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The P450cl7a enzyme has a central role in ovarian hyperandrogenism, which is a characte-
ristic of polycystic ovary syndrome (PCOS). Several studies have suggested a possible role for
the CYP17 gene, which codes for the enzyme P450cl7a and the -34bp T-C polymorphism in the
development of hyperandrogenism. The presence of the Cytosine, known as A2 allele, has been
associated with hyperandrogenism in patients with PCOS. Objective: To evaluate the frequency
and association of the -34bp polymorphism in the CYP17 gene and determine its association with
hormonal and metabolic characteristics in women with DM1. Patients and Methods: The CYP17
polymorphism was studied in 72 DM1 and 71 control women by PCR and RFLP analysis. The
CYP17 genetic dosage was compared with the antropometrical characteristics and the serum
concentrations of testosterone, androstenedione, DHEAS and 170H progesterone in women with
DM1. Results: Genotype A2/A2 was present in 20.8% and 7.1% of DM1 and controls, respectively
(p = 0,034). Allele A2 was present in 40.3% and 27.5% of DM1 and healthy women, respectively
(p = 0,031). No association between CYP17 genotypes and hormonal or metabolic characteristics
was observed. Conclusion: This study shows that the frequency of the A2/A2 genotype was higher
in women with DM than in the control group. However, no association between the presence of
the polymorphism and circulating steroid levels or BMI was observed.

Key words: Type I diabetes, CYP17 polymorphism, Genetic Markers, Association Study, Hype-
randrogenism.

142

Introduccion

a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una de las

enfermedades cronicas de mayor importancia en la

nifiez. En los Gltimos afios la mayoria de los paises en
el mundo han informado de un sostenido y creciente aumento
en sus tasas de incidencia. Esta patologia presenta una
compleja etiologia en la cual se ha descrito la participacion
de factores genéticos y ambientales'?.

El tratamiento actual con insulina, dieta y estricto control
glicémico ha elevado la sobrevida de los pacientes con DM1; sin
embargo, también han aparecido una serie de complicaciones
cronicas derivadas del tratamiento®, entre ellas la obesidad y
el sindrome de ovario poliquistico (SOP)*2.

Dentro de los multiples genes que se han estudiado en
el campo de las hormonas sexuales, el gen CYP17, el cual
codifica para el complejo citocromo P450c17a, que involucra
las actividades enzimaticas 17a-hidroxilasa y 17,20-liasa,
ha sido intensamente estudiado en diversas patologias y
modelos metabdlicos como el cancer de mamas, el SOP,
el hiperandrogenismo y otros'*'S. Esta enzima tiene un rol
fundamental en la regulacion de la sintesis de los andrégenos
ovaricos y suprarrenales. El gen que codifica para dicha
enzima se localiza en el brazo largo del cromosoma 10 y se
ha descrito un polimorfismo de nucledtido simple (SNP) en
su region promotora que se encuentra a -34 bases del sitio
de iniciacidn, correspondiente a una sustitucion de T/C que
genera un nuevo sitio de unién al factor de transcripcion



Spl, fendmeno que se postula como una de las causas del
aumento de la expresion de dicho gen (Al presenta T y
A2 presenta C). La presencia de la variante alélica A2 ha
sido asociada con un exceso de andrégenos circulantes. Al
respecto, existen publicaciones con resultados divergentes
en relacion al papel de este polimorfismo en el desarrollo
del hiperandrogenismo'®!7.

Varios estudios han observado un incremento en la
prevalencia de hiperandrogenismo en mujeres con DM,
pero no existen estudios que analicen el posible papel de
este polimorfismo (-34 bp) en la DM1. El tratamiento con
insulina efectuado en mujeres con DM1 podria gatillar una
sobre-expresion de CYP17, lo que podria conducir a una
mayor produccion de androgenos por el ovario'®?!.

El objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia del
polimorfismo del gen -34 bp CYP17 y determinar su posible
asociacion con las caracteristicas metabodlicas y hormonales
en mujeres con DM1.

Sujetos y Método

El estudio incluy6 un total de 143 mujeres: 72 con DM 1
y 71 controles. Se tabularon mediciones antropométricas de
peso, talla e indice de masa corporal. En el grupo de pacientes
diabéticas se registré la hemoglobina glicosilada (HbA1C)
promedio del ultimo afio, duracion de la enfermedad y dosis
diaria de insulina utilizada. El protocolo de esta investigacion
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital San Borja
Arriardn y todos los pacientes y controles entregaron su
consentimiento por escrito. Se obtuvo una muestra de sangre
en ayuna para estudio hormonal y obtencion de DNA. En
las mujeres post-menarquicas la muestra fue obtenida en
fase folicular (dias 1-7 del ciclo menstrual). Se determiné
la concentracion sérica de esteroides sexuales: DHEAS,
androstenediona, 17 OH progesterona y testosterona me—
diante RIA convencional .

El DNA genémico fue aislado de una muestra de 5 mL
de sangre periférica a través del método de Schomzynki.
Mediante PCR se amplifico un fragmento de DNA de
459 bp que contenia el sitio -34bp donde se encuentra la
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transicion T — C utilizando los siguientes partidores: (sense)
5’-CAT TGGCACTCTGGAGTC-3 y (antisense) 5’-AGG
CTCTTGGGGTACTTG-3. La reaccion de PCR se realizo
en condiciones estandarizadas: volumen final de 25 pL, 80
ng de DNA gendémico; 10 pmol cada partidor, 100 uM de
cada ANTP, 50 uM de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerasa.
La reaccion de PCR se realizo en 35 ciclos constituidos por:
1 minuto de denaturacion a 94° C, 1 minuto de alineamiento
a 57° C y 1 minuto de extension a 72° C. Los productos de
amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 2% con
bromuro de etidio. La sustitucion C por T en la posicion -34
bp del gen CYP17 se realizé a través de corte con la enzima
de restriccion MspA1 bajo las siguientes condiciones: 10 uL
de producto de amplificacion, incubacion a 37° C durante
1 hora con 4U de MspAl. El reconocimiento del sitio de
restriccion da lugar a la generacion de dos fragmentos de
335 bpy 124 bp los cuales se visualizaron mediante geles de
agarosa al 2% con bromuro de etidio '*'.

Anaélisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd6 con el programa
STATA 11.0. La comparacion de los perfiles hormonales
(testosterona, androstenediona, DEAS y 17 OH-progeste—
rona), edad, antigliedad de la DM1 e IMC, se llevo a cabo
mediante ANOVA. Las comparaciones de frecuencia alé—
licas y genotipicas entre casos y controles fueron ana—
lizadas mediante las pruebas de y2 y Prueba exacta de Fisher
utilizando el programa SHESIS (URL: http://202.120.7.14/
analysis/myAnalysis.php). Se evalué la concordancia de
las frecuencias genotipicas con respecto al equilibrio de
Hardy-Weinberg mediante la prueba exacta de ¥>. Un valor
de p menor de 0,05 fue considerado como estadisticamente
significativo

Resultados

El analisis de polimorfismo para el gen CYP17 se
muestra en la Tabla 1. La distribucion alélica y genotipica se
encontro6 en equilibrio de Hardy-Weinberg. El Genotipo A2/
A2 fue mas prevalente en el grupo DM1 (20,8%) comparado

Tabla 1. Distribucion de genotipos y frecuencia alélica para el polimorfismo -34 bp del gen CYP17 en mujeres con DM1 y controles

Mujeres DM1

(n=72)
Genotipo
AT1/A1 29 0,403
A1/A2 28 0,389
A2/A2 15 0,208
Frecuencia alélica
% de A1 59,7
% de A2 40,3

Mujeres Controles

(n=171)
37 0,521 NS
29 0,408 NS
5 0,071 0,034
72,5
27,5 0,031
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas, antropométricas y hormonales de mujeres con DM1 estratificadas de acuerdo al genotipo

CYP17
DM1 (A1/A1)

(n=29)
Edad (anos) 17,5 + 8,5
Duracién DM1 (afios) 10,0+ 7,6
HbA1c (%) 8,6+ 1,6
Dosis diaria de insulina (U/kg/dia) 1,1+0,3
IMC (kg/m?) 24,2 + 3,4
DHEAS (mg/dL) 1.136 + 631
Androstenodiona (ng/mL) 1,9+0,9
17-OH Progest. (ng/mL) 1,9 +1,4
Testosterona (ng/mL) 0,5+0,3

DM1 (A1/A2) DM1 (A2/A2)

(n = 28) ((ER )
18,172 19,8 +9,8
10,0 6,6 12,9+ 8,3
82+1,9 8,7+2,0
1,2+0,4 0,9+0,3
22,5+ 3,1 23,1+6,3
1.210 = 657 1.245 + 530
1,6+0,7 1,6 +0,8
1,3+0,7 1,3+0,6
0,5+0,2 0,6+0,2

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y hormonales de mujeres controles de acuerdo a la estratificacion por genotipo CYP17

DM1 (A1/A1)

DM1 (A1/A2) DM1 (A2/A2)

(n=37)
Edad (afos) 20,1+9,9
IMC (kg/m?) 229+45
DHEAS (mg/dL) 1.079 + 659
Androstenodiona (ng/mL) 1,2+0,6
17-OH Progest. (ng/mL) 1,2+0,5
Testosterona (ng/mL) 0,6 +0,4

con la poblaciéon de mujeres controles (7,1%; p = 0,034). El
genotipo A1/A1 fue mas frecuente en la poblacion control,
pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
La frecuencia del alelo A2 fue mayor en DM1 comparado con
los controles (40,3% vs 27,5%, respectivamente, p = 0,031).
La Tabla 2 muestra los parametros clinicos y hormonales
en el grupo de mujeres con DM1 seguin su genotipo. Las
caracteristicas clinicas y hormonales no fueron diferentes
segun el genotipo CYP17 y tampoco se observaron dife—
rencias en los parametros clinicos ni hormonales segun el
genotipo CYP17 en las mujeres controles (Tabla 3).

Discusion

Este estudio analizo la frecuencia de la sustitucion T — C
(polimorfismo -34 bp del gen CYPI7) en un grupo de
mujeres chilenas con DM 1. Nuestros resultados mostraron
una mayor frecuencia del genotipo A2/A2 en el grupo de
mujeres con DM1 en comparacion con el grupo control y
por consiguiente una mayor frecuencia alélica A2 entre las
diabéticas.

Debido a la asociacion de DM1 con hiperandrogenismo

(n=29) (n=5)
19,9+ 10 13,3+3,3
22,5+4,5 20,0+2,6
971 + 662 990 + 564
1,1+0,6 1,0+£0,5
1,1+04 09+04
04+0,2 0,4+0,1

y SOP, la propuesta de este estudio fue analizar la posible
relacion entre la variante genética -34 bp del gen CYP17 y
DM1, dado que en la literatura existe informacion contra-
dictoria respecto a la asociacion de este polimorfismo con
el hiperandrogenismo y el SOP''. Hace algunos aflos,
Diamati-Kandarakis y cols', describieron la distribucion
de este polimorfismo entre mujeres controles y mujeres con
SOP y asociaron la presencia del alelo A2 del gen CYP17
con niveles aumentados de testosterona. Este estudio,
mostré una significativa mayor frecuencia del alelo A2 en
el grupo de mujeres con DMI1 respecto al grupo control
(40,3% versus 27,5%; p = 0,031). No obstante, corresponde
a una distribucion que se encuentra dentro del porcentaje de
alrededor de 37-44% descrito en otras poblaciones?-.

A pesar de la asociacion inicialmente descrita por el
estudio Griego', otras investigaciones han sido incapaces
de confirmar esta asociacion'®!®. Estudios recientes han
relacionado al polimorfismo del gen CYP17 con alteraciones
metabolicas®. Recientemente, Echiburl y col?, analizaron
la frecuencia de este polimorfismo en poblacion chilena con
SOP, no encontrando diferencias en la distribucién alélica
y genotipica comparado con controles, aunque se postuld
una posible asociacion del alelo A2 con aumento del peso



corporal, adiposidad abdominal y alteraciones metabolicas.
Un reciente estudio realizado en Argentina demostré una
leve asociacion de este polimorfismo en pacientes con SOP,
sugiriendo un papel menor en el fenotipo hiperandrogénico
asociado al SOP?, aunque este efecto no ha sido observado
en la poblacion coreana®. Por ultimo, este polimorfismo ha
mostrado también resultados contradictorios cuando se ha
intentado asociarlo con la edad de la menarquia®-.

Diversas observaciones clinicas y experimentales apo-
yan la hipétesis de que la insulina tiene una importante
actividad gonadotrofica. Esta actividad podria explicar, en
parte, una serie de alteraciones clinico-metabdlicas que
se pueden observar en la DMI tales como hipofuncion
ovarica, amenorrea primaria, anovulaciéon, menarquia tardia
y baja tasa de embarazos. La mayor frecuencia del alelo
deletéreo A2 en este grupo podria estar condicionando un
comportamiento distinto de la célula frente al estimulo
insulinico, aunque no observamos un perfil hormonal
diferente al comparar pacientes portadoras y no portadoras.

En resumen, este estudio describe una mayor frecuencia
del alelo A2 del gen CYP17 en un grupo de mujeres chilenas
con DMI1. Sin embargo, no se observaron asociaciones
significativas entre los portadores de este alelo A2 y niveles
aumentados de androgenos o alteraciones del control
metabolico en pacientes con DM1.
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