados por Hamilton (1946), que
la calvicie con patréon masculino es dependiente de los andrégenos, particularmente de
la dihidrotestosterona (DHT). La DHT se sintetiza a partir de la testosterona mediante la
accion de las enzimas 5-a-reductasa (5aR) tipos 1 y 2, ambas son enzimas lipofilicas
localizadas a nivel intracelular. La 5aR tipo 2, que se expresa en el foliculo piloso y la
glandula prostatica, parece tener un mayor efecto en la AGA que la 5aR tipo 1 (Stough D
et al. 2005). Ambas isoenzimas se expresan en el higado, contribuyendo a los niveles
circulantes de DHT. En la actualidad se desconoce el efecto de la 5aR tipo 1 sobre el
crecimiento del cabello vy, a diferencia del tipo 2, no se ha caracterizado algun sindrome
de deficiencia genética de esta isoenzima y su fisiologia en el ser humano.

Las evidencias que apoyan el importante papel de los andrégenos en la AGA son:
1) La AGA no se observa en eunucos, quienes tienen cantidades menores de
androgenos, ni en varones con desérdenes de la diferenciacion sexual con cariotipo
46,XY, quienes tienen una produccion anormal de DHT (Griffin JE y Wilson JD, 1989). La
ausencia de alopecia en individuos portadores de mutaciones con pérdida de funcién en
el gen de la 5aR tipo 2 sugiere un papel determinante de la DHT en la fisiopatologia de Ia
AGA.

2) Varones castrados entre los 20 y 43 ainos no muestran una progresion en la pérdida
del cabello (Inui S e Itami S, 2011).

3) La AGA puede ser inducida con la administracion de testosterona en varones
castrados con predisposicidon genética para AGA. La suspension de la administracion de
testosterona previene la progresion de la alopecia (Tosti A y Piraccini BM, 1999)

4) Se han reportado mujeres con pérdida de cabello y virilizacién secundarios a tumores
secretores de andrdogenos (Kaufman KD, 2002).

5) El cuero cabelludo contiene concentraciones excesivas de 5aR, DHT y del receptor de

andrégenos (RA) (Sawaya ME y Price VH, 1997).
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6) La pérdida de cabello disminuye y en algunos casos se inhibe después de la
administracion de finasteride, un farmaco que impide la biotransformacion de
testosterona a DHT por inhibicidn selectiva de la actividad de la 5aR tipo 2 (Kaufman KD
et al. 1998; Tosti A y Piraccini BM, 1999; Finasteride Male Pattern Hair Loss Group, 2002;
Price VH et al. 2002; Tosti A et al. 2004).

7) Estudios experimentales hechos en el macaco con cola de mufién, considerado un
modelo de estudio de AGA, han mostrado resultados interesantes. El empleo de un anti-
andrégeno tépico (RU58841) sobre el cuero cabelludo del macaco, bloquea la
transactivacion del RA e induce un mayor tiempo de fase andagena y crecimiento del
cabello (Inui S e Itami S, 2011).

Metabolismo de los andrégenos

La via metabdlica de los andrégenos se inicia cuando el colesterol es
biotransformado a pregnenolona, seguido de una alfa hidroxilacién en el C17 por medio
de la actividad de la enzima C17-20 liasa que escinde los grupos carbonos distales
dejando un esteroide de 17 carbonos con una cetona C17 en el anillo distal. Estos “17-
cetoesteroides” constituyen un grupo de andrégenos relativamente débiles tales como
la dehidroepiandrosterona (DHEA) definida por su relativa baja afinidad al RA.
Aproximadamente el 75% de la DHEA y DHEA-Sulfato provienen de la glandula
suprarrenal. Estos andrégenos débiles pueden convertirse mediante reacciones
enzimaticas en andrdégenos mas potentes como la testosterona, que es el principal
androgeno circulante. En el FP las principales vias involucradas en la conversion de
andrégenos débiles a potentes se llevan a cabo a través de las enzimas 3pB-

5=4

hidroxiesteroide deshidrogenasa / DELTA’™"-isomerasa (3B-HSD) y 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. En la mayoria de los o6rganos blanco la testosterona puede
metabolizarse a DHT a través de la accidn de la 5aR-2. La afinidad de la DHT por el RA es
aproximadamente 5 veces mayor que la de la testosterona. Los andrégenos potentes

como la T y DHT pueden ser removidos por conversion a androgenos débiles, o pueden
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ser metabolizados a estréogenos a través de la via de la aromatasa o pueden sufrir
glucuronidacion para formar conjugados de andrdégenos que son eliminados mas
rapidamente de la circulacidon. Algunos tejidos muestran un metabolismo de los
andrégenos incrementado, asi como una mayor sensibilidad a la accion de éstos. En
glandulas sebdceas del cuero cabelludo alopécico se ha demostrado una actividad
incrementada de 3B3-HSD en comparacion con zonas no alopécicas (Hoffmann R y Happle
R, 2000).

Hombres y mujeres jovenes con AGA presentan concentraciones elevadas de 5aR-
2 y una mayor cantidad de receptores de andrégenos (Sinclair RD, 2004) (tabla 2), pero
concentraciones disminuidas de la enzima citocromo P450 aromatasa. La tasa de
produccién de DHT en varones con AGA también es mayor comparada con controles

(Sawaya ME y Price VH, 1997).

Tabla 2. Concentraciones del receptor de andrégenos en cuero

cabelludo.
Receptor Receptor
nuclear citosolico
(fmol (fmol por mg
por mg de proteina)
de DNA)
Mujeres
FP region frontal 177+24 48+11
FP region occipital 132+20 29+10
Hombres
FP region frontal 302124 67+12
FP region occipital 22620 38+12

La medicidon se realizé por triplicado, se muestran el promedio + DE
(desvio estandar) para la capacidad de unién maxima expresada en
fmol por mg de DNA y fmol por mg de proteina, respectivamente, en
las fracciones subcelulares nuclear y citosélica para FP aislados de
cuero cabelludo frontal y occipital. Tomado de Sawaya ME y Price VH,
1997.
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El receptor de andrégenos

El RA es un tipico receptor esteroideo responsable de determinar la sensibilidad
de las células a la accion de los andrégenos. El RA es miembro de un grupo de receptores
hormonales esteroideos tipo |, un subgrupo de la superfamilia de receptores nucleares
de factores de transcripcion inducidos por ligando. El RA es capaz de interactuar con
motivos de DNA denominados elementos de respuesta a hormonas (Verrijdt G et al.
2003). La funcién de activaciéon principal (AF-1) ha sido localizada en el dominio N-
terminal (NTD). Un segundo dominio de activacion se ha localizado en la parte central de
la proteina, region de unién al DNA (DNA binding domain o DBD). El extremo carboxi-
terminal es el dominio de unién a ligando (LBD) y contiene la funcion de activacién
secundaria (AF-2) (Inui S e Itami S, 2011; Gelmann GP, 2002; Ding D et al. 2004). Las
variaciones en la actividad de AF-1 y AF-2 para producir una maxima respuesta
transcripcional dependen de la presencia de polimorfismos en el promotor del gen RA,
del tipo celular y de que ambas regiones puedan interactuar sinérgicamente (Kallio PJ et
al. 1996). El dominio NTD contiene la regién de activacion transcripcional AF-1 (aa 51-
211), la cual es esencial para la actividad de transactivacion. La region AF-5 (aa370-394)
muestra una fuerte actividad constitutiva en el LBD. El dominio DBD (tipo dedo de zinc)
media la interaccidn con elementos de respuesta a DNA. El LBD contiene la region de
activacion transcripcional dependiente de ligando, el AF-2, e interactua funcionalmente
con los factores intermediarios y cofactores nucleares. Estudios recientes sugieren que la
interaccion entre NTD y LBD dan como resultado la formacidon de nuevas superficies que
facilitan la interaccién con los cofactores de los receptores nucleares esteroideos

(Gobinet J et al. 2002).



ALOPECIA ANDROGENETICA: ESTUDIO FAMILIAR DE CONCORDANCIA DEL
NUMERO DE REPETIDOS CAG Y GGC DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

El gen del receptor de andrégenos

El gen AR (MIM#313700) esta conformado por 8 exones y comprende
aproximadamente 90 kilobases. Se localiza en el cromosoma Xq11-12. El gen transcribe
dos ARNm, de 11y 7.5 Kb, mediante sefiales de poliadenilacion alterna en la regién 3’ no
traducida (Kallio PJ et al. 1996), figura 6. La organizacién gendmica del RA se encuentra
conservada a través de la evolucion de los mamiferos. El exon 1 del gen RA codifica para
el dominio N-terminal, que es la regién de regulacion transcripcional de la proteina; los
exones 2 y 3 codifican para el dominio central de unién al DNA (DBD) y el dominio C-
terminal es codificado por los exones 4 a 8 (Gelmann EP, 2002).

Se han descrito mas de 1,000 mutaciones diferentes en el gen RA (Eissermann K
et al. 2013; ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/androgenr), siendo el factor de
transcripcion mas frecuentemente mutado en el humano. Sélo muy pocas mutaciones se
han identificado en el extremo N-terminal del receptor (Gottlieb B et al. 2012). Las
mutaciones en este gen se han asociado a enfermedades como la insensibilidad a la
accion de los andréogenos (Gottlieb B et al. 2012; Mongan NP et al. 2015), la atrofia
muscular bulboespinal -Enfermedad de Kennedy- (Querin G et al. 2017; Cortes CJ y La
Spada AR, 2018) y al cancer de prdéstata (Taplin ME et al. 1995; Kallio PJ et al. 1996; Silva-
Neto B et al. 2008). Algunas de las mutaciones identificadas se asocian con cambios
funcionales en la expresion del RA por lo que se piensa que ciertas variantes de este gen

pudieran ser responsables de las alteraciones observadas en la AGA.

Variantes alélicas normales: El exdn 1 contiene 2 regiones de DNA de 3 pares de bases
repetidas en tdndem denominadas microsatélites, éstas se consideran variantes génicas
o polimorfismos. Una de estas repeticiones (CAG) resulta en un tracto de poliglutaminas
(CAG), con una extension de 7 a 35 repetidos en diferentes poblaciones (Chamberlain NL
et al. 1994; Choong CS et al. 1996; Tut TG et al. 1997; Ellis JA y Harrap SB, 2001; Esteban

E et al. 2006; Silva-Neto B et al. 2008; Tirabassi G et al. 2016). La otra variante es un
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trinucledtido (GGC) que se traduce en poliglicinas y se ha observado con una amplitud
de 8 a 21 repetidos en diversas poblaciones (Ferlin A et al. 2004; Ding D et al. 2005;
Esteban E et al. 2006; Radpour R et al. 2007; Tirabassi G et al. 2016). Las variaciones en
el tamafio de los tractos de poliglutaminas y poliglicinas que se encuentran en el
dominio de transactivacién pueden modular la funcion del RA (Choong CS et al. 1996;

Ding D et al. 2005).

Cromosoma X e ‘ J : A

Intrones (Kb) . .-*" " >20 >15 26 56 48 0807,

Exones (pb) 1613 152 117 288 145 131 158 155
« ;
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Figura 6. Estructura del gen del receptor de andrdégenos y estructura
secundaria de la proteina RA. El locus del gen RA se encuentra en Xql1l-
12. Los repetidos de trinucleétidos CAG y GGC en el exén 1 del gen se
traducen en una cadena de poliglutaminas (CAGn) y poliglicinas (GGCn),
respectivamente. El gen codifica para la proteina RA. Modificado de

Chamberlain NL et al. 1994.
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Producto génico normal. El RA es un factor transcripcional dependiente de ligando,
perteneciente a la superfamilia de receptores esteroides/nucleares, cuyos miembros
comparten homologia funcional y estructural basica. La unién de ligandos hidrofébicos
(testosterona y DHT) induce al RA a asumir una configuracion que da lugar a la activacion
transcripcional y permite la transmisidn de sefales extracelulares e intracelulares
mediante elementos de respuesta del promotor y reclutamiento de cofactores (Gobinet

J et al. 2002; Gottlieb B et al. 2012).

Microsatélite CAG.

Diversos estudios sefialan que la variacion anormal en el nimero de repetidos del
trinucleétido CAG puede influir in vivo en una variedad de rasgos sensibles a los
andrégenos, incluyendo infertilidad masculina, hipertrofia y cancer de prdstata, cancer
de mama y ovario, densidad mineral dsea, composiciéon corporal y concentraciones de
lipidos en suero (Suter NM et al. 2003; Ferlin A et al. 2004; Zitzmann M et al. 2004; Zinn
AR et al. 2005; Davis-Dao CA et al. 2007; Rajender S et al. 2007; Francomano D et al.
2013). La capacidad de activacion transcripcional del RA puede verse reducida conforme
aumenta la expansion del repetido (Kallio PJ et al. 1996; Beilin J et al. 2000; Ding D et al.
2004), (figuras 7A y 7B).
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Figura 7A. Correlacion del numero de repetidos CAGn del gen
RA. Actividad de transactivacion del RA que correlaciona de
manera inversa con el numero de repetidos CAG
(poliglutamina). MMCAT: plasmido reportero, TAT3CAT: gen

reportero. Fuente: Chamberlain NL et al. 1994.
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Figura 7B. Correlacion del nimero de repetidos GGCn del gen
RA. Se observa que el nimero de repetidos GGC afecta de
manera inversa los niveles de proteina RA (RA total/célula).

Fuente: Ding D et al. 2005.
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Una expansiéon mayor a 38 repetidos CAG se relaciona con la presencia de
enfermedad de Kennedy, la cual presenta insensibilidad a los andrégenos, atrofia
testicular, reduccion en la producciéon de esperma e infertilidad (Finsterer J, 2009). Zinn y
cols. (2005) y Zitzmann y cols. (2004), reportaron una asociacidon entre la longitud del
repetido CAG y diversos aspectos del sindrome de Klinefelter. El primer grupo de
investigadores observé que el tamafio del microsatélite CAG en 35 pacientes con
sindrome de Klinefelter fue de 7 a 35 repetidos, correlaciondndose de manera inversa
con la longitud del pene (r’=0.24 y p<0.01). Este hallazgo fue considerado como una
mayor respuesta a andrégenos en sujetos con repetidos mas cortos (Zinn AR et al. 2005).
Zitzmann y cols. (2004) hallaron un tamafo promedio de repetidos CAG cortos de
19.4+2.1 y de 23.312.6 para repetidos largos, en 77 pacientes con sindrome de
Klinefelter no tratados con testosterona. Los investigadores detectaron una inactivacion
preferencial del cromosoma X que portaba el alelo CAG corto. Ademas, la presencia de
repetidos CAG largos fue predictor de ginecomastia y testiculos pequefios mientras que
el repetido CAG corto se correlaciond con un mejor desempeno psico-social en los
individuos. Lo anterior sugiere también un efecto diferencial del RA activo dado por el
tamafio del polimorfismo. Otro hallazgo importante fue la presencia de un 40% de
varones homocigotos para el tamafno del repetido CAG en los pacientes comparado con
un 10-15% observado en mujeres. En conclusidn, establecen que existe una modulacién
del efecto de los andrdogenos sobre el fenotipo del sindrome de Klinefelter ejercida a
través del polimorfismo CAGn (tamafio) en el gen del RA y que esta modulacién puede
verse afectada por inactivacién preferencial del alelo mas corto CAG.

Una amplia revision de la literatura (Rajender S et al. 2007) muestra la asociacién
in vivo del tamafio de los alelos CAG, con el riesgo para sindrome de ovarios
poliquisticos, endometriosis, cancer de ovario, endometrio, mama, asi como de alelos
cortos (rango) con el riesgo de enfermedad de Alzheimer, cancer de colon y cancer de

cabeza y cuello. Otros estudios sefialan la asociacidon entre el tamafio de CAG y cancer de
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mama (Suter NM et al. 2003), cancer de prdstata (Silva-Neto B et al. 2008), funcidn
sexual masculina (Tirabassi G et al. 2016), criptorquidia (Wang Y et al. 2018) e infertilidad

masculina (Davis-Dao CA et al. 2007).

Microsatélite GGC

Las consecuencias funcionales en la variacién del numero de repetidos GGC son
menos claras. Estudios experimentales muestran que la variacién en el nimero de
repetidos GGC no tiene efecto en la actividad de transactivacidon del RA. Sin embargo,
otros estudios muestran que los niveles de la proteina RA se afectan de manera inversa
conforme aumenta el numero de los repetidos GGC. In vitro, un repetido de 13 glicinas
produce 2.3 veces mas proteina que un repetido de 17 glicinas, p<0.001, r=-0.94 (figura
7B). Sin embargo, una longitud corta del trinucledtido GGC parece incrementar el riesgo
para cancer de proéstata (Stanford JL et al. 1997; Chang BL et al. 2002). También se ha
asociado un cambio en el numero de repetidos GGC con un mayor riesgo para
desarrollar cancer de endometrio y menor riesgo para el cdncer de mama (Rajender S et
al. 2007; Suter NM et al. 2003).

De acuerdo con la dltima actualizacion de Ila base de datos
(http://androgendb.mcgill.ca/) del RA, para los polimorfismos CAGn (poliglutamina) y
GGCn (poliglicina) hay 160 entradas en la base de datos que muestran que la variacién
en la longitud de ambos trinucledtidos esta relacionada con alguna caracteristica
fenotipica, aunque la mayor parte corresponde a variaciones en el nimero de repetidos
CAG (Suter NM et al. 2003; Radpour R et al. 2007; Silva-Neto B et al. 2008; Tirabassi G et
al. 2016; Wang Y et al. 2018).

Predisposicion familiar

Si bien se reconoce una agregacién familiar para AGA no ha sido posible definir un

modo de herencia para la misma. Osborne en 1916 sugirié que el “gen de la calvicie” se
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comportaba de manera autosémica dominante en los varones y de manera autosémica
recesiva en las mujeres. Kister y Happle (Kuster W y Happle R, 1984) sefialan que la
prevalencia de los fenotipos de AGA corresponde a una curva de distribucién gaussiana,
la cual es tipica de los rasgos con herencia poligénica, en combinacién con un efecto
umbral. Osborne también observd un espectro de fenotipos que seguian una
distribuciéon normal, aunado a que el riesgo de calvicie aumentaba de acuerdo con el
numero de familiares afectados, caracteristicas compatibles con herencia poligénica
(Sinclair RD, 2004). También se describe la idea de un gen dominante con penetrancia
variable en el vardn (Feinstein R, 2005).

En un estudio realizado por Chumlea y cols. (2004), en el que se incluyeron 254
participantes de origen caucasico entre 18-49 anos de edad, se observé que los varones
cuyos padres tuvieron calvicie presentaron un riesgo mayor de alopecia, RM=2.5 (1.3-
4.9), comparados con aquellos sujetos cuyos padres no padecieron calvicie. Solamente
en el 9% de los participantes reportd historia de calvicie en su madre, pero el analisis
mostrdé un mayor riesgo de pérdida de cabello en este grupo comparado con varones sin
historia de calvicie en la madre (tabla 3). También estimaron el riesgo de calvicie si
ambos progenitores tenian historia de alopecia o si el abuelo materno presentd la
pérdida de cabello. De acuerdo con la tabla 3, el riesgo es mayor si ambos progenitores
tuvieron calvicie. A pesar de que el antecedente de alopecia en el abuelo materno

aporta un riesgo, éste no fue estadisticamente significativo.
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Tabla 3. Asociacion entre historia familiar de AGA
por pariente afectado y riesgo de alopecia

Familiar RM* [o
Madre 7.5 (1.7-33.6)
Padre 2.5 (1.3-4.9)
Ambos progenitores 7.9 (1.1-56.5)
Abuelo materno 1.8 (0.9-3.6)

*RM ajustada por edad. Modificado de: Chumlea
WC et al. 2004.

Estudios en gemelos y concordancia para AGA

Para estimar la concordancia de un rasgo entre gemelos se utiliza la tasa de
concordancia (indice kappa). En el caso de rasgos cuantitativos se utiliza el coeficiente de
correlacidon interclase. Este parametro varia entre -1 y 1 y mide el grado de
homogeneidad de un rasgo en una muestra de individuos. Si el rasgo esta totalmente
determinado por los genes, es de esperar que el coeficiente de correlacién para las
parejas de gemelos monocigéticos (MC) sea 1 (cada miembro de la pareja de gemelos
tendria exactamente el mismo rasgo). Un coeficiente de correlacion de 0 significaria que
la semejanza entre los gemelos MC para el rasgo en cuestion no es mayor que la
esperada por el azar. Dado que los gemelos dicigéticos (DC) comparten la mitad de sus
genes, es de esperar un coeficiente de correlacién de 0.5 para un rasgo totalmente
determinado por los genes (Jorde LB et al. 2005). Ambas medidas se utilizan para
estimar la heredabilidad, es decir, el grado en que un rasgo esta determinado
genéticamente.

Nyholt y cols. (2003) estimaron la heredabilidad para AGA en un estudio que
incluyd datos correspondientes a 476 pares de gemelos monocigdticos (MC), 408 pares

de gemelos dicigoticos (DC) y 297 individuos que tenian un hermano gemelo MC o DC,
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provenientes del Registro Australiano de Gemelos. Los investigadores obtuvieron un

III

modelo del umbral “multiple” como resultado del analisis, observando una distribucion
normal de la AGA y una heredabilidad del 0.81 (0.77-0.85) para gemelos MC, comparada
con una heredabilidad del 0.39 (0.28-0.49) para gemelos DC. Los autores concluyen que
la AGA tiene un fuerte componente genético.

Koyama vy cols. (2013) estudiaron once pares de gemelos MC de origen japonés
gue presentaban AGA, las edades de inicio de la alopecia iban de los 20 a los 43 afios.
Cinco de los once pares presentaban diferencias basales significativas en el volumen del
cabello. Los sujetos fueron seguidos durante un afio con tratamiento convencional para
AGA (minoxidil y finasteride) y cuatro de los cinco continuaban presentando diferencias
significativas en el volumen de cabello. En dos pares de gemelos se contaba con el
nimero de repetidos CAG/GGC que fue de 25/17 y 23/17, respectivamente. Los autores

sugieren que la diferencia en el fenotipo entre los gemelos DC pudiera atribuirse a

diferencia epigenéticas entre los gemelos MC.

Polimorfismos del RA en el exén 1 y AGA

Diversos estudios han intentado encontrar una relacién entre la prevalencia de
ciertos polimorfismos de genes relacionados con el metabolismo de los andréogenos y la
AGA. En 1998 Ellis y cols. (1998) analizaron dos polimorfismos de las enzimas 5aR tipo 1
y 2, con la técnica de RFLPs: utilizando las enzimas de restriccion Hindl y Nspl. Todos los
participantes provenian del “Victorian Family Heart Study”, estudio australiano
poblacional que analiza factores de riesgo relacionados con enfermedad coronaria y que
cuenta con aproximadamente 800 familias. Los investigadores obtuvieron la frecuencia
de las variantes mencionadas en 55 varones con AGA de inicio temprano, entre los 18 y
30 afios de edad, y 107 controles sin evidencia de AGA entre los 50-70 afos, observando
gue las frecuencias de los alelos A y B para la 5aR tipo 1 fueron de 49.1% y 50.9% en los

casos y de 48.6% y 51.4% en los controles, respectivamente. Para el caso de la 5aR tipo
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2, las frecuencias fueron de 30.4% y 69.6% y de 29.0 y 71.0 para lo alelos Ay B en casos y
controles, respectivamente. Ninguna de las diferencias fue estadisticamente significativa
(ES), ni tampoco cuando se formaron haplotipos para las diferentes combinaciones. Un
dato interesante de este estudio fue que el 59.3% de los casos tenian padres con un
mayor grado de alopecia, sugiriendo un posible caracter dominante de la AGA.

El mismo grupo (Ellis JA et al. 2001), compard las frecuencias alélicas del
polimorfismo Stul y dos repetidos de trinucleétidos (CAG y GGC) en casos con AGA (54
jovenes y 392 adultos 250 afos) y sus controles (107 varones sin AGA). El marcador Stul/
(rs6152), localizado en el exdn 1 del gen RA, es un marcador dimdrfico sin efecto
funcional e identificable mediante la técnica de RFLP. Se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre las frecuencias alélicas del polimorfismo de
restriccion en los hombres jovenes (98.1%) y los controles (76.6%), p=0.0005. También
se demostré una diferencia significativa entre los adultos >50 afios (92.3%) y sus
controles pareados por edad, p=0.00004. No hubo diferencias al comparar las
frecuencias alélicas entre los casos jovenes y los casos 250 anos, p=0.11. En cuanto al
numero de repetidos CAG y GGC, se observaron medianas de 21 y 17 repeticiones para
estas variantes, respectivamente. La amplitud de los repetidos fue de 16 a 32 para el
trinucledtido CAG y de 4 a 21 para el trinucleétido GGC. Definiendo a los repetidos como
cortos o largos, dependiendo de si se encontraban por arriba o por debajo de la
mediana, no se observaron diferencias. Sin embargo, al formar haplotipos de repetidos,
las diferencias fueron significativas (tabla 4), sugiriendo una asociacion entre AGA vy el
receptor de andrdgenos. Los autores también sefialaron que la alteracién del gen RA es
necesaria pero no suficiente para la presentacion de AGA y proponen una herencia
poligénica para este fenotipo dependiente de la combinacidn de una mutacion en o
cerca del RA que afecta la expresion de este receptor y de genes que controlan los

niveles de andrdégenos.
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Hillmer y cols. (2005) estudiaron 95 familias en las que al menos 2 hermanos
tenian AGA, reclutando 391 individuos de los cuales 201 estaban afectados. Como parte
de un estudio de asociacion del genoma completo (GWAS), se buscaron marcadores de
ligamiento en el cromosoma X, un total de 39 marcadores tipo SNP distribuidos a lo
largo de este cromosoma fueron evaluados. Los resultados mostraron evidencia de
ligamiento en la regidn Xq12-g22, con un score de 2.70. Esta regidn contiene el gen ARy
el estudio incluyd las variantes reportadas previamente: Stul (rs6152), CAG y GGC. Para
el andlisis de casos/controles se compararon las frecuencias alélicas de 198 varones con
presentacion temprana de AGA (<40 afos), 188 individuos control y 157 varones no
afectados (>60 afos). Los investigadores mostraron que la variabilidad genética en el
gen RA es el pre-requisito cardinal en el desarrollo de una presentacién temprana de la
AGA, atribuyendo una fraccidon etioldgica del 0.46% para las variantes estudiadas vy
proponen en este estudio que el repetido GGC es el factor de riesgo para la presentacion
de AGA, considerandolo un candidato plausible para conferir el efecto funcional del

receptor en AGA.
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Tabla 4. Diferencias de los repetidos de trinucleétidos CAG y

GGC del RA, entre casos y controles.

Casos Controles

Repetidos CAG (%)

corto 57.1 52.3

largo 42.9 47.7
Repetidos GGC (%)

corto 75.9 63.6

largo 24.1 36.4
Haplotipos CAG/GGC (%)

corto/corto 50.0* 29.5%*

corto/largo 7.1 21.9

largo/corto 28.6 34.3

largo/largo 14.3 14.3

CAG: corto <22 repetidos, largo >22. GGC: corto <17 repetidos,
largo >17. *p=0.03. Tomado de: Ellis JA, et al. 2001.

Ellis y cols. (2007) mostraron consistencia de la asociacién del polimorfismo
rs6152 y AGA en un estudio posterior, también derivado del “Victorian Family Heart
Study”, ampliando el analisis a 1,200 padres e hijos provenientes de 703 familias
caucasicas e incluyendo ademas el estudio del nimero de repetidos GGC del exdn 1 del
gen RA. La frecuencia del alelo rs6152 fue del 12.3%. La variacidon en el numero de
repetidos CAG y GGC fue de 8 a 32 y de 11 a 29, respectivamente, aunque el 85% de los
varones mostré 23 o 24 repetidos. La asociaciéon con el SNP rs6152 y AGA fue
significativa, p<0.0001, pero no hubo relacién con el nimero de repetidos GGC, p=0.13.

Otros estudios han encontrado asociaciones de polimorfismos génicos con AGA,
aunque el significado bioldgico de las variantes génicas no esta tan claro como en los
trabajos anteriores. Garton y cols. (2005) estudiaron el gen de la ornitina descarboxilasa

(ODC), el cual participa en el crecimiento del cabello y la inhibicion de su producto se
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utiliza en el tratamiento del hirsutismo. El polimorfismo, detectado mediante corte con
la enzima de restriccion Pstl, fue estudiado en 23 individuos con AGA y 23 controles. La
frecuencia de los genotipos heterocigoto y homocigoto mutante fue menor (30%) en
individuos con AGA que en individuos no alopécicos (65%), aunque no se discute ningin
el significado bioldgico de este polimorfismo en AGA y esta asociacidon no ha sido

reportada por algun otro grupo de investigadores.

Estudios GWAS y AGA

Hillmer y cols. (2008a) realizaron un estudio de genoma completo (GWAS) en 95
familias de descendencia alemana que contaban con al menos 2 hermanos con AGA de
presentacion temprana y con ambos progenitores disponibles. El estudio reveld
evidencia de ligamiento no paramétrico (p<0.05) en 14 regiones cromosdmicas: 1931-
32, 3921-9g27, 5p13-p15, 7936, 8913-q21, 8q24,10p12-pl4, 11ql4-g24, 14911, 16pl2-
pl3, 18pl11-g22, 19p13-ql3, 21g21-g22 y Xpl11-g25. El locus con mayor evidencia de
ligamiento fue mapeado en 3926 con una puntuacion LOD de 3.97, (p=0.00055). Los
autores concluyeron que 1) La identificacion de 14 regiones con evidencia de ligamiento
apoya la opinién de que la AGA es causada por el efecto de multiples genes; 2) Otros loci
de susceptibilidad para AGA, localizados en autosomas, podrian explicar la similitud en la
propension a desarrollar AGA entre padres e hijos.

Otro estudio de GWAS, realizado también por Hillmer y cols. (2008b), estudié en
296 varones con AGA y 347 controles de origen aleman. Para este andlisis se
seleccionaron 30 SNPs, observandose una asociacién significativa con AGA de inicio
temprano (<40 afos), asi como una regidn candidata para AGA: 20p11. La mayor razén
de momios (RM) se observé para la variante rs2180439, RM: 2.17 (1.70-2.78). Los
hallazgos sugieren que este locus tiene un papel aun no bien identificado en la via de los

androgenos para la ocurrencia de AGA. No se detectd ninguna interaccion con el locus



ALOPECIA ANDROGENETICA: ESTUDIO FAMILIAR DE CONCORDANCIA DEL
NUMERO DE REPETIDOS CAG Y GGC DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

del gen RA en el cromosoma X, sugiriendo que 20p11 juega un papel independiente en la
via de los andrdégenos asociados a AGA y en el cual queda aun por identificarse un gen
candidato.

Resultados similares fueron observados por Cobb JE y cols. (2010) en poblacién
australiana. Los SNPs identificados en ambos estudios se encuentran cercanos al gen
PAX1 (paired box 1), el cual se expresa en piel, cabello y cuero cabelludo, lo que lo hace
un buen gen candidato para AGA.

Prodi y cols. (2008) estudiaron poblacion italiana con AGA (200 casos y 200
controles), utilizando un chip 500K que contenia mdas de 7000 SNPs a lo largo del
cromosoma X. Los autores identificaron que la variante rs1352015 localizada 8Kb rio
arriba del extremo 5’ del gen EDAZ2R (receptor de la ectodisplasina-2), se asocié con AGA
(p=7.77"). Este gen se localiza en un locus cercano al RA en Xq11-12. Se ha postulado
que EDA2R podria afectar la presentacion de AGA a través de la activaciéon de la via de
NF-kB o mediante c-Jun, que se ha visto son determinantes en la transactivacion del RA.

Otro locus de susceptibilidad para AGA en varones de origen aleman, se maped
en 3026, sin embargo, no se han identificado genes relacionados al desarrollo o
regulacidon del cabello en esta regidn (Hillmer AM et al. 2008b).

Recientemente, otro estudio que analizé 581 varones afectados por AGA y 617
controles, identific6 2 SNPs de susceptibilidad en 7p21.1, dentro del gen de Ia
desacetilasa de histonas 9 (HDAC9). Un mapeo fino de la regién y la réplica del estudio
en poblacion australiana reveld que los SNPs rs756853 y rs2249817 son los que
confieren susceptibilidad para AGA, p=1-64x10" y p=9-09x10®, respectivamente. Como
es sabido, los miembros de la familia génica de desacetilasas de histonas actian como
reguladores de la trascripcidn, por lo que los autores postulan que HDAC9 puede
interactuar con RA regulando su actividad transcripcional, posiblemente de una forma

tejido-especifica (Brockschmidt FF et al. 2011).



ALOPECIA ANDROGENETICA: ESTUDIO FAMILIAR DE CONCORDANCIA DEL
NUMERO DE REPETIDOS CAG Y GGC DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Variacion en el nimero de copias y AGA.

La variacidon en el niumero de copias (CNVs) ha sido reconocida como una forma
de polimorfismo gendmico en los individuos, en que segmentos de DNA mayores a 1 Kb
se encuentran alterados en el nimero de copias, comparadas con un genoma de
referencia. Aproximadamente un 12% de nuestro genoma se encuentra relacionado a
CNVs. Algunos CNVs se han identificado en el RA y podrian resultar en un nimero
variable de copias de regiones reguladoras o copias de un mismo gen y explicar, en
parte, las alteraciones tejido especifico del RA en hombres con AGA. Bajo esta hipdtesis,
Cobb JE y cols. (2009) analizaron mediante la técnica de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) la presencia de CNVs en los exones del RA y regiones no
codificantes rio arriba de este gen en 34 individuos que tenian entre 20 y 30 afios de
edad y alopecia lll 0 mas y en 51 controles sin AGA entre las edades de 54-68 afios. Los

resultados no mostraron evidencia de algin CNV en el RA en casos o controles.
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JUSTIFICACION

La frecuencia de AGA se estima del 30 al 50% dependiendo de la poblacién
estudiada y de la edad de los individuos analizados. Diversos estudios han mostrado una
relacion inversa entre la actividad del RA y el nimero de repetidos CAG y GGC. Debido a
gue la AGA es un fenotipo facilmente identificable y frecuente, puede utilizarse como
modelo de estudio para determinar el riesgo de ser portador de un genotipo de
susceptibilidad (haplotipos CAG/GGC) para la presentacion de AGA. El andlisis de este
haplotipo nos permitiria determinar:

1) La tasa de concordancia entre hermanos para un rasgo genético en el que aun no
se ha establecido un modo de herencia definido.
2) Identificar la variacion en el numero de repetidos CAG y GGC en una muestra de

varones con AGA y sus hermanos con o sin AGA.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
¢Cual es la concordancia entre el numero de repetidos CAG y GGC del gen RA y la
presencia de AGA en pares de hermanos con AGA?

¢Existe algun haplotipo de riesgo del nimero de repetidos CAG/GGC para AGA?

¢Algun haplotipo CAG/GGC segrega preferencialmente entre madre e hijos con AGA?
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HIPOTESIS:

Hipétesis alterna 1:
“La concordancia entre el nimero de repetidos CAG/GGC del RA y la presencia de

AGA sera mayor al 70% en pares de hermanos comparada con la esperada por el azar”

Hipotesis alterna 2:
“El haplotipo de alelos cortos/cortos de CAG/GGC es un factor de riesgo para

AGA”

Hipétesis alterna 3:
“Existe segregacion preferencial de los alelos corots/cortos de CAG/GGC en

sujetos con AGA”
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar la asociacién entre AGA y el nimero de repetidos CAG/GGC del gen del
Receptor de Andrégenos en una muestra de familias con al menos un varén afectado e
identificar una posible segregacion preferencial de los alelos cortos/cortos de CAG/GGC

en sujetos con AGA

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar los diferentes patrones de AGA en la muestra estudiada.

2. Conocer el numero de repetidos CAG y GGC y los diferentes haplotipos posibles
CAG/GGC del gen RA en una muestra de individuos con AGA.

3. Identificar una posible correlacidon entre AGA y el tamafio de repetidos CAG/GGC,
conociendo los haplotipos de cada individuo.

4. Conocer si existe desequilibrio de transmisién de los repetidos CAG/GGC en varones
con AGA comparado con hermanos no alopécicos, para lo cual se identificara el nimero
de repetidos CAG/GGC en la madre de ambos.
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DISENO DEL ESTUDIO:

Estudio descriptivo, observacional, comparativo y transversal. Se analizaron trios

de familias consistentes de pares de hermanos y la madre de ambos.

MATERIAL Y METODOS:

La muestra estuvo integrada por varones que acuden al servicio de medicina
transfusional del INCMNSZ como donadores potenciales, pacientes de la consulta
externa de Dermatologia y trabajadores del INCMNSZ.

Los varones se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios:

Criterios de inclusion para los CASOS:

e Edadigual o mayor a 18 afos

e Presencia de AGA

e Tener al menos un hermano mayor o un hermano menor (no mas alla de 5 afios)
gue aceptara participar el en protocolo

e Que la madre del propdsito se encontrara disponible para una toma de muestra
de sangre o saliva y también aceptara participar en el estudio

e Firmar la carta de consentimiento informado

Criterio de exclusion:

e Alopecia cicatrizal de cualquier etiologia

Criterio de eliminacion:

e Que la madre resultase homocigota para el repetido CAG una vez realizada la

secuenciacion, con la finalidad de conocer la segregacién de los alelos CAG/GGC.
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Calculo del tamaio de muestra:

Para el cdlculo de tamafio de muestra se realizd un estudio piloto para evaluar la
concordancia fenotipica y genotipica (Presencia de AGA en ambos hermanos y niumero
de repetidos CAG/GGC). Se incluyeron 15 pares de hermanos, conformados por 10 pares
concordantes para AGA y para el numero de repetidos, 5 pares concordantes para AGA y
discordantes para el numero de repetidos, 5 pares discordantes para AGA vy
concordantes para el numero de repetidos y 12 pares discordantes para AGA y para el
numero de repetidos. En estas duplas se observé un acuerdo del 0.87 con valor kappa
libre de azar de 0.74, 1Cgso, (0.4-1.0). Considerando que se mantuvieran las mismas
frecuencias, la muestra a analizar para encontrar diferencias estadisticas significativas

fue de 30 pares de hermanos (tabla 6).

Tabla 6. Tamafo de muestra estimada de acuerdo al estudio piloto.

Tamaiio de la n estimada en base a concordancia (k).

Pares de hermanos

Acuerdo 0.867 0.867 0.860 0.867
Kappa libre de azar 0.737 0.737 0.724 0.737
ICos04 0.419-1.000 0.505-0.968 0.542-0.906  0.633-0.840
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METODOLOGIA

A los sujetos que cumplieron con los criterios de seleccion se les invité de forma
individual a participar en la investigacion. Se les explicd claramente cuales eran los
objetivos del estudio, se les dio una carta de informacidn y se les solicité que firmaran la
carta de consentimiento informado. La clasificacién del tipo de alopecia se realizd
mediante inspeccion directa tanto por el médico responsable del estudio como por un
dermatdlogo, para asignar el fenotipo de acuerdo a la escala de Norwood-Hamilton.

A los individuos que cumplieron con los requisitos anteriores se les realizo:

1) Encuesta clinica genética para determinar antecedentes heredofamiliares, con el
propdsito de identificar agregacién familiar para AGA.

2) Extraccién de una muestra de 15 ml de sangre periférica o células de mucosa oral para

analisis de los polimorfismos ya mencionados.

Métodos de laboratorio:

Toma de muestra: Extraccién de aproximadamente 10 ml de sangre periférica en
2 tubos vacutainer con EDTA 6 recoleccion de células de mucosa oral para extraccion de

DNA, empleando un citoprotector.

Extraccion de DNA

Se realizé a partir del paquete leucocitario resultado de la centrifugacién,

empleando técnicas convencionales de extraccion por sales (apéndices 1y 2).

PCR y secuenciacidon Sanger

Para la determinacion del nimero exacto de repetidos CAG y GGC en el exdn 1 del
RA, se empled la técnica de PCR y de secuenciacién automatizada bidireccional, ambas

estandarizadas en el Departamento de Genética. La secuencia de estudio se obtuvo de la
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base de datos Ensembl (ENSG00000169083), los primers utilizados en las reacciones de
amplificacién y secuenciacidn derivaron de la secuencia normal del gen RA (figura 8).
Cada reaccion de amplificado (50 uL) para PCR contenia: Buffer 5x (10 pL), 3 puL de MgCl,
1 pL de dNTP’s, 0.5 uL de primer sentido, 0.5 pL de primer antisentido, 0.5 puL de Taq
polimerasa, 0.5 pL (180-200 ng) de DNA, 2.5 pL dimetil-sulféxido al 5% y 31.5 plL de agua
destilada. Las temperaturas utilizadas en la PCR convencional fueron: 982C para la
desnaturalizacidon, 729C para alineacién y 652C para la extensidn. Las muestras se
incubaron en un termociclador de punto final (modelo Mastercycler gradient, marca
eppendorf®) durante 35 ciclos.

Los productos de la PCR se analizaron empleando electroforesis en gel de agarosa
al 10% y para la discriminacion de los alelos de las madres de los casos (que poseen dos
cromosomas X), los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 20%.
Posteriormente se realizd el corte manual de las bandas de los geles para purificacion
del DNA con el kit QIAquick-PCR de QIAGEN®. La reaccién de secuencia se realizé con el
kit BigDye Terminator v3.1 de Applied Biosystems®. Las reacciones de secuencia se
procesaron con el analizador genético ABI prism 310 de Applied Biosystems® y la lectura
de los electroferogramas se realizé de forma manual, siendo revisado cada secuencia

por dos observadores independientes (figura 9).
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Transcript: AR-001 (ENST00000374690)

Androgen receptor (Dihydrotestosterone receptor)(Nuclear receptor
subfamily 3 group C member 4) Location Chromosome X: forward
strand. Gene.

(http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Summary?g=ENSGO
0000169083;r=X:66764465-66950461;t=ENST00000374690).

2,140GCGGAGAGAACCCTCTGTTTTCCCCCACTCTCTCTCCACCTCCTCCTGCCTTCCCCACCC
CGAGTGCGGAGCCAGAGATCAAAAGATGAAAAGGCAGTCAGGTCTTCAGTAGCCAAAARA
CAAAACAAACAAAAACAAAAAAGCCGAAATAAAAGAAAAAGATAATAACTCAGTTCTTAT
TTGCACCTACTTCAGTGGACACTGAATTTGGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTA
AGATCTGGGCATCTTTTGAATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGC
AGGGCAGATCTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGCG
CTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCAGGTGGGCAGCT
AGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACTCTTCTGAGCAAGAGAAGGGGA
GGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATTCAGCCAAGCTCAAGGMGAAGTGCAGTTAG
GGCTGGGAAGGGTCTACCCTCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTT
GCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCGA
GCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGC
AGCAGCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAG
GCTACCTGGTCCTGCATCACCANCAGCARCCTECACAGECGCAGTCGGCCCTGGAGTGCC
ACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCCGCCAGCAAGGGGCTGC
CGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCC
TGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCTTAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGA
GCGAGGCCAGCACCATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCA
GCAGCAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACAATTACT
TAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGTAAGGCAGTGTCGGTGT
CCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCTGAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGG
ATTGCATGTACGCCCCACTTTTGGGAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCC
CATTGGCCGAATGCAAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATA
CTGCTGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGAGCCTAG
GCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAACTGCCGTCTACCCTGT
CTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGCTGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACA
ACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGACCGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTC
GCATCAAGCTGGAGAACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGT
GCCGCTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTTCTGGGT
CACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATECTCECACACTCTCTTCACAGCCGAAGAAGGCCAGT
TGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGT GGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCG
GCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGAGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGC
CCCCTCAGGGGCTGGCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTG
GCGGCATEETCACCACACTCCCETATECCAGTCCCACTTGTGTCARAAAGCGAARATGGGCC
CCTGGATGGATAGCTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG

Figura 8. Secuencia de nucledtidos del exon 1 del gen RA. En rojo se
muestra el coddn de inicio del gen. En verde se sefialan las secuencias
utilizadas para el disefio de los cebadores (primers) y en amarillo se
destacan los repetidos CAG y GGC. En la secuencia de referencia se

aprecian 22 repetidos CAG y 17 repetidos GGC.
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Figura 9. Electroferogramas de los polimorfismos CAG y GGC. A, B. Trinucledtidos
CAG de 20y 24 repetidos. Cy D. Trinucledtidos GGC de 17 y 18 repetidos.
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Variables a medir en los grupos
e Principal: concordancia entre el niumero de repetidos CAG y GGC del receptor de

andrégenos.
e Secundarias: edad actual y edad de inicio de la alopecia.
e Alos participantes con AGA se identificara ademas el tipo de alopecia de acuerdo a la

clasificacion de Norwood-Hamilton.

Definiciones operacionales.

Concordancia fenotipica: Tanto el caso como su hermano presentan AGA.
Concordancia genotipica: Ambos hermanos presentan el mismo numero de repetidos

CAG/GGC (figura 10).
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Figura 10. Concordancia Genotipo/Fenotipo en AGA. A. La madre del caso
porta en un cromosoma X el alelo CAG de 22 repetidos y en el otro X
presenta un alelo de 24 repetidos (heterocigota), transmitiendo a sus dos
hijos afectados por AGA el cromosoma con el alelo de 22 repetidos. Se
muestra concordancia fenotipica y concordancia genotipica. B. En este caso
la madre también es heterocigota y transmitid al caso con AGA el
cromosoma X con 22 repetidos y al hermano sin alopecia, el cromosoma
con 24 repetidos, lo que se interpreta como discordancia fenotipica vy
discordancia genotipica.



ALOPECIA ANDROGENETICA: ESTUDIO FAMILIAR DE CONCORDANCIA DEL
NUMERO DE REPETIDOS CAG Y GGC DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

ANALISIS ESTADISTICO

Caracterizamos a la poblacién de estudio mediante el uso de estadistica
descriptiva tomando en cuenta las variables mencionadas previamente en los casos y
controles. Se disefid una base de datos con la finalidad de capturar la informacion

recogida y se empled el programa SPSS version 13.0 para el analisis estadistico.

Repetidos CAG/GGC

Se identificaron los niumeros de repetidos CAG y GGC en el exdn 1 del RA para cada
individuo y formacion de haplotipos CAG/GGC: corto/corto, corto/largo, largo/corto y
largo/largo. El calculo de las razones de momios (RM) se realizd con el programa
Statistical Analysis Battery for Epidemiologic Research (SABER) del CDC, Atlanta Georgia

(http://www.cdc.gov/ncbddd/birthdefects/research-tools.html).

Los haplotipos resultantes se clasificaron en 4 categorias:
1) Concordancia entre hermanos para el haplotipo CAG/GGC y para AGA.
2) Concordancia entre hermanos para el haplotipo CAG/GGC y discordancia para
AGA.
3) Discordancia entre hermanos para el haplotipo CAG/GGC y concordancia para
AGA.

4) Discordancia entre hermanos para el haplotipo CAG/GGC vy para AGA.

Kappa para el estudio de concordancia libre de azar

Una vez estimado el nimero de repetidos CAG/GGC del RA en cada trio analizado asi
como la presencia o no de AGA, se estimé la concordancia mediante el indice kappa que
se realizo con el programa de uso libre graphpad 2012,

(http://graphpad.com/quickcalcs/kappa2/).
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Estudio de desequilibrio de transmisién

Considerando que: los marcadores genéticos estudiados son multialélicos, que
ambos se encuentran localizados en el cromosoma X, que el rasgo de interés (AGA) sélo
se observa en los varones, que las madres Unicamente son informativas si son
heterocigotas, que la estructura familiar del trio es de caso-hermano-madre, decidimos
estimar la posible presencia de desequilibrio de transmision entre AGA y el nimero de
repetidos CAG/GGC mediante la prueba de asociacién FBAT (family-based association
test). El FBAT es un método estadistico basado en la prueba de desequilibrio de
transmisién (TDT) clasica para el analisis de marcadores en el cromosoma X (Jugessur A
et al. 2012), aplicable al modelo propuesto ya que el rasgo de interés afecta sélo a los
varones y las madres heterocigotas son informativas (Laird NM et al. 2000). El analisis
ademads permite estimar una magnitud de asociacidén entre los marcadores en estudio
cuando el padre no es informativo (Horvath S et al. 2000), como es el caso de nuestra
muestra. El FBAT se realizd usando el modelo genético aditivo para examinar la
asociacion entre los marcadores en el cromosoma X y la presencia de AGA. El paquete
estadistico  utilizado se  encuentra con acceso  gratuito en linea:

http://www.biostat.harvard.edu/fbat. Para todas las comparaciones utilizadas se

consideraron como estadisticamente significativas a una p<0.05.
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Aprobacion por parte de los Comités
de Etica e Investigacion en Humanos:

El Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos y el Comité de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubirdn”

aprobaron la realizacion del protocolo, numero de referencia: 1746.
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RESULTADOS

Considerando a las madres de los casos de la muestra inicial (39 trios), se observé
un 82.9% de heterocigocidad para el repetido CAG y del 35.9% para el repetido GGC. Se
excluyeron los 7 trios en los que las madres no eran informativas. La muestra final
estuvo integrada por 32 trios completos (caso con AGA, un hermano —con o sin AGA-vy la
madre).

La mediana de edad para los 32 casos indice con AGA fue de 26.0 (18-59), para el
grupo de 16 hermanos con AGA fue de 28.0 (19-57) y para el grupo de 16 hermanos sin
AGA de 26.5 (18-55). La mediana de edad de inicio de la AGA fue de 24 ainos con edades
qgue van de los 17 a los 40 afos. En la figura 11 se aprecian dos ejemplos de discordancia

y concordancia para el fenotipo estudiado.

Figura 11. Fenotipos de AGA. A y Al, hermanos discordantes para
AGA, el individuo A presenta alopecia tipo VIl y su hermano no
presenta AGA. B y B1 son hermanos concordantes para AGA, con
tipos Ill vértex y IVa, respectivamente.
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La proporcion de los diferentes tipos de AGA observados en 48 individuos (32
casos indice y 16 hermanos concordantes) se presenta en la tabla 7, el patrén mas

frecuente fue el tipo Il de la clasificacion de Norwood-Hamilton (37.5%).

Tabla 7. Distribucion de los fenotipos de AGA, de
acuerdo a la escala de Norwood-Hamilton en 48
individuos con AGA (32 casos y 16 hermanos)

Tipo de AGA Nimero Frecuencia (%)
I 9 18.8
Il 18 37.5
F} 5 10.4
[ 5 10.4
llla 1 2.1
v 4 8.3
\Y 0 0.00
IVa 1 2.1
\Y 2 4.2
Va 1 2.1
VI 1 2.1
Vi 1 2.1
Total 48 100.0%

Los resultados de la secuenciacion tipo Sanger se muestran en la tabla 8, se
pueden observar los trios analizados, propdsito-hermano-madre. Se presentan los
haplotipos CAG/GGC, y se muestra la segregacion de los haplotipos maternos a cada
hermano. En la sexta y séptima columnas el simbolo +/- corresponde a la presencia o
ausencia de concordancia fenotipica y genotipica entre ambos hermanos,

respectivamente.
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Tabla 8. Resultado del analisis de secuenciacidon del nimero de repetidos CAG y GGC

del receptor de andrégenos y concordancia para AGA en los 32 trios estudiados.

ID  Individual NRCAG NRGGC Alopecia AGAc Hap-c ID Individual NRCAG NRGGC Alopecia AGAc Hap-c
Concordant brothers for both traits Discordant brothers for both traits

1 Propositus 22 18 Yes - - 3 Propositus 27 18 Yes +
Brother 24 17 No Brother 24 18 Yes
Mother 22124 17118 Mother 24127 18/18

2 Propositus, 20 18 Yes + + 9 Propositus, 25 17 Yes - +
Brother 20 18 Yes Brother 25 17 No
Mother 20/22 17/18 Mother 24/25 17117

4 Propositus 25 17 Yes - - 17 Propositus 16 18 Yes + -
Brother 17 18 No Brother 20 17 Yes
Mother 17125 17/18 Mother 16/20 17/18

5 Propositus 22 17 Yes + + 18  Propositus, 20 17 Yes - +
Brother 22 17 Yes Brother 20 17 No
Mother 22124 1718 Mother 20/24 17117

6 Propositus, 21 18 Yes + + 20  Propositus 21 17 No - +
Brother 21 18 Yes Brother 21 17 No
Mother 21123 17118 Mother 21123 17117

7 Propositus 23 17 Yes - - 22 Propositus 19 17 Yes - +
Brother 22 17 No Brother 19 17 No
Mother 22/23 17117 Mother 19/22 17117

8 Propositus. 21 17 Yes + + 26 Propositus. 23 17 Yes + -
Brother 21 17 Yes Brother 20 17 Yes
Mother 20/21 17/18 Mother 20/23 17/18

10 Propositus 15 16 Yes - - 27  Propositus 19 17 Yes + -
Brother 25 17 No Brother 22 17 Yes
Mother 15/25 16/17 Mother 19/22 17117

11 Propositus 19 17 Yes - - 28  Propositus 22 17 Yes +
Brother 21 17 No Brother 21 17 Yes
Mother 1921 17117 Mother 21122 1717

12 Propositus 23 17 Yes + + 29  Propositus 22 15 Yes + -
Brother 23 17 Yes Brother 21 17 Yes
Mother 23125 1717 Mother 21122 15117

13 Propositus 20 17 Yes -
Brother 27 17 No
Mother 20727 17117

14 Propositus 24 17 Yes + +
Brother 24 17 Yes

15 Propositus 20 17 Yes
Brother 25 17 No

16 Propositus 24 17 Yes + +
Brother 24 17 Yes

19 Propositus 23 17 Yes - -
Brother 21 17 No

21 Propositus 19 17 Yes

Brother 20 18 No
Mother 19/20 17/18

23 Propositus 18 18 Yes + +
Brother 18 18 Yes

24  Propositus 23 17 Yes - -
Brother 25 18 No

25  Propositus 24 18 Yes

Brother 20 18 No
Mother 20124 18/18

30  Propositus 21 17 Yes - -
Brother 23 17 No
Mother 21/23 17/17

31 Propositus 21 17 Yes + +
Brother 21 17 Yes
Mother 21723 17117

32 Propositus 22 18 Yes + +
Brother 22 18 Yes
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Variacion de los repetidos CAG/GGC

Tomando en cuenta a los 32 pares de hermanos en conjunto, el repetido CAG
mostré una mediana de 21.5 (15-27) y el repetido GGC una mediana de 17 (15-18). La

distribucion para ambos trinucledtidos se observa en la figura 12.

20
18 4
16

314—
g12
< 10
8
6
a
: N
S .-

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 27 15 16
Numerode repetidos CAG

o N ®
o ©o o o

Frecuel

Frecuencia (%)
w Iy w
(=] o

BN
o o
L

o

17 18
Nameroderepetidos GGC

Figura 12. Distribucion del nimero de repetidos CAG y GGC en el exén 1 del

gen RA. La muestra esta integrada por un total de 64 sujetos.

La distribucidon del numero de repetidos con respecto al valor de la mediana nos
permitio clasificar los alelos CAG en cortos (<22 repetidos) y largos (223). Para los alelos
GGC, los alelos cortos tenian <17 repetidos y los largos un nimero >18. Los datos se
muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Frecuencias alélicas de los
polimorfismos CAG/GGC en 32 pares
de hermanos.

Polimorfismo n=64

Repetidos CAG

corto £22 42 (65.6%)

largo >23 22 (34.4%)
Repetidos GGC

corto <17 47 (73.4%)

largo 218 17 (26.6%)
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Considerando a los individuos que presentaban algun tipo de alopecia (n=48) y los
que no presentaron alopecia (n=16), se observé que la frecuencia de los alelos CAG
cortos fue de 68.7% en los alopécicos y de 56.2% en el grupo de individuos sin alopecia,
diferencia que no fue ES (OR=1.71, 1C95% 0.44-6.30, X*=0.37, p=0.54). Para el repetido
GGC, las frecuencias de los alelos cortos fueron muy similares, 72.9% y 75.0% para
alopécicos y no alopécicos, respectivamente (tabla 10). Las comparaciones entre la
frecuencia de los diferentes haplotipos posibles y la presencia de AGA no mostraron
diferencias ES. Tampoco hubo diferencias al considerar la frecuencia de los haplotipos
corto/corto, corto/largo, largo/corto y largo/largo entre el total de individuos con AGA

(n=48) y aquellos sin AGA (n=16), tabla 11.

Tabla 10. Frecuencias alélicas de los polimorfismos CAG/GGC en individuos

con AGA y sin AGA.

Individuos con Individuos sin AGA

AGA

Repetidos CAG (%)
corto 33 (68.7%) 9 (56.2%) 42/64
largo 15 (31.3%) 7 (43.8%) (65.6%)
Repetidos GGC (%)
corto 35 (72.9%) 12 (75.0%) 47/64
largo 13 (27.1%) 4 (25.0%) (73.4%)
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Tabla 11. Frecuencia de los haplotipos CAG/GGC en 32 casos indices

y 16 hermanos con AGA.

Haplotipo Casos y hermanos con AGA Hermanos sin alopecia
CAG/GGC n (%) n (%)
Corto/corto 22 (45.8) 7 (43.8)
Corto/largo 10 (20.8) 3(18.7)
Largo/corto 12 (25.0) 6 (37.5)
Largo/largo 4 (8.4) 0(00.0)

Total 48 (100.0) 16(100.0)

Prueba de Kappa para concordancia libre de azar.

Con los 32 trios se estimod el acuerdo total y libre de azar para la presencia de AGA
entre los pares de hermanos y la concordancia en el nimero de repetidos CAG/GGC, el
resultado de la concordancia haplotipo-fenotipo de acuerdo a las categorias
previamente descritas (tabla 12), fue el siguiente: 1) Diez pares de hermanos
concordantes para el haplotipo CAG/GGC y concordantes para AGA. 2) Cinco pares de
hermanos concordantes para el haplotipo CAG/GGC y discordantes para AGA. 3) Cinco
pares de hermanos discordantes para el haplotipo CAG/GGC y concordantes para AGA.
4) 12 pares de hermanos discordantes para el haplotipo CAG/GGC y discordantes para
AGA.
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Tabla 12. Frecuencias de los haplotipos CAG/GGC en 32 casos

indices y 16 hermanos con AGA.

Alopecia androgenética

Concordancia (+)  Concordancia (-)

Haplotipo Concordancia (+) 10 familias 5 familias

CAG/GGC Concordancia (-) 5 familias 12 familias

Acuerdo observado: 68.8%, acuerdo esperado 50.2%, kappa
ponderada libre de azar: 37.3%

Analisis de desequilibrio de transmision

Los resultados del andlisis de trios (propdsito, hermano y madre) no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la segregacion preferencial para algun alelo
de riesgo, ni al considerarse los marcadores en forma de multialelos (tabla 13) o al

clasificarse como alelos cortos/largos, p=0.30 y 1.00, respectivamente.
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Tabla 13. Resultados de la prueba de asociacion basada en familias
(FBAT) para los marcadores CAG/GGC del gen RA, ligados al

cromosoma X.

Marker Allele Freq. IF, n YA p
CAGn 15 0.016 1 1.000 0.317
16 0.026 2 -1.000 0.317

17 0.016 1 -1.000 0.317

18 0.021 1 1.414 0.157

19 0.068 4 1.342 0.180

20 0.156 10 -0.258 0.796

21 0.172 10 1.000 0.317

22 0.151 10 -0.243 0.808

23 0.130 9 -0.277 0.782

24 0.120 8 0.000 1

25 0.094 6 -1.134 0.257

27 0.031 2 -0.577 0.564

GGCn 15 0.016 1 0.000 1
16 0.016 1 1.000 0.317

17 0.714 14 -0.209 0.835

18 0.255 12 0.000 1

CAGn: Numero de repetidos CAG, GGCn: Numero de repetidos

GGC, IF: Familias informativas.
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DISCUSION

Si bien se sabe desde hace mas de un siglo que la AGA presenta cierta
predisposicion familiar, no se ha avanzado mucho en el conocimiento sobre posibles
genes implicados en su etiologia. El gen mas estudiado al respecto es el gen AR, el cual es
un gen que presenta en su estructura elementos de respuesta a andrégenos, asi como
multiples interacciones que permiten hipotetizar que pueda regular las concentraciones
de Ty DTH en el FP (Kallio PJ et al. 1996; Ellis JA, 1998; Gobinet J et al. 2002; Inui S e Itami
S, 2011). En el exén 1 del gen AR se encuentran dos repetidos de trinucledtidos muy
polimdrficos, el repetido CAG (poliglicina) y el GGC (poliglutamina) que han permitido
analizar en diversos estudios el tamafio de estos repetidos con el riesgo de AGA (Ding D et
al. 2004, Ellis JA y Harrap SB, 2001; Hillmer AM et al. 2005; Hillmer AM et al. 2008). La
presente investigacion permitid estudiar si la variacion en el tamafno de los repetidos CAG
y GGC en el gen AR se asocia con el riesgo de AGA, estudiando parejas de hermanos y
analizando si existian cambios en la frecuencia con que se heredan estos haplotipos de

riesgo a través de su madre.

Fenotipos de AGA

El fenotipo mas frecuentemente observado fue la AGA tipo Il, considerando los
tipos Il y lla de la clasificaciéon de Norwood-Hamilton. El fenotipo IV no fue observado en
ninguno de los casos estudiados. Las frecuencias de estos fenotipos difieren de lo
reportado en otros estudios en los que se observa un predominio de AGA tipo Ill (Salman
KE et al. 2017; Paik JH et al. 2001). Sin embargo, ajustando por edad de inicio de AGA, el
fenotipo observable en nuestra muestra es el mismo que en el estudio de Salman y cols.
(2017). Aproximadamente un 20% de los individuos participantes con AGA presentaron

AGA tipo |, frecuencia que es mayor a la reportada en otras series en las que el tipo | es
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menor al 5%. Lo anterior se puede explicar por las edades de los participantes reclutados,

cuya mediana de edad fue de 26 y 28 respectivamente para casos y hermanos con AGA.

Repetidos CAG y GGC

La frecuencia de heterocigosidad en las madres de los casos incluidos para el
polimorfismo CAG del gen RA fue muy similar (82.9%) al reportado en poblacion asiatica
(Karasawa M et al. 2001), en la que se reporta del 88.0% y superior a la reportada
(76.5%) en mujeres con sindrome de Turner en Brasil (Figueiredo CC et al. 2008). Este
porcentaje de heterocigosidad permite considerar al repetido CAG como un muy buen
marcador genético para rasgos ligados al cromosoma X cercanos al gen AR.

El valor de la mediana para el nimero de repetidos CAG (21.5) y GGC (17) fueron
las mismas que se han reportado en poblacidn espanola, africana, asiatica, brasilena y
caucasica (Irvine RA et al. 1995; Karasawa M et al. 2001; Suter NM et al. 2003; Silva-Neto
B et al. 2008; Mehdipour P, 2011). La mediana mas corta para el repetido CAG, de
acuerdo con la literatura universal, es para la poblacién mediterranea de la costa de
Ivory, con una mediana de 19 (14-24) repetidos (Esteban E et al. 2006).

La frecuencia de alelos CAG cortos (categorizados al igual que en el presente
trabajo) se ha reportado del 75%, 62% y 49% para poblaciones afro-americana, caucasica
y asiatica, respectivamente, tanto en poblacién control como con cancer de proéstata
(Irvine RA et al. 1995). La proporcidn de alelos CAG cortos en nuestra muestra fue del
65.6% (Tabla 10), mas parecida a la de poblacidén caucasica.

Considerando el repetido GGC, observamos que mas del 70% de los sujetos
analizados mostraron un tamano de 17 repetidos (Figura 12). En otras poblaciones los
repetidos mas frecuentemente observados son de 15 expansiones (22%) y de 16
expansiones (56.8%-70.3%) (Sawaya ME y Shalita AR, 1998; Goodarzi HR et al. 2012). La

frecuencia de alelos GGC cortos en nuestra muestra total fue del 73.4% (Tabla 10),
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comparada con un 61%, 27% y 11% reportada para afro-americanos, caucasicos y
asiaticos, respectivamente (Irvine RA et al. 1995).

CAG mostro alelos de 15 a 27 repetidos y GGC alelos de 15 a 18, diferente a otras
13 poblaciones en las cuales las repeticiones descritas van desde 10 a 31 para CAG y de 8
a 17 para GGC (Esteban E et al. 2006). Un trabajo en la literatura reporta un mismo
numero de alelos para CAG (Radpour R et al. 2007) en un grupo control de varones
iranies. En cuanto al repetido GGC, Esteban E y cols. (2006) establecen que las
poblaciones de Grecia y un extracto de individuos de Sardinia tienen una variacion de
alelos muy reducida, de 2 y 3.

Consideramos que estas variaciones importantes en el tamano de los repetidos
pudieran estar explicadas en gran medida por diferencias inherentes a la raza. Un
trabajo realizado por Kittles y cols. (2001), quienes analizaron los repetidos CAG/GGC en
un grupo control y otro rasgo dependiente de andrdgenos, el cancer de prdstata,
presentd diferencias claras entre diferentes muestras poblacionales. El estudio incluyd
varones del Oeste de Africa (n=520), Europeo-americanos (n=90), Chinos de Taiwan
(n=60), nativos Americanos del sureste de Estados Unidos (n=103) y dos etnias africanas,
Nigerianos (n=85) y el pueblo Mende de Sierra Leona (n=240). Los afroamericanos
presentaron el mayor grado de diversidad para el marcador CAG y el grupo de Sierra
Leona el mayor grado de diversidad para el alelo GGC. El repetido CAG mostré 11 alelos
diferentes en la poblacién Europea-Americana y 21 alelos diferentes para la poblacidn
Afroamericana. Para GGC, el numero de alelos fue de 4 para los Asidticos y Europeo-
Americanos y de 17 para la poblacion Afroamericana. Para las poblaciones africanas el
haplotipo CAG/GGC mas comun fue de 16/16 repetidos y en las poblaciones no africanas
el haplotipo mas comun fue de 20/15 repetidos. En nuestra muestra identificamos 19
haplotipos CAG/GGC diferentes, el mas frecuente fue el de 21/17 repetidos (17.18%), el
cual es mas similar al observado en el conjunto de poblaciones no africanas. Gilbert SM y

cols. (2002) y Irvine RA y cols. (1995) demostraron desequilibrio de ligamiento entre los
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repetidos CAG/GGC solo para poblacion africana y lo atribuyen a las multiples mezclas
entre etnias diferentes (admixture) a los que se ha visto expuesta la poblacion africana.
Concordancia entre tamaio de repetidos y AGA

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
numero de individuos con alopecia y sin alopecia con respecto a la frecuencia de
haplotipos cortos/largos (Tabla 11) y tampoco en el andlisis de concordancia haplotipo-
fenotipo, evaluado mediante la prueba de kappa libre de azar (k=0.373) (Tabla 12).
Tampoco hubo diferencias en la segregacion de los haplotipos al analizarse los trios
(Tabla 13), utilizando la prueba de TDT (F-BAT) para marcadores ligados al cromosoma X.
Aunque la inclusion de casos fue consecutiva y no se selecciond por gravedad del
fenotipo de la AGA, no podemos descartar un exceso del haplotipo de riesgo (CAG
corto/GGC corto) en los casos sin AGA, por simple azar. Por otro lado, la mediana de
edad de los participantes fue menor a la reportada en otros estudios y esto pudiera
haber afectado la frecuencia de fenotipos de AGA mayor a Il en los que probablemente
hubiera un mayor nimero de haplotipos de riesgo. No tenemos certeza de que los
individuos de mayor edad, con un fenotipo de AGA mas grave, hubieran mostrado las
mismas variaciones en el tamafio de los repetidos.

Una ventaja del presente estudio es que analiza ambos repetidos en conjunto,
existe un mayor numero de reportes para las variaciones en el tamafio de CAG
comparado con GGC y pocos son los estudios que involucran al haplotipo en relacién con

AGA.

Otras regiones cromosomicas o genes implicados en AGA

Al menos otros dos loci se han reportado asociados con la presencia de AGA, 3926
(MIM# 109200) y 20p11.22 (MIM#612421), referidos como alopecia androgenética tipos
II'y Il respectivamente. Hillmer y cols. (2008a) utilizando la estrategia de genomewide

linkage study (GWAS) en 95 familias con AGA y ampliando el analisis con mapeo a fina
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escala en una muestra de 125 familias alemanas, encontraron presencia de ligamiento
con la regidn 3g26. Sin embargo, no se ha observado confirmacién en otras poblaciones.
En ese mismo ano, Hillmer y cols. (2008b) estudiaron 1,437 varones con alopeciay 1,338
controles, observando que el 14% de los varones portaba al menos un alelo de riesgo
tanto en el gen AR como en 20p11.22, asociandolo con riesgo para AGA, OR: 7.12,
p=3.7x10-15.

Brockschmidt y cols. (2011) analizaron una muestra de 581 alemanes con AGA
avanzada y 617 controles, también utilizando un estudio de GWAS, identificaron un
locus asociado que confirmaron con otro estudio independiente ahora en una muestra
de alopécicos de origen australiano. La variante genética que mas aportd riesgo para
AGA fue rs756853, p=1.64x10-7. Este SNP se localiza intronicamente en el gen de la
desacetilasa 9 de histona (HDAC9), el cual interactua en la via de seializacién del gen AR.
Analizando la expresién de este gen se detectd su presencia en todos los tejidos
analizados (n=20), mostrando una maxima expresién en tejido muscular, ademas de
expresarse en foliculos pilosos, piel y cuero cabelludo. Los autores sugieren que HDAC9
es otro gen candidato para la lista de genes que participan en AGA.

Goodarzi y cols. (2012) reportaron la sobre-regulacién de microRNAs en papilas
dérmicas de sujetos alopécicos en comparacidon con sus controles, entre estos micro-
RNAs se encuentran: miR-221, miR-125b, miR106b y miR-410, sugiriendo una posible
contribucién a la etiopatogenia de la AGA. En este mismo sentido, Hochfeld y cols.
(2018) también demostraron que al menos son 143 genes los expresados
diferencialmente entre células de la regiéon frontal y la region occipital. El estudio
disntinguidé 7 regiones gendmicas candidatas para AGA, 6 de las cuales no habian sido
identificadas previamente. La regién ya mencionada por Heilmann-Heimbach et al.
(2017), en 3922.2, incluye al gen EPHB1, un ligando del receptor de estrégenos.

Cobb y cols. (2011) postularon que podria haber una metilacién diferente de islas

CpG en los FP de la regidn occipital comparada con los FP del vértex del cuero cabelludo.
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Para probar su hipdtesis estudiaron muestras de cuero cabelludo de 24 varones con AGA
correspondiente a los tipos llI-VI. Comparando los patrones de metilacion del gen AR en
la vaina epitelial externa de la raiz del FP de ambas regiones, observaron que la
metilacion de los FP en el vértex fue > 80% comparado con el 1.7% de metilacion en los
FP del area occipital. Asi mismo, identificaron que un porcentaje de metilacion alto
(=30%) fue mas frecuentemente observado (5.7%) en los FP de la regidn occipital que en
los del vértex (0.3%), p>0.0001. Sus resultados sugieren que es posible que la metilacion
incrementada del AR protega a los FP occipitales del proceso de MNA y pérdida de

cabello.

Otros factores de riesgo explorados en AGA

Independientemente de los genes relacionados a la AGA, el estudio de la
interaccidon gen-ambiente y de factores no genéticos ha recibido poca atencién. Algunos
de los factores estudiados tienen que ver con el estilo de vida, el tipo deporte practicado
y exposiciones ambientales adversas -exposicion fotosolar en exceso, uso de gorras,
empleo de productos estéticos para el cabello y secadora de pelo, entre otros- (Su LH y
Chen HH, 2011; Gatherwright J et al. 2013; Wang TL et al. 2010).

El tabaquismo asociado a un indice de masa corporal >25 ha mostrado ser un
importante factor de riesgo para AGA, RM: 6.72 (2.57-17-60) (Fortes C et al. 2017). En
contraste, el consumo de café parece promover el crecimiento del FP, al menos en
estudios in vitro (Fischer TW et al. 2007). Actualmente se emplea como un auxiliar
cosmético para el tratamiento de la AGA (Bansal M et al. 2012; Dressler C et al. 2017).

Fortes C y cols. (2018) para evaluar si la dieta mediterranea, rica en hierbas y
verduras frescas, determina en alguna medida el riesgo para AGA, llevaron a cabo un
estudio de casos (n=104) y controles (n=108). Al ajustar por edad, educacidn, indice de

masa corporal e historia familiar, observaron que el consumo de vegetales crudos igual o
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mas de 3 veces por semana y el consumo de hierbas frescas fueron factores de
proteccion para AGA, RM: 0.43 (0.21-0.89) y RM: 0.44 (0.22-0.87), respectivamente.

Ademas de los ya sefialados, diversos estudios de asociacién han explorado la
relacion entre AGA y enfermedad cardiovascular (Cotton SG et al. 1972), resistencia a la
insulina (Matilainen V et al. 2003), hipertensién (Ahouansou S et al. 2007), perfil de
lipidos alterado (Sadighha A et al. 2009), obesidad (Hirsso P et al. 2007), indice de masa
corporal (Su LH y Chen TH, 2010) y sindrome metabdlico (Ertas R et al. 2016; Lie C et al.
2018). Los resultados si bien no han sido consistentes en todas las poblaciones, ha
promovido la inclusién de estos otros factores en el abordaje de la AGA.

Con lo mencionado anteriormente, consideramos que otra limitante en nuestro
estudio es el no haber evaluado de manera concomitante con los haplotipos CAG/GGC,
los factores de riesgo descritos para AGA: niveles séricos de hormonas esteroideas,
habitos alimentarios, ocupacion, nivel socioecondmico, clima de la ciudad donde viven

los sujetos, grado de estrés y las comorbilidades ya mencionadas.

Nuevos descubrimientos en AGA

Recientemente, Stamatas GN vy cols. (2017), identificaron variaciones en la
expresion de genes y vias de sefalizacién alteradas al comparar biopsias de cuero
cabelludo de pacientes con AGA antes y después del tratamiento con minoxidil al 5%. El
estudio se basé en el empleo de iPANDA (analisis de descomposicion de redes de vias de
activacion —Pathway Activation Network Decomposition Analysis-) in silico. Los
resultados mostraron que ambas regiones muestran una sobre-regulacidon de genes de
proteinas asociadas a la queratina. Fueron 29 los transcritos desregulados en el cuero
cabelludo de la regién del vértex y 39 en la regién frontal. Asi mismo, se evidencié una
regulacion a la baja de las vias de sefalizacion de ILK, Akt y MAPK después del
tratamiento. Lo anterior sugiere que el control de la inflamacién en conjunto con Ia

estimulacion de la queratina pudiera mejorar el crecimiento del cabello en esta entidad.
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Otra via de sefializacion novedosa que comienza a estudiarse en la AGA es la via de
Wnt, cuyas sefiales se encuentran generalmente activas en todas las células y participan
en el desarrollo temprano, el crecimiento y el mantenimiento de muchos tejidos. Esta via
tiene algunas propiedades Unicas como son un periodo de accidén corto y el predominio
de la mediacion de sefiales locales entre células adyacentes (vecinas). La actividad de
Wnt/B-catenina en las papilas dérmicas del cuero cabelludo con alopecia se encuentra
desregulada posiblemente por mediacién de los andrégenos, lo que daria lugar a la
pérdida de cabello (Premanand A y Rajkumari BR, 2018). Los autores sugieren que
modulando la transactivaciéon del AR y estabilizando la via ya sefialada podria curar,
revertir y prevenir la pérdida de cabello en AGA con efectos indeseables minimos.

En una ultima revision realizada previo a la culminacion de esta tesis, Pirastu N y
cols. (2018) realizaron un estudio de GWAS con la finalidad de descifrar la arquitectura
genética de la AGA. Los autores encontraron 71 loci asociados significativamente, 30 de
los cuales no se habian descrito previamente. Los loci mencionados contribuian con el
38% de la heredabilidad total de la AGA, los SNP’s en cuestion explicaban el 32% de la
contribucién por autosomas y el 12% de la contribuciéon por el cromosoma X. Este
estudio ademds de incrementar el niumero de loci asociados a la AGA, provee
informacion suficiente para considerar que la AGA es uno de los rasgos complejos mas

heredables.

Nuevas hipétesis

Recientemente, English RS Jr. (2018) propone un modelo de patogénesis de AGA
basado en la relacidn causal entre la DHT y la AGA. Su hipodtesis propone que 1) La
tension a la que se somete el cuero cabelludo de la gdlea aponeurética, de forma
crénica, induce una respuesta inflamatoria en tejidos predispuestos a AGA. 2) La DHT
incrementa en esos tejidos pronos a la alopecia como parte de su respuesta inflamatoria

y 3) La DHT no miniaturiza de manera directa al FP. Actua como mediador del
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engrosamiento del tejido dérmico, de la fibrosis perifolicular y de la calcificacion. Estas
tres condiciones remodelan los tejidos propensos a alopecia, restringiendo el espacio de
crecimiento del FP, la oxigenacion del mismo y el suministro de nutrientes. En

consecuencia, se da una MNA lenta y persistente, caracteristica de la AGA.

Propuestas futuras al trabajo de investigacion

La ausencia de una asociacion entre los haplotipos CAG/GGC del gen AR y la AGA
en nuestra muestra no descarta la posibilidad de una contribucidn, augnue sea menor,
en su desarrollo. El estudio de los genes candidatos reportados previamente en los
estudios de GWAS deberia de ser reproducido en otras poblaciones para poder mostrar
consistencia en los hallazgos. Ademas, se propone el empleo de otras estrategias de
analisis de este rasgo: 1) El estudio de exoma completo en familias bien seleccionadas en
los que la AGA segregue de forma tal que sugiera un modo de herencia mendeliano
(autosémico dominante, autosémico recesivo o ligado al X) para poder identificar genes
relacionados que auln no se han identificado. A nuestro entendimiento, revisando en la
literatura médica, no existe un estudio de exoma realizado en AGA excepto en alopecia
universalis (Lee S et al. 2013). 2) Analisis diferencial de transcriptoma en FP de las
regiones occipital y del vértex de sujetos con y sin AGA categorizadas por edades, con la
finalidad de poder concoer mas sobre las proteinas implicadas y si existe alguna
expresion temporal de los transcritos en cuestidn que pudieran detonar el inicio de AGA.
3) Comparacion en la expresion de miRNAs comparando cuero cabelludo de adultos con
AGA y cuero cabelludo de nifios sometidos a biopsia de cuero cabelludo para identificar
posibles diferencias en la expresion temporal de estas moléculas. 4) Estudio de vias de
sefializacion en células de FP expuestas a diferentes sustancias en modelos animales
para AGA, actualmente el ratdn transgénico queratina5-AR humano (Crabtree JS et al.

2013) expuesto a altos niveles de DHT mimetiza los efectos del AGA en cuero cabelludo.
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Finalmente, los resultados aqui mostrados permitieron contestar las tres hipdtesis
planteadas en el presente trabajo: 1) No existe una concordancia mas alla que la
esperada por el azar entre el nimero de repetidos CAG/GGC del RA y la presencia de
AGA en pares de hermanos. 2) El haplotipo de alelos cortos/cortos de CAG/GGC no es un
factor de riesgo para AGA. 3) No fue posible demostrar una posible segregacion
preferencial de los alelos cortos/cortos de CAG/GGC en sujetos con AGA.

Nuestros resultados apoyan que la AGA no es resultado de variantes genéticas en
un solo gen, sugiriendo que el fenotipo de AGA es de etiologia multifactorial resultado
de la interaccion una determinada predisposicidon genética y factores ambientales
diversos. Posiblemente las variantes en el gen del receptor de andrégenos en interaccion
con otro(s) gen(es) con efecto epistatico aditivo pudiesen explicar en parte importante la

presentacion de la AGA.
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CONCLUSIONES

e La frecuencia de los tipos | y Il de AGA es la muestra estudiada es mayor a la
observada en otras series.

e La mediana de repetidos CAG y GGC en la muestra estudiada es similar a la
reportada previamente en poblacion africana, asiatica y caucasica.

e El nimero de repetidos CAG/GGC fue menos polimérfico comparado con otras
poblaciones analizadas, sobre todo para el alelo GGC para el que sdlo
encontramos 4 variantes genéticas.

e La concordancia libre de azar para el nimero de repetidos CAG/GGC y AGA en los
pares de hermanos fue menor a la esperada por el azar (kappa=0.373).

e El repetido CAG resultdé ser un buen marcador genético para el estudio de la
segregacion del cromosoma X materno en AGA.

e El presente estudio es uno de los pocos en la literatura que analiza haplotipos del
gen AR en relacién a la presencia de AGA, mostrando que para nuestra muestra
de familia no existe dicha asociacion.

e Nuestros hallazgos sugieren que la AGA no es resultado de variaciones en un solo
gen (AR).

e De acuerdo con estudios recientes, la AGA tiene una heredabilidad del 38% con
mas de 71 loci asociados de manera estadisticamente significativa y no se
descarta que la AGA sea resultado del efecto epistatico en genes ligado al

cromosoma X o en interaccidn con otros genes autosdmicos.
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Figura 6. Estructura del gen del receptor de andrdgenos y estructura secundaria de la
proteina RA.

Obsérvese en el exén 1 la presencia de los repetidos de trinucledtidos que codifican para
poliglutaminas (CAG) y poliglicinas (GGC).

Figura 7A. Estructura del gen del receptor de androgenos y estructura secundaria de la
proteina RA.

Chamberlain NL, Driver ED, Miesfeld RL. The length and location of CAG trinucleotide
repeats in the androgen receptor N-terminal domain affect transactivation function.
Nucleic Acids Res. 1994 Aug 11;22(15):3181-6.

Figura 7B. Correlacion del nimero de repetidos CAGn y GGCn del gen RA. A. Actividad
de transactivacion del RA que correlaciona de manera inversa con el nimero de
repetidos CAG (poliglutamina). MMCAT: plasmido reportero, TAT3CAT: gen reportero.
B. Se observa que el numero de repetidos GGC afecta de manera inversa los niveles de
proteina RA (AR total/célula). Fuente: Chamberlain NL, 1994 y Ding D, et al. 2005.

Figura 8. Secuencia de nucledtidos del exdn 1 del gen RA. En rojo se muestra el coddn
de inicio del gen. En verde se sefialan las secuencias utilizadas para el disefio de los
primers y en amarillo se destacan los repetidos CAG y GGC. En la secuencia de referencia
se aprecian 22 repetidos CAG y 17 repetidos GGC.
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Figura 9. Electroferogramas de los polimorfismos CAG y GGC. A, B. Trinucleétidos CAG
de 20y 24 repetidos. Cy D. Trinucleétidos GGC de 17 y 18 repetidos.

Figura 10. Concordancia Genotipo/Fenotipo en AGA. A. La madre del caso porta en un
cromosoma X el alelo CAG de 22 repetidos y en el otro X presenta un alelo de 24
repetidos (heterocigota), transmitiendo a sus dos hijos afectados por AGA el cromosoma
con el alelo de 22 repetidos. Se muestra concordancia fenotipica y concordancia
genotipica. B. En este caso la madre también es heterocigota y transmitié al caso con
AGA el cromosoma X con 22 repetidos y al hermano sin alopecia, el cromosoma con 24
repetidos, lo que se interpreta como discordancia fenotipica y discordancia genotipica.

Figura 11. Fenotipos de AGA. A y Al, hermanos discordantes para AGA, el individuo A
presenta alopecia tipo VIl y su hermano no presenta AGA. B y B1 son hermanos
concordantes para AGA, con tipos Il vértex y IVa, respectivamente.

Figura 12. Distribucion del nimero de repetidos CAG y GGC en el exdn 1 del gen RA. La
muestra esta integrada por un total de 64 sujetos.
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Apéndice 1

Extraccion de DNA de sangre periférica con técnica de sales.

1. Obtener una muestra de sangre periférica de aproximadamente 5 ml. de
sangre en tubo vacuttainer® con EDTA (tapdn morado)

2. Centrifugar la muestra a 5000 rpm por 10 minutos y separar el plasma
Etiqueta dos microtubos de 1.5mL
Tomar 1mL de sangre y transferir a los microtubos
Adicionar 0.6-0.7mL de TTS*
Homogenizar cada tubo con pipeta
Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos. Decantar el sobrenadante.
Resuspender el botdn en 1mL de TTS*.
. Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos. Decantar el sobrenadante.

10 Resuspender el botdén en 1mL de TTS*.

11. Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos. Decantar el sobrenadante.

12.Resuspender el botén en 1mL de TTS*.

13. Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos. Decantar el sobrenadante.

14.Resuspender el botén en 0.57mL de NaCl 5.0mM* y alicuotar cada tubo en
dos.

15. Adicionar a cada tubo 30uL de SDS** al 10%.

16.Homogenizar en el vortex por 5 minutos.

17.Adicionar 180uL de NaCl saturado.

18.Homogenizar en el vortex por 5 minutos.

19. Centrifugar a 14 rpm durante 25 minutos.

20.Recuperar el sobrenadante.

21.Adicionar 600puL de SEVAG' y agitar vigorosamente hasta que la solucién se
torne blanca.

22.Centrifugar a 14 rpm durante 25 minutos.

23.En un frasco de cristal de 15mL poner 4mL de etanol absoluto frio (-20°C).

24. Etiquetar el frasco.

25.Transferir la fase superior de los viales centrifugados al frasco de vidrio
etiquetado y almacenar por lo menos 12 horas a -20°C.

26. Etiquetar un microtubo de 0.6mL.

27.Con micropipeta y punta amarilla recuperar el DNA precipitado y
depositarlo en el microtubo de 0.6mL etiquetado.

28. Adicionar dos volumenes de etanol al 70%.

29.Centrifugar a 14000 rpm. Durante 10 minutos.

30. Realizar dos lavado con etanol al 70%.

31.Decantar el etanol y dejar secar el DNA.
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32. Adicionar 300puL de agua estéril 100 y rehidratar a 65°C durante 1 hora.
33.Conservar el DNA a -8°C.

Reactivos y soluciones:
*TTS: Tris pH 7.4 10 mM: 0.1211g de trizma base (ajustar el pH con HCI); 1.0mL de

Triton X-100 al 1.0%; 10.269g de sacarosa 300mM; aforar con agua destilada a
100mL. Esterilizar por filtracién. Conservar a 4-8°C.

$¥NaCl 5.0mM: 0.0584g de NaCl, aforar a 200mL con agua destilada. Esterilizar por
autoclave.

**SDS: Lauril sulfato de sodio.

SEVAG: 49:1, cloroformo: alcohol isoamilico.
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Apéndice 2

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

19.

Extraccion de DNA de mucosa oral y orina.

1. Centrifugar las muestras a 3000 rpm durante 15 minutos.

2. Decantar el sobrenadante y recuperar el botén celular.

3. Preparar para cada muestra 120uL de EDTA 0.5M (pH 8.0) + 500uL de solucién de
lisis nuclear. Mantener la mezcla en hielo, a temperaturas bajas la muestra puede
tornarse opaca.

4. Agregar a cada botdn celular 600uL de la mezcla anterior + 70uL de proteinasa K
[10mg/mL].

5. Resuspender el botdn celular con la punta de la micropipeta y transferir la
suspension a un microtubo de 1.5mL.

6. Dejar en incubacién a 65°C durante un minimo de 24 hrs.

7. Agregar a cada microtubo que contiene la muestra digerida, 200uL de solucion de
precipitacion de proteina a temperatura ambiente. NOTA: si la solucién es muy
viscosa y hay un exceso de proteina a simple vista, se pueden agregar otros 200uL de
la solucién.

8. Agitar los microtubos en el vértex durante 20 segundos y meter los tubos en hielo
por 5 minutos.

9. Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos.

Preparar microtubos de 1.5mL con 600uL de isopropanol.

Recuperar el sobrenadante que contiene el DNA en el microtubo de 1.5mL con
isopropanol a temperatura ambiente.

Mezclar suavemente por inversidn hasta observar las hebras blancas que
corresponden al DNA.

Dejar en hielo por 30 minutos. Es recomendable dejar toda la noche a -20°C.
Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Decantar el sobrenadante.

Adicionar 600puL de etanol al 70% a temperatura ambiente e invertir suavemente
varias veces para lavar el DNA.

Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Decantar el etanol y dejar los tubos invertidos sobre un papel absorbente hasta que
el DNA se seque por completo.

Adicionar 100puL de solucion e rehidratacién de DNA y rehidratar a 65°C durante 1
HORA. Conservar el DNA a 2-8°C.
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