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Resumen  El sindrome de poliquistosis ovéarica (PCOS) es un desorden endocrino-metabdlico de naturaleza
multifactorial, con una marcada predisposicion genética, que afecta al 6% de las mujeres en edad
reproductiva. Se caracteriza por la presencia de hiperandrogenismo, oligo-anovulacion y ovarios poliquisticos.
Entre los genes candidatos se encuentran aquellos que codifican para enzimas que actlan en la sintesis de
andrégenos. Dos de los genes candidatos son el CYP17 y el CYP11la que codifican para la 17a hidroxilasa
(P45017a) y para el P450scc (colesterol side chain cleavage) respectivamente. Los polimorfismos en estos genes
estan asociados al desarrollo del fenotipo hiperandrogénico. Nuestro objetivo fue analizar las frecuencias alélicas
de los polimorfismos de los dos genes mencionados en poblacion con PCOS, compararla con poblacién normal
y analizar la relacion de cada variante alélica con el fenotipo hiperandrogénico correspondiente. Se analizaron
65 pacientes y 58 controles sanos en los que se determinaron niveles de testosterona y frecuencia de poli-
morfismos en los genes mencionados. Se observé una diferencia estadisticamente significativa cuando se aso-
ci6 el grupo de mayor nivel de androgenemia con la presencia del genotipo A2/A2 del gen CYP17, y se halla-
ron mayores niveles de andrégenos circulantes en las pacientes con PCOS portadoras del alelo 216- del gen
CYP11la. Nuestros resultados sugieren que ambos alelos juegan un rol menor en el desarrollo de PCOS y po-
drian ser considerados como potenciales marcadores de riesgo genético para el desarrollo del fenotipo
hiperandrogénico.
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Abstract Polymorphism in CYP11 o and CYP17 genes and the etiology of hyperandrogenism in pa-
tients with polycystic ovary syndrome . The polycystic ovary syndrome (PCOS) is a heterogene-
ous multifactorial endocrine metabolic disorder with genetic predisposition affecting 6% of women in the repro-
ductive age. This syndrome is characterized by the presence of oligo-anovulation, hyperandrogenism and poly-
cystic ovaries. Several genes have been postulated as responsible for the etiology of this disorder. Among these
genes are those encoding the enzymes involved in the ovarian androgen biosynthesis. Two of the candidate
genes are the CYP17 and the CYP11a, encoding the 17-a-hydroxylase (P45017a) and the cholesterol side chain
cleavage (P450scc) respectively. The polymorphisms of these genes are linked to the development of an
hyperandrogenic phenotype. The aim of this work was to analyze the allelic frequencies of such polymorphisms
in a cohort of women with PCOS and to compare them with those of healthy women. Furthermore, the correlation
between each allelic variant and the corresponding hyperandrogenic phenotype was also assessed. Therefore, 65
patients and 58 age matched healthy controls were analyzed. The serum levels of testosterone and the frequency
of each polymorphism were determined. When the PCOS population was analyzed, a significant statistical differ-
ence was found when relating the group with the highest androgenemia level with the presence of A2/A2 genotype
of CYP 17 gene, and a higher level of circulating androgen was found in PCO women carrying the 216- allele of
CYP11a gene (that did not reach statistical significance). Our results suggest that both alleles play a minor role in
the development of PCOS and could be a genetic risk marker of the hyperandrogenic phenotype.
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El sindrome de ovarios poliquisticos (PCOS) es un
desorden heterogéneo caracterizado por hiperan-
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drogenismo, oligo-anovulacién cronica y la presencia de
ovarios poliquisticos.

Este desorden, considerado uno de los mas frecuen-
tes en mujeres en edad reproductiva, alcanza aproxima-
damente a un 6% de esta poblacion.

Si bien su etiologia aiin permanece sin esclarecerse,
actualmente se lo considera un desorden de naturaleza
multifactorial. Esta definicion implica una predisposicién
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poligénica caracterizada por la interaccién de variacio-
nes genéticas que ejercen un efecto menor en el desa-
rrollo del fenotipo y la presencia de factores ambientales
desencadenantes®.

Debido a que en este sindrome estan afectadas basi-
camente dos vias endocrino-metabdlicas: esteroideogé-
nesis gonadal y accién periférica de la insulina, se han
postulado numerosos genes candidatos para esclarecer
la etiologia genética del desorden. Entre estos genes se
encuentran aquellos que codifican para enzimas que
actian en la sintesis de andrégenos.

Dos de los genes candidatos son los que codifican
para la enzima 17a hidroxilasa o citocromo P45017a y
para el citocromo P450scc (colesterol side chain cleavage)
denominados CYP17 y CYP11la respectivamente?.

Numerosos estudios han tratado de relacionar las dis-
tintas variantes genéticas en los genes candidatos con el
fenotipo presentado por las pacientes, pero los resulta-
dos son controvertidos. Esta situacion puede deberse
entre otras cosas a la heterogeneidad del sindrome, los
diferentes criterios diagndsticos utilizados, y por los dife-
rentes background genéticos de las poblaciones estu-
diadas.

Hay numerosas publicaciones donde se avala la au-
mentada expresion de P45017a y P450scc en células
de la teca de ovarios de pacientes con PCOS?5.

P45017a es una enzima clave en la sintesis de
androgenos, tanto en génadas como en glandula adrenal.
El gen que codifica para dicha enzima se localiza en el
brazo largo del cromosoma 10. Se ha descrito un
polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) en el promotor
de este gen, que se encuentra a —34 bases del sitio de
iniciacién, y corresponde a una sustitucién de T/C que
genera un nuevo sitio de union al factor de trascripcion
Spl, situacién que se postula como la causa de un au-
mento en la expresion de dicho gen®.

Los alelos generados por el SNP mencionado son: A
que presenta Ty A, que presenta C en dicha posicion. La
presencia de la variante alélica A, se asocid con un exce-
so de andrégenos circulantes.

El paso limitante en la esterodeogénesis, tanto a nivel
gonadal como adrenal, después de la introduccién del
colesterol a la mitocondria esta catalizado por la enzima
P450scc. El gen que codifica para dicha enzima se loca-
liza en el cromosoma 15 y presenta un polimorfismo que
consiste en un microsatélite ubicado en el promotor del
gen CYP11a, este microsatélite es un repetitivo de un
penta nucleotido (TTTTA) que se ubica a —528 bases
del sitio de inicio del gen. El nimero de repeticiones
descripto en la literatura es de n:4, 6, 8 y 9. El alelo mas
frecuente es el n:4, y da origen al denominado alelo 216+;
y los alelos con n diferente a 4 que dan origen al alelo
216- se asociaron al desarrollo del fenotipo hiperandro-
génico de las pacientes con PCOS. Se postuld que este
microsatélite actuaria como enhancer en la expresion de
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dicho gen, y por lo tanto la presencia del alelo 216- se
asocié con un exceso de andrégenos circulantes’.

El objetivo de este trabajo fue analizar las frecuencias
alélicas de los polimorfismos de los dos genes mencio-
nados en poblacién con PCOS, compararlas con pobla-
cién normal y analizar la relacion de cada variante alélica
con el fenotipo hiperandrogénico correspondiente.

Materiales y métodos

Se analizaron muestras provenientes de pacientes con diag-
nostico de PCOS segln los criterios diagnésticos de
Roétterdam 2003, que acudieron al Servicio de Ginecologia de
la Clinica de Endocrinologia y Metabolismo Dr. Reforzo
Membrives. Todas las pacientes firmaron el correspondiente
consentimiento informado.

Se estudiaron las siguientes poblaciones:

- 65 pacientes con diagndstico confirmado de PCOS.

- 58 controles sanos de sexo femenino.

Se determind el nivel de testosterona circulante por me-
dio de la técnica de radioinmunoandlisis (RIA). Las pacien-
tes afectadas con PCOS presentaban amenorrea. Las mues-
tras en los controles normales fueron tomadas dentro de los
primeros 5 dias del ciclo.

Anadlisis moleculares

El SNP del gen CYP17 se realiz6 por medio de la técnica
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior ana-
lisis de polimorfismo de longitud de los fragmentos de res-
triccion (PCR-RFLP), ya que la sustitucion suprime un sitio
de restriccion para la enzima MspALll.

El acido desoxirribonucleico (ADN) se purifico por la téc-
nica con bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB), a partir de
sangre periférica.

Se amplificé por PCR la zona del promotor del gen CYP17
que abarca la presencia del polimorfismo T/C en la posicién
-34 pares de bases del sitio de iniciacion. Para ello se utili-
zaron primers especificos, cuyas secuencias nucleotidicas son
las siguientes:

Primer Sense: 5°CATTCGCACTCTGGAGTC 3’

Primer Antisense: 5’ AGGCTCTTGGGGTCATTG 3’

La reaccion de amplificacion se realizé con productos
GIBCO, BRL en un volumen final de 100 pl, segun el siguiente
protocolo: MgCl, 2.0 mM, dNTP200 uM de cada uno, primers
80 pm de cada uno, ADN 200 ng. Condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94 °C, seguido por
30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 60 segundos,
annealing: 59 °C durante 60 segundos, extension: 72 °C du-
rante 60 segundos y una extensién final: 72 °C durante 10
minutos.

El tamafio del fragmento esperado es de 459 pb. Se digi-
rieron 10 pl del producto de PCR con 10 U de MspAll. Los
fragmentos de restriccion se analizaron en un gel de agarosa
al 4%.

El microsatélite del gen CYP 11a, se estudi6 con la técni-
ca de PCR y posterior andlisis en gel de poliacrilamida.

Se amplificé la zona del promotor del gen CYP11 que
abarca el microsatélite de 5 pb (tttta) .. Para ello se utilizaron
primers especificos, cuyas secuencias nucleotidicas son las
siguientes:

Primer Sense: 5'GGTGAAACTGTGCCATTGC 3’

Primer Antisense: 5'GTTTGGGGGAAATGAGGGGC 3

La reaccion de amplificacion se realizdé con productos
GIBCO, BRL en un volumen final de 100 pl, segun el siguiente
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protocolo: ADN 200 ng, MgCl,2.0 mM, dNTP 150 uM de cada
uno, primers 40 pm de cada uno. Condiciones de ciclado:
desnaturalizacion inicial: 94 °C durante 5 minutos; 30 ciclos
de desnaturalizacion: 94 °C durante 1 minuto, annealing: 63
°C durante 1 minuto, extension: 72 °C durante 1 minuto, ex-
tension final: 72 °C durante 10 minutos.

Tamafio del producto amplificado: 216 (n: 4), 226 (n: 6),
236 (n: 8), 0 241pb (n: 9) de acuerdo al alelo presente en las
muestras.

El andlisis de los productos de amplificacion se realizé en
geles de poliacrilamida al 8%.

Andlisis estadistico

El estudio de asociacion de las variables bioquimicas con los
diferentes genotipos se realiz6 mediante el analisis de las
varianzas. La distribucién de los diferentes genotipos en cada
uno de los grupos se analizé mediante la prueba de X2. Las
frecuencias alélicas de los diferentes polimorfismos se anali-
zaron mediante tablas de contingencia de 2x2 utilizando el
software Graph Pad Instat, p<0.05 fueron consideradas
estadisticamente significativas. Se estimé el riesgo relativo
como odds ratio (OR) junto a su intervalo de confianza al 95%
(IC) mediante la aproximacion de Wolf.
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Resultados

La genotipificacion de los polimorfismos de ambos genes
se realizé en las dos poblaciones estudiadas. Los andli-
sis estadisticos aplicados no mostraron una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de apari-
cién de dichos polimorfismos entre ambas poblaciones.
(Tablas 1 a 4) Figs. 1, 2.

Al dividir la poblacién de PCOS de acuerdo al valor de
testosterona biodisponible, usando como valor de corte
el limite superior normal: 0.12 ng/ml, se observo una di-
ferencia estadisticamente significativa entre ambos gru-
pos en la distribucién del alelo A2 en forma homocigota
(p: 0.006; OR: 6.0; IC 1.65-22.1) (Tabla 3).

El andlisis estadistico de los resultados no mostré di-
ferencias significativas en los valores de testosterona
biodisponible entre los diferentes genotipos cuando se
estudiaron las poblaciones en forma individual, pero es
importante destacar que en las pacientes con PCOS por-
tadores del alelo A2, que incluyen los portadores de los

TABLA 1.— Frecuencias genotipicas del gen CYP17

A /A A /A

17 172

AA, Total p

OR (IC)

PCOS n (%)
Normales n (%)

23 (35.9) 26 (40.6)
16(28.3)  30(52.6)

15 (23.4)
11 (19.3)

64 (100)
57 (100)

ns 1.28 (0.53-3.0)

ns: no significativo, OR (IC): Odds Ratio (Intervalo de confianza)

TABLA 2.— Relacion fenotipo-genotipo de acuerdo al nivel de andrégenos

Poblacién PCOS Normales
Alelo ALA, ALA, A, IA, ALA, AA, A, IA,
n 23 39 16 41
Testosterona biod. 0.12 + 0.1 0.15+ 0.2 0.09 + 0.05 0.10 £ 0.03
(ng/ml)

Valores expresados como media + DS, biod: biodisponible

TABLA 3.— Relacion fenotipo-genotipo de acuerdo al nivel de andrégenos

Genotipo AJA, AJ/A, AJA, Total
PCOs Test biod. = 0.12 ng/ml 11 7 8 26
PCOs Test biod. < 0.12 ng/ml 4 18 15 37

p: 0.006; OR: 6.0; IC 1.65-22.1) genotipo A /A, en poblacion con test > 0.12 ng/ml vs. genotipo
A/A, en poblacion con test.< 0.12 ng/ml.
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1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13

Fig. 1.— Gen CYP17. Andlisis por RFLP. Mapa de restriccién del producto de PCR
digerido con la enzima MspALll.
1: Producto sin digerir. 2, 8, 11,13: Portadores de C homocigotas. (Alelo A2).
3, 4,5, 7, 9: Portadores de C/T heterocigotas. (Alelos A1/A2). 6, 10, 12: Porta-
dores de T homocigotas. (Alelo Al). M: Marcador de peso molecular de 50 pb.

241pb <+—
236pb +—

226pb 4
216pb <—

M: marcador con fragmentos de los cuatro tamarios esperados

Fig. 2.— Gen CYP11a. Analisis en gel de poliacrilamida al 8% del producto de am-
plificacién.
1: Alelo 241/216. 2: Alelo 226. 3: Alelo 216/226. 4: Alelo 216. M: marcador con
fragmentos de los cuatro tamafios esperados

TABLA 4.— Frecuencias alélicas del gen CYP11a

216+ 216- Total p OR (IC)
PCOs n (%) 41 (64.0) 23 (36.0) 64 (100) ns 1.28 (0.57-2.5)
Normales n (%) 39 (68.4) 18 (31.5) 57 (100)

ns: no significativo

TABLA 5.— Parametros bioquimicos.

Poblacién PCOs Normales

Alelo 216+ 216- 216+ 216-
Testosterona biod. (ng/ml) 0.10+0.06 0.17+0.2 0.10+0.05 0.10 + 0.07

Valores expresados como media + DS
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genotipos homocigotas y heterocigotas (A A, A,/A) el
valor medio de testosterona biodisponible esta por enci-
ma del valor de corte establecido como normal (0.12 ng/
ml) en tanto que en el grupo portador del genotipo A /A,
dicho valor medio se mantiene en el rango de normali-
dad (Tabla 2).

El analisis del nivel de andrégenos plasméticos en las
distintas poblaciones portadoras de los genotipos 216+
y 216- se describe en la Tabla 5.

Si bien el andlisis de los niveles de testosterona
biodisponible entre las dos poblaciones portadoras de los
distintos alelos no alcanza significacion estadistica entre
ellos, se observa que la poblacion de PCOS portadora del
alelo 216- presenta un valor medio del nivel de testosterona
biodisponible mayor que el rango normal, mientras que el
grupo portador del alelo 216+ presenta un valor medio de
dicha hormona en el rango de normalidad.

Discusién

PCOS es una enfermedad de origen multifactorial carac-
terizado por un fenotipo hiperandrogénico en el cual se
ha definido la resistencia a la insulina como componente
fisiopatologico fundamental por la accién de la misma en
el ovario®®.

El hiperandrogenismo funcional, principalmente de
origen ovarico, que constituye una caracteristica patog-
nomonica del sindrome de poliquistosis ovérica, presen-
ta una agregacion familiar y hay hallazgos que sugieren
gue existen componentes hereditarios que favorecen el
desarrollo del mismo, y por lo tanto la aparicion de este
desorden hormonal.

Se analizaron dos genes candidatos cuyos polimor-
fismos contribuirian al desarrollo del fenotipo hiperandro-
génico caracteristico de la enfermedad.

La enzima 17-20a hidroxilasa 17-20 liasa cataliza un
paso clave en la sintesis de andrégenos tanto en glan-
dula adrenal como en ovario. Rosenfield y col., en 1990
describieron el concepto de una exagerada respuesta por
parte de la glandula adrenal y del ovario, y nominaron a
la enzima 17-20a hidroxilasa como la responsable de esta
incrementada sintesis y secrecion de andrégenos en las
pacientes con PCOS.

En mudltiples trabajos se ha asociado la presencia del
alelo C con el aumento de testosterona plasmatica en
las pacientes con PCOS' 12; sin embargo, otros infor-
mes han fallado en la bisqueda de esta asociacion y lo
han descrito como un polimorfismo sin consecuencias
funcionales?s.

El polimorfismo T/C en la regién promotora del gen
CYP17, crea un nuevo sitio de union para el factor de trans-
cripcion Sp-1. Este sitio seria funcional y aumentaria la ex-
presion del gen, y por lo tanto la produccion de andrégenos
en las células de la teca del ovario’. Por otro lado, también
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fue confirmado que los niveles de ARNm de CYP17 como
de CIYP11 en células de la teca del ovario estaban aumen-
tados en las muestras provenientes de pacientes con PCOS
con respecto a muestras de un grupo de mujeres sanas. El
mecanismo propuesto para explicar el incremento en la
expresion de estos genes reside en las diferencias genéticas
de los promotores de dichos genes'# 15

Sin embargo autores como Daneshmand, no consi-
deran que este nuevo sitio de union al factor Sp-1 pre-
sente caracteristicas funcionales, y adjudican las diferen-
cias en el grado de expresion de este gen a variables de
otra indole?3.

En el actual trabajo, se estudiaron y compararon las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo entre
una poblaciéon con PCOS y un grupo normal, y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los datos de ambas poblaciones. Sin embargo
se estudié el grupo de pacientes con PCOS en forma
particular y se tomd el valor superior normal de corte de
testosterona biodisponible; se clasifico a la poblacion en
dos grupos, uno con testosterona biodisponible <12 ng/
ml y otro con testosterona biodisponible = 12 ng/ml.

Se obtuvo una diferencia estadisticamente significati-
va asociando el grupo de mayor nivel de androgenemia
con la mayor frecuencia del alelo A2. De esta manera se
relaciona directamente la presencia de este alelo a una
incrementada produccién de andrégenos.

En el andlisis genotipo-fenotipo de la poblacion con
PCOS, a pesar que las diferencias no fueron estadis-
ticamente significativas, podemos observar que la pre-
sencia de los genotipo A /A, A, /A, se correlacionan con
un nivel de androgenemia por encima del punto de corte
considerado normal.

De esta manera, de acuerdo a los resultados expues-
tos, se puede inferir que este polimorfismo T/C seria al
menos uno de los responsables de la desregulacion en
la sintesis de andrégenos que presentan las portadoras
del alelo C.

Si bien se ha excluido a este polimorfismo como cau-
sa principal del hiperandrogenismo no se descarta a este
gen como uno de los genes candidatos cuyo SNP contri-
buye a aumentar la sintesis y secrecién de andr6-genos
en las células del ovario.

El segundo de los genes candidatos analizados con
respecto del fenotipo hiper-androgénico de las pacien-
tes con PCOS, fue el gen CYP11q, cuyo producto de
expresion es la enzima P450scc. Esta enzima cataliza el
paso limitante en la esteroideogénesis como lo es la con-
version de colesterol en pregnenolona.

De acuerdo a investigaciones realizadas en cultivo de
células de la teca del ovario de pacientes con PCOS, se
observd un mayor grado de expresiéon de este gen en
estas células provenientes de pacientes con PCOS, con
respecto a los cultivos de células provenientes de con-
troles sanos?®.
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El alelo mas frecuente en este microsatélite es el que
presenta un numero de repeticiones igual a 4, alelos con
mayores numeros de repeticiones; estos fueron asocia-
dos a fenotipos hiper-androgénicos.

Gharani y col. informaron en 1997 la presencia de re-
peticiones con n # 4 en este microsatélite en pacientes
con PCOS?® que fue asociada con elevados niveles de
testosterona plasmaética en este grupo de pacientes. Es-
tos resultados fueron confirmados por otros autores como
D. Kandarakis'’, pero no avalados por otros grupos de
investigadores como Daneshmand? 3 14,

Se postulé que este microsatélite en la regién
promotora del gen participaria en la regulacion de la ex-
presion de dicho gen, provocando anormalidades en la
sintesis de andrégenos tanto en ovario como en glandu-
la adrenal, debido a que esta enzima es el paso limitante
en dicha sintesis en ambos 6rganos.

En el presente trabajo se comparé la frecuencia de
aparicion del alelo n = 4 en la poblacién con PCOS y una
poblacién normal. No se hallé una diferencia estadistica-
mente significativa entre ambas poblaciones, pero al com-
parar el nivel de testosterona biodisponible entre el gru-
po portador del alelo n = 4 y el grupo portador del alelo n
# 4, se observd que el grupo portador del alelo n # 4
poseia niveles de testosterona biodisponible méas eleva-
do que el otro. Estas observaciones podrian reflejar una
regulacion positiva por parte del alelo n # 4 en la expre-
sion del gen CYP11la y por lo tanto en la sintesis de
andrégenos (Tabla 5).

Si bien esta desregulacion en la sintesis de andro-
genos en las pacientes con PCOS, sugiere la presencia
de algun defecto intrinseco en esta via metabdlica res-
ponsable de la produccién de andrégenos, también se
debe considerar el estimulo sostenido por parte de la LH
sobre las células de la teca y la accion sinérgica de la
insulina en las mismas células.

Con estos resultados, concluimos que ambos polimor-
fismos cumplen un rol funcional y podrian ser considera-
dos como uno de los potenciales marcadores de riesgo
genético para el desarrollo del fenotipo hiperandrogénico
en pacientes con PCOS.
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