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RESUMO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (PCOS) é a endocrinopatia mais frequente em mulheres
na idade reprodutiva, além de ser a causa mais comum de hiperandrogenismo e anovulagédo crénica.
Diferentes fenétipos da PCOS foram identificados, e um melhor entendimento dessas diferentes
apresentagdes clinicas se faz necessario para o reconhecimento de riscos, medidas preventivas e
terapéuticas especificas para cada fenétipo. Associagdes entre polimorfismos de substituicao de um
unico nucleotideo (SNPs) em genes que codificam enzimas responsaveis pelo metabolismo
androgénico e PCOS foram descritos. O anticoncepcional oral (ACO) é utilizado para o tratamento de
mulheres com PCOS por seu efeito supressivo na secre¢ao de androgénios ovarianos e melhora do
hirsutismo. Entretanto, os dados na literatura sdo conflitantes quanto aos efeitos do ACO nos
pardmetros metabdlicos de mulheres com PCOS. Além disso, ndo esta bem estabelecido se a
presenga de alelos polimérficos estd associada com diferengas nos fenétipos da PCOS e se pode
influenciar na resposta ao tratamento com ACO. Os objetivos desta tese foram investigar a influéncia
dos SNPs -71 AG no gene AKR1C3 e SNP50 no gene CYP19 gene (substituicdo de G por A) na
resposta de mulheres com PCOS ao tratamento com ACO e verificar se 0 SNP50 esta associado com
fenétipos da PCOS. Cento e sessenta e duas mulheres com PCOS foram estratificadas em PCOS
classicas (hiperandrogenismo e disfungdo ovulatéria, c¢-PCOS) e PCOS ovulatérias
(hiperandrogenismo, ciclos ovulatérios, aparéncia policistica dos ovarios, ov-PCOS) e uma sub-
amostra de 51 mulheres (que ndo apresentavam resisténcia insulinica evidente) completaram 6
meses de tratamento com ACO (20 ug etinilestradiol e 75 ug gestodeno, 21/28 dias por ciclo). A
presenca ou auséncia dos alelos polimérficos foram consideradas para expressar os resultados que
avaliaram os SNPs -71 AG e SNP50. O escore de hirsutismo foi similar em ¢c-PCOS e ov-PCOS, e as
diferengas nos parametros hormonais e metabdlicos observadas foram independentes da presenga
do alelo A do SNP50. Ap6s os 6 meses de tratamento com ACO, como era esperado, 0s niveis de
testosterona total e o escore clinico de hirsutismo diminuiram, enquanto os niveis da globulina
carreadora de horménios sexuais aumentaram. Houve uma pequena redugdo da pressao arterial
sistdlica e do horménio luteinizante. As medidas de insulina e do indice HOMA permaneceram
inalteradas ap6s o tratamento. Houve um aumento dos niveis de lipidios, mas os valores
permaneceram dentro dos limites da normalidade. Nenhuma das alteragbes observadas esteve
associada com a presenca dos alelos polimorficos dos SNPs -71 AG ou SNP50. As conclusbes sao
de que o ACO é uma alternativa eficaz para o tratamento dos sintomas do hiperandrogenismo, sem
comprometimento dos parémetros metabdlicos, pelo menos naquelas mulheres sem resisténcia
insulinica prévia ao tratamento. Os SNPs -71AG no gene AKR1C3 e SNP50 no gene CYP19 nao
contribuem para as melhoras observadas com o uso do ACO. Além disso, o SNP50 parece nao estar
associado com as diferengas existentes entre os fenétipos classico e ovulatério da PCOS.

Palavras-chave: Sindrome dos Ovérios Policisticos, anticoncepcional oral, 17p-hidroxiesteréide

desidrogenase, aromatase, polimorfismos.



ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common endocrine disorder in women at
reproductive age, and also the most common cause of hyperandrogenism and chronic anovulation.
Different phenotypes of PCOS have been identified, and a better knowledge of these clinical
symptoms is necessary to recognize risks, prevention, and treatment strategies for each phenotype.
Associations between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes that codify enzymes
responsible for the androgenic metabolism and PCOS have been described. The oral contraceptive
pill (OCP) is used to treat women with PCOS due to the suppressive effect on ovarian androgen
secretion, with consequent amelioration of hirsutism. However, data are conflicting in literature
regarding the effects of OCP on metabolic variables in PCOS. Besides that, it is not well established
whether the presence of polymorphic alleles is associated with PCOS phenotypes and whether can
influence on the response to OCP treatment. The aims of this thesis were to investigate the influence
of the SNPs -71 AG at AKR1C3 gene and SNP50 of CYP19 gene (G to A substitution) on the
response of PCOS to treatment with oral contraceptive pills and to assess whether the SNP50 is
associated with PCOS phenotypes. A hundred sixty two hirsute women were stratified into a classic
PCOS group (hyperandrogenism and ovulatory dysfunction, c-PCOS) and an ovulatory PCOS group
(hyperandrogenism, ovulatory cycles, polycystic ovaries, ov-PCOS), and a subsample of 51 women
(without evidences of insulin resistance) completed a 6-month OCP trial (20 ug ethinylestradiol plus 75
ug gestodene, 21/28 days per cycle). We considered the presence or absence of the polymorphic
alleles to express results and to perform the comparisons regarding the SNPs -71 AG and SNP50.
Hirsutism score was similar in c-PCOS and ov-PCOS, and the differences in hormone and metabolic
variables between phenotypes were independent of the presence of allele A for SNP50. After 6
months of OCP treatment, as expected, total testosterone and hirsutism score declined, while sex
hormone binding globulin increased. There was a slight reduction in systolic blood pressure and
luteinizing hormone levels. Insulin and homeostasis model assessment remained unchanged after
treatment. There was an increase in lipids, but the values remained at the normal range. None of
these changes were associated with the presence of polymorphic alleles for -71 AG or SNP50
polymorphisms. We conclude that OCP is an alternative to ameliorate androgenic symptoms without
compromising metabolic parameters, at least in women without insulin resistance before treatment.
The -71AG SNP of AKR1C3 gene and the SNP50 of CYP19 gene did not contribute to the
improvements observed. Besides that, SNP50 may not be associated to the existing differences
between classic and ovulatory PCOS phenotypes.

Key words: Polycystic Ovary Syndrome, oral contraceptive pill, 17p-hydroxisteroid dehydrogenase,

aromatase, polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome dos Ovarios Policisticos (PCOS)

A Sindrome dos Ovérios Policisticos (PCOS) é a endocrinopatia mais comum
em mulheres na idade reprodutiva, e também a causa mais frequente de
hiperandrogenismo e oligo-anovulagcdo. A PCOS possui apresentagdo clinica
heterogénea, em consequéncia de alteracées nas fungcdes metabdlicas, reprodutivas
e enddcrinas das mulheres afetadas. Estima-se que 5 a 10% das mulheres em idade
reprodutiva sejam portadoras de PCOS (Balen, 2004; Ehrmann, 2005; Spritzer e
Wiltgen, 2007). Além de sintomas como anovulagéo cronica, disturbio menstrual e
manifestacbes do excesso de androgénios, a sindrome esta associada com
resisténcia insulinica, obesidade e maior risco para desenvolver diabetes mellitus
tipo 2 e dislipidemia (Hart et al., 2004; Wiltgen e Spritzer, 2010).

A PCOS foi inicialmente descrita em 1935 por Stein e Leventhal (Stein e
Leventhal, 1935) como uma triade de disfuncdo menstrual, alteracées morfoldgicas
ovarianas e hiperandrogenismo. Atualmente, as recomendagdes da Sociedade
Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia e da Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva, reunidas no Consenso de Rotterdam (2004), indicam que o
diagnostico de PCOS é definido quando pelo menos dois dos seguintes itens estdo
presentes:
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) Oligo-ovulagao ou anovulagao;
1) Hiperandrogenismo bioquimico ou clinico;
lll)  Ovarios policisticos.

Além disso, devem ser excluidas outras condigdes clinicas que possam
causar irregularidade menstrual ou hiperandrogenismo (Sindrome de Cushing,
hiperplasia adrenal congénita, hiperprolactinemia e tumores secretores de

androgénios).

A PCOS pode se manifestar através de uma grande variabilidade de
sintomas, e diferentes conjuntos de caracteristicas da doenga foram sendo
identificados e referidos como “fenétipos”, de acordo com os critérios propostos pelo
Consenso de Rotterdam (2004). O fenétipo mais comum da PCOS é o denominado
“classico”, e inclui mulheres com hiperandrogenismo clinico e bioquimico, além de
disfuncao ovulatoria. Ja o fendétipo “ovulatério” é menos frequente e é caracterizado
pela presenca de hirsutismo, aparéncia policistica dos ovarios e funcao ovulatoria
normal nas mulheres portadoras (Carmina et al., 2005; Azziz et al., 2009; Moran e
Teede, 2009; Wiltgen e Spritzer, 2010; Yilmaz et al., 2011).

O melhor entendimento desses fenétipos é necessario para identificagdo dos
riscos especificos inerentes a cada conjunto de sintomas. Além disso, as estratégias
de tratamento podem ser individualizadas de acordo com o fenotipo de PCOS
apresentado pela paciente, resultando em melhorias mais notérias dos sintomas ao
longo do acompanhamento clinico. Alguns autores indicam que as PCOS ovulatorias
possuem manifestagdes mais amenas da sindrome, e consequentemente 0s riscos
metabdlicos e cardiovasculares ndo sdo os mesmos apresentados pelas PCOS
classicas (Carmina et al., 2005; Wiltgen e Spritzer, 2010; Yilmaz et al., 2011).
Segundo Shroff e colaboradores, o risco de desenvolver a sindrome metabdlica
varia entre os fenétipos de PCOS, sendo mais prevalente em mulheres com os
sintomas classicos da doenca (Shroff et al., 2007). Wiltgen e Spritzer (2010)
verificaram que PCOS classicas possuem pior perfil metabdlico e de resisténcia
insulinica do que PCOS ovulatérias. Outra observagado interessante é a de que,
apesar do fenoétipo de PCOS ovulatério ser caracterizado por niveis normais de
androgénios, os valores obtidos para os niveis séricos de testosterona total

encontram-se no limite superior do intervalo considerado como normal para
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mulheres (Wiltgen e Spritzer, 2010). Entretanto, se sugere que as alteragdes
metabdlicas em PCOS ovulatérias sejam mais bem explicadas pela adiposidade
central dessas mulheres do que pela apresentacao de caracteristicas que as diferem

do fendtipo classico da doenca (Moran e Teede, 2009).

Embora a etiopatogenia da PCOS nao esteja totalmente esclarecida, alguns
mecanismos fisiopatolégicos s&o reconhecidos: aumento da pulsatilidade do
hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e consequente alteracdo na secrecao
das gonadotrofinas, secrecdo aciclica de androgénios ovarianos, resisténcia
insulinica com hiperinsulinemia compensatéria e reducao da producao da globulina

carreadora de hormdnios sexuais (SHBG) (Spritzer, 2002).

O horménio luteinizante (LH) regula a sintese de androgénios nas células da
teca do ovério, enquanto o hormdnio foliculo estimulante (FSH) influencia a
quantidade de estrogénio que sera produzida pelas células da granulosa a partir dos
precursores androgénicos. Quando a relacdo LH/FSH esta elevada, os ovarios
sintetizam preferencialmente androgénios. A liberacdo de LH e FSH é regulada pela
pulsatilidade do GnRH, e essa liberacdo de GnRH parece estar desregulada na
PCOS (Figura 1). Quando a secrecdao de GnRH se intensifica, ha a estimulagao da
transcricdo da subunidade-3 do LH em detrimento da produg¢édo da subunidade-$ do
FSH. Nao é evidente se a alteracdo da pulsatiidade do GnRH ocorreu por
alteracdes intrinsecas ou se foi devido a reducao do feedback negativo na secrecéao
de LH (causada pelo excesso de androgénios que surgiu primariamente pelo
desenvolvimento de ciclos irregulares nessas mulheres) (Ehrmann, 2005; Goodarzi
et al., 2011). Assim, 0 excesso de androgénios produzido pelos ovarios impede o
desenvolvimento do foliculo dominante, que ocorre normalmente a cada ciclo
menstrual. As consequéncias desses eventos sdo a irregularidade menstrual, a
anovulacao e o acumulo de pequenos foliculos na periferia do ovario, conferindo a
aparéncia policistica (Goodarzi et al.,, 2011). A insulina interfere diretamente na
produgdo ovariana de androgénios, agindo em sinergia com o LH na estimulacdo
das células da teca. Pode ocorrer também a acédo indireta da insulina, que se da
pela inibicado da producédo hepatica da SHBG (proteina que atua como um sistema
tampao, limitando a disponibilidade dos estero6ides) (Hoffmann, 2001). Assim, ocorre
um aumento na proporcao de testosterona que circula ndo-ligada e biologicamente

disponivel (Ehrmann, 2005).
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Figura 1. Produgdo ovariana de androgénios na Sindrome dos Ovarios Policisticos
(Ehrmann, 2005).

O hiperandrogenismo das pacientes pode ser verificado por dosagens
bioquimicas e/ou caracteristicas clinicas. Através de dosagens bioquimicas, o
excesso de androgénios pode ser constatado por medidas séricas de testosterona
total (TT) e pelo calculo do indice de androgénios livres (IAL), que considera as
dosagens de TT e SHBG e representa a fracdo do horménio que esta
biologicamente disponivel. Clinicamente, o hiperandrogenismo é diagnosticado pela
presenca de manifestacées cuténeas tipicas do excesso de androgénios, como
hirsutismo (crescimento de pelos pigmentados no corpo e na face), acne ou alopecia

(perda de cabelo na regido do escalpo).
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O hirsutismo é definido como o crescimento de pelos de acordo com o padrao
masculino de distribuicdo, e é o sintoma clinico mais frequente do
hiperandrogenismo, presente em aproximadamente 70% das mulheres com PCOS
(Vermeulen et al., 1999; Chang et al., 2005; Norman et al., 2007; Azziz et al., 2009).
Essa manifestagdo clinica também afeta psicosocialmente a qualidade de vida das
mulheres portadoras: foi observado um aumento no risco de desenvolvimento de
depressao (Hollinrake et al., 2007) e de disturbios de humor e ansiedade nas
pacientes (Kerchner et al., 2009). O excesso de androgénios tem influéncia direta no
desenvolvimento do hirsutismo, ja que esses horménios estimulam foliculos pilosos
produtores de pelos do tipo vellus (finos, praticamente despigmentados) a se
transformarem em pelos terminais (maiores, mais grossos e pigmentados) (Randall,
2007).

A PCOS é um disturbio associado tanto com alteragdes reprodutivas como
metabolicas das mulheres afetadas. Cerca de 50% a 70% das mulheres com PCOS
possuem resisténcia insulinica, que resulta em um aumento compensatoério da
secrecao de insulina pelas ilhotas pancreaticas para manutencdo da homeostase da
glicose. Como visto anteriormente, a insulina estimula a producédo ovariana de
androgénios, mas também pode agir na estimulacdo da lipdlise e producédo de
acidos graxos (Teede et al., 2007; Azziz et al., 2009). Assim, a resisténcia insulinica
parece ser a chave para o desenvolvimento de comorbidades associadas a PCOS,
como tolerancia diminuida a glicose, dislipidemia, doencas cardiovasculares e
diabetes mellitus tipo 2 (Spritzer e Wiltgen, 2007; Teede et al., 2007).

1.2 Anticoncepcionais orais (ACO)

A prescricdo de anticoncepcionais orais combinados (ACO), contendo
estrogénio e progesterona, tem sido uma alternativa eficaz de tratamento para a
PCOS, visto que o uso desse medicamento induz a melhora de varios sintomas da
doenca. O estrogénio presente no ACO inibe a produgdo de LH, e
consequentemente a producdo ovariana de androgénios. Além disso, ocorre um
aumento na producdo de SHBG e uma reducdo da quantidade de androgénio

biologicamente disponivel (Ehrmann, 2005; Fauser et al., 2011). A escolha do
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progestogénio do ACO também é importante, ja que alguns competem pela ligacao
com o receptor de androgénios (Badawy e Elnashar, 2011; Saha et al., 2011). Além
dessas vantagens, o ACO induz a regulacdo dos ciclos menstruais e promove a
contracepcéao (Vrbikova e Cibula, 2005; Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Fauser et
al., 2011).

O primeiro estudo a observar a influéncia do tratamento com ACO na
sensibilidade a insulina data de 1987, em que se demonstrou um aumento da
resisténcia insulinica em mulheres saudaveis apds 6 meses de tratamento (Skouby
et al., 1987). Os efeitos colaterais do uso prolongado de ACO no perfil metabdlico
das pacientes com PCOS também tém sido amplamente discutidos na literatura
cientifica, ja que essas mulheres possuem maior propensdo a desenvolverem
obesidade, diabetes e sindrome metabdlica (Spritzer e Wiltgen, 2007; Halperin et al.,
2011; Saha et al., 2011). Em mulheres saudaveis, se observou que o tratamento
com ACO diminui a sensibilidade a insulina e altera o perfil lipidico, mas essas
alteracbes nao conferem riscos para o desenvolvimento de diabetes ou doencas
cardiovasculares (Vrbikova e Cibula, 2005). Na populacdo em geral, o uso de ACO
tem minimo impacto clinico no metabolismo de mulheres sem diabetes ou outras
complicacées metabdlicas (Kim et al., 2002; Lopez et al., 2009).

Os estudos sobre alteragdes no metabolismo de carboidratos e lipidios em
PCOS e o uso do ACO revelam dados conflitantes, retratando tanto a melhora nos
parametros (Escobar-Morreale et al., 2000; Cagnacci et al., 2003) como a piora dos
mesmos (Ludicke et al., 2002; Cagnacci et al., 2003; Mastorakos et al., 2006; Meyer
et al., 2007). Outros autores nao observaram alteragdes metabdlicas significativas
nas pacientes apdés o tratamento (Cibula et al., 2002). Uma metanalise recente
(2011) sugere que o uso de ACO ndo esta relacionado com alteragdes nos niveis de
glicose, insulina, colesterol total e colesterol LDL. Entretanto, foram encontradas
associagdes com aumento nos niveis de triglicerideos e colesterol HDL (Halperin et
al., 2011). Algumas limitagbes dos estudos avaliados e que podem ter gerado
resultados conflitantes sdo a variedade na composi¢cdo dos ACOs utilizados e os
diferentes tempos de tratamento e de métodos de medidas das variaveis estudadas
(Fauser et al., 2011).
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1.3 Aspectos genéticos da PCOS

O primeiro estudo que sugere um componente genético na PCOS data de
1968. Cooper e colaboradores estudaram pacientes com oligomenorreia e
hirsutismo e observaram que a aparéncia policistica dos ovarios era mais frequente
nas irmas dessas pacientes do que em mulheres ndo relacionadas (Cooper et al.,
1968). A partir de entdo, as evidéncias de que a PCOS ¢ influenciada por fatores
genéticos foram reforcadas pelos estudos familares subsequentes. Ferriman e
Purdie (1979) estudaram mulheres hirsutas e verificaram que a prevaléncia de
hirsutismo e infertilidade era maior nas familiares de primeiro grau do que em um
grupo controle (Ferriman e Purdie, 1979). Outro estudo verificou que apenas 6-15%
das familiares de mulheres com hirsutismo e oligomenorreia estudadas também
apresentavam essas caracteristicas (Lunde et al., 1989). Mais recentemente, se
observou que aproximadamente 35% das maes e 40% das irmas de mulheres com
PCOS também sao afetadas (Kahsar-Miller et al., 2001).

Apesar dos estudos familiares serem um indicativo do expressivo componente
genético que determina a PCOS, a identificagdo de genes candidatos a terem
influéncia na sindrome permanece inconclusiva na literatura (Diamanti-Kandarakis et
al., 2006; Deligeoroglou et al., 2009; Goodarzi et al., 2011). A heterogeneidade de
sintomas que as mulheres com PCOS podem apresentar, a possibilidade de
variagao de sintomas ao longo da vida da paciente e o fato de que a sindrome s6 se
expressa clinicamente durante a idade reprodutiva das mulheres estdo entre os
fatores que dificultam a identificagdo das variantes genéticas associadas a PCOS
(Diamanti-Kandarakis e Piperi, 2005).

Devido a alta prevaléncia de mulheres afetadas e a grande variagdo dos
sintomas que envolvem a PCOS, a sindrome parece ser melhor explicada pela
interacdo de genes com fatores ambientais (Diamanti-Kandarakis e Piperi, 2005;
Franks, 2006; Deligeoroglou et al., 2009). Provavelmente o padrdo de heranga de
PCOS ¢é do tipo complexo, em que varias alteracées genéticas estdo presentes e
contribuem apenas moderadamente para o desenvolvimento dos sintomas
(Goodarzi et al., 2011).

Atualmente, estudos de associagdo tém sido bastante utilizados para verificar

a influéncia genética na PCOS. Através desse método, individuos afetados e nao
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afetados sdo comparados e verifica-se se a frequéncia de ocorréncia de um alelo em
particular difere entre os grupos. Normalmente sdo considerados os alelos de um
gene que sabidamente tenha significancia biolégica para a doenca em estudo
(Diamanti-Kandarakis et al., 2006). Como o hiperandrogenismo clinico e/ou
bioquimico é uma caracteristica frequente entre os fendtipos de PCOS, genes
envolvidos na biossintese de androgénios tém sido frequentemente investigados em
busca de possiveis associagdes com essa sindrome.

Single nucleotide polymorphism (SNPs — polimorfismos de troca de um Unico
nucleotideo) estao entre variagdes genéticas mais abundantes no genoma humano.
Um SNP € uma variacdo entre individuos de apenas uma base em determinada
regiao da sequéncia de DNA. Em geral, os SNPs sao bialélicos, ou seja, ha apenas
duas possibilidades de alelos e consequentemente trés possibilidades de gendtipos
(Butler, 2005).

1.3.1 17p-hidroxiesterdide desidrogenases

As enzimas  17B-hidroxiesterbéide-desidrogenases  (17BHSDs)  sao
oxidoredutases responsaveis pelo ultimo passo na formagdo de androgénios e
estrogénios nos 6rgaos classicos e tecidos periféricos. Catorze tipos de 17pHSDs
foram identificadas em mamiferos e nomeadas de 1 até 14, conforme a ordem
cronoldgica da descricao da estrutura (Labrie et al., 1997; Marchais-Oberwinkler et
al., 2011). A diferenga entre os subtipos esta na distribui¢cdo tecidual, na localizacao
celular e na acao catalitica (oxidacao ou reducao) (Moeller e Adamski, 2009).

A conversao de estrona em estradiol, de androstenediona em testosterona e
de dehidroepiandrosterona em androstenediol, além das respectivas reacdes
reversas, sao catalizadas por 17BHSDs. Apesar dos subtipos da enzima catalisarem
substratos com estrutura similar, pouca homologia € verificada nos diferentes tipos
da enzima (Luu-The, 2001; Marchais-Oberwinkler et al., 2011). Conforme citado
anteriormente, a atividade das 17pHSDs nao esta presente somente em 6rgaos
esterodoigénicos classicos (placenta, ovarios e testiculos), mas também é verificada
em tecidos periféricos como tecido adiposo, endométrio, figado, pulmao, pele,
mucosa vaginal e células cancerosas (revisado em (Luu-The, 2001).
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A 17BHSD tipo 5 (17BHSD5) possui atividade “androgénica”, isto é, catalisa
preferencialmente a reducdo de androstenediona em testosterona. Foi inicialmente
clonada de células prostaticas humanas (Lin et al., 1997), é amplamente expressa
nos ovarios (Qin e Rosenfield, 2000) e possui papel bastante importante na
biossintese de androgénios nas mulheres (Qin e Rosenfield, 2005). A proteina
17BHSD5 € membro da familia aldo-ceto redutase (ARK), sendo a Unica entre as
17BHSDs a pertencer a essa familia (as demais fazem parte da familia protéica de
desidrogenases/redutases de cadeia curta — SDR) (Marchais-Oberwinkler et al.,
2011). O gene que codifica a 17BHSD5 (gene AKR1C3) esta localizado no
cromossomo 10p14,15, possui nove éxons e uma regiao promotora rica em G, e ndo
possui regides TATA ou CAAT comumente encontradas em promotores (Qin e
Rosenfield, 2005). Dada a importancia que a 17BHSD5 representa no balango
androgénico, variantes genéticas no gene codificador dessa enzima tém despertado
o interesse de pesquisadores na busca da elucidacdo das bases genéticas de
doencas relacionadas com o hiperandrogenismo, como a PCOS.

Qin e pesquisadores, ao analisar a sequéncia do promotor do gene AKR1C3
de uma paciente com hipertricose, descobriram a existéncia da substituicdo de uma
adenina por uma guanina a 71 pares de bases do sitio de inicio da transcricdo do
gene (-71A>G). Ao comparar as frequéncias genotipicas da variante em mulheres
com e sem PCOS, o mesmo estudo mostrou que o alelo G € mais frequente nas
pacientes com PCOS, e que a variante se trata de um SNP. Além disso, 0 gendtipo
GG parece contribuir com até 20% nos niveis de testosterona dessas mulheres (Qin
et al.,, 2006). O SNP -71AG do gene AKR1C3 esta registrado sob o codigo
rs3763676 no banco de dados dbSNP Short Genetic Variations do National Center
of Biotechnology Information (NCBI). A nomenclatura utilizada nesta tese para este
polimorfismo (-71AG) esta de acordo com a que foi inicialmente proposta por Qin e
colaboradores (Qin et al., 2006).

A regiao do polimorfismo -71AG esta préxima a regido de ligacao dos fatores
de transcricdo Sp1/Sp3. Experimentos com células da teca de ratas indicaram que
as células que apresentavam o alelo -71G possuiam aumento da atividade de
transcricao do promotor, por aumento da afinidade das proteinas Sp1/Sp3. Apesar
de significativo, esse aumento foi apenas modesto (Qin et al., 2006). Assim, é de se
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esperar que a presenca do alelo -71G leve a aumentos dos niveis de mRNA e da
proteina 17fHSD5 e, consequentemente, da biossintese de testosterona.

Petry e colaboradores testaram a relevancia clinica previamente descrita do
polimorfismo -71AG do gene AKR1C3 em uma amostra de meninas com pubarca
precoce (PP). Entretanto, ndo foram encontradas associagdes deste polimorfismo
com PP, com caracteristicas clinicas de hiperandrogenismo (acne e hirsutismo), ou
com concentragbes séricas de testosterona (Petry et al.,, 2007). A associagdo do
SNP -71AG com PCOS e com niveis de testosterona nao foi confirmada quando
uma amostra maior de caucasianas foi genotipada (Goodarzi et al., 2008). Apesar de
também ndo terem encontrado diferencas na frequéncia genotipica do SNP -71AG
entre mulheres com PCOS e controles, Marioli e pesquisadores mostraram que a
presenca da variante genética esta associada com maiores niveis de testosterona
(Marioli et al., 2008). Entretanto, o alelo G mostrou-se raro quando o SNP foi
estudado em uma amostra de mulheres chinesas com e sem PCOS (Ke et al.,
2010).

1.3.2 Aromatase

A aromatase é a enzima responsavel pela biossintese de estrogénio,
catalisando a desaturacado do anel “A” esterdide. Através de reacbes consecutivas
de hidroxilagao, ocorre a conversdo de compostos de 19 carbonos (androgénios) em
metabdlitos de 18 carbonos (estrogénios) (Chen et al., 2002). Em humanos, varios
tecidos tém a capacidade de expressar aromatase: ovarios (células da granulosa e
corpo luteo), testiculos (células de Sertoli, de Leydig e germinativas), placenta,
figado (somente fetal), tecido adiposo, pele, ossos (condrécitos e osteoblastos),
células endoteliais e de musculo liso. Além disso, a biossintese de estrogénio ocorre
em varias regides do cérebro, incluindo areas do hipotalamo, sistema limbico e
cértex cerebral (Simpson et al., 2002; Mendelson et al., 2005).

O gene CYP19, que esta localizado no cromossomo 15 (15921.1) e contém a
sequéncia codificadora da aromatase, € composto por 34 kb correspondendo a
regiao codificadora (éxons Il a X) e 96 kb (éxon |) representando a porcao
regulatéria. Essa regido regulatéria de tamanho incomum contém 10 promotores

tecido-especificos que sao utilizados alternativamente em varios tipos celulares.
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Apesar de cada tecido expressar um unico éxon | ndo-traduzido, a regido
codificadora da aromatase inicia no éxon Il, permitindo que a proteina seja idéntica
em todas as células em que é expressa (Simpson et al., 2002; Bulun et al., 2003;
Mendelson et al., 2005).

Alguns autores propdem que o desenvolvimento da PCOS pode ser explicado
pela reducdo da atividade da aromatase, favorecendo a deposicdo androgénica
(Grumbach e Auchus, 1999; Gabrilove, 2002). Primatas desenvolveram cistos nos
ovarios ap6s administracdo de inibidores da aromatase (Shetty et al., 1997), e
camundongas knockout para o gene CYP19 apresentaram niveis elevados de
androgénios, obesidade abdominal e resisténcia insulinica (Jones et al., 2000).
Essas evidéncias séo ressaltadas por estudos que indicam que mulheres portadoras
de mutagcdes no gene CYP19 que conferem perda de funcdo desenvolvem
caracteristicas tipicas de PCOS, como amenorreia e cistos nos ovarios (lto et al.,
1993; Belgorosky et al., 2003).

Varios polimorfismos foram detectados no gene CYP19, e essas alteracdes
podem ser responsaveis por diferencas qualitativas ou quantitativas da expressao
génica ou da atividade da aromatase (Gennari et al., 2004). Haiman e colaboradores
descreveram 74 variantes genéticas comuns no gene codificador da aromatase
(Haiman et al., 2003). Entre os SNPs estudados, destaca-se o SNP50, uma troca de
G por A localizada no intron 2, registrado sob o cddigo rs2414096 no banco de
dados dbSNP Short Genetic Variations do National Center of Biotechnology
Information (NCBI). A nomenclatura utilizada nesta tese para este polimorfismo
(SNP50) esta de acordo com a que foi inicialmente proposta por Haiman e
colaboradores (Haiman et al., 2003).

E sabido que as porcdes intronicas dos genes possuem sequéncias
especificas para regulacao da transcrigcdo e direcionamento do splicing, e que esses
eventos podem originar diferentes isoformas de mRNAs e consequentemente alterar
a atividade proteica (Altmae et al., 2009). Em uma populagdo de meninas com
puberdade precoce (doengca também caracterizada pelo hiperandrogenismo), as
pacientes homozigotas para o alelo polimoérfico (alelo A) apresentaram niveis mais
elevados de testosterona plasmatica e de sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEAS). O mesmo estudo também avaliou mulheres espanholas com alta
prevaléncia de PCOS e mostrou que o SNP50 também esta associado com

variagdes nos niveis de testosterona nesse grupo (Petry et al., 2005).
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Quando mulheres na premenopausa e na perimenopausa de diferentes etnias
foram avaliadas quanto ao SNP50, verificou-se que as frequéncias genotipicas
foram diferentes entre os grupos. A frequéncia do genédtipo AA foi menor nas
afroamericanas (5%) e nas japonesas (8%), quando comparadas as caucasianas
(25%) e as chinesas (24%). As mulheres portadoras do alelo A também
apresentaram maiores niveis de testosterona, mas essa diferenga néo foi
estatisticamente significativa (Sowers et al., 2006).

Apenas um grupo de pesquisadores estudou a associacdao do SNP50 com
PCOS. O estudo caso-controle com mulheres chinesas mostrou que a distribui¢cdo
genotipica era diferente entre controles e PCOS, sugerindo que o polimorfismo pode
estar associado a etiopatogenia da sindrome. Entretanto, ndo foi observada
associacao entre o SNP50 e niveis de testosterona nessas pacientes com PCOS
(Jin et al., 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a PCOS é uma doenca multifatorial e provavelmente
poligénica, se faz necessario o melhor entendimento das bases genéticas dessa
sindrome e da variabilidade na apresentacdo clinica. O estudo de genes
codificadores de enzimas responsaveis pela regulagdo do metabolismo androgénico
parece ser a chave para o esclarecimento da patogenia, sendo que ja foram
descritas algumas associagbes de polimorfismos nos genes codificadores da
17BHSD5 e da aromatase com hiperandrogenismo. Entretanto, ndo é sabido se
essas alteragdes genéticas podem influenciar em uma resposta diferenciada ao
tratamento de mulheres com PCOS. Investigagdes no campo da farmacogenética
podem contribuir para a individualizagao do tratamento e consequente melhora mais
eficaz dos sintomas apresentados, que afetam tdo profundamente a vida
psicossocial dessas mulheres.

Além disso, os dados na literatura sobre o uso de anticoncepcional oral para
tratamento da PCOS sao conflitantes quanto a seguranca do medicamento, ja que
podem ocorrer alteracées no metabolismo de carboidratos e lipidios. Assim, os
baixos riscos ja descritos do uso do anticoncepcional em mulheres saudaveis podem
nao ser aplicados a pacientes com PCOS, que mesmo quando ndo obesas ou sem
alteracdes metabdlicas significativas ja& possuem predisposicdo aumentada ao
desenvolvimento de resisténcia insulinica, diabetes mellitus tipo 2 e doencas

cardiovasculares.



Justificativa 23

Outrossim, diferencas clinicas existentes entre pacientes com os fenétipos
classico e ovulatério da PCOS sédo bem conhecidas, e sabe-se que os riscos para as
comorbidades associadas a PCOS sao diferentes entre as mulheres portadoras de
diferentes conjuntos de caracteristicas da sindrome. Entretanto, ndo ha registros de
investigacdes acerca de polimorfismos ou variagées genéticas que possam elucidar
porque pacientes com o mesmo diagnostico desenvolvem manifestagdes tao

distintas.
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3 OBJETIVOS

- Verificar os efeitos de anticoncepcional oral no escore clinico de hirsutismo e
em variaveis hormonais e metabdlicas de um grupo de PCOS sem alteragées
metabdlicas e avaliar se o SNP na posicédo -71 do gene AKR1C3 contribui
para diferencas na resposta ao tratamento hormonal (Artigo I|: 717-
hydroxysteroid dehydrogenase type 5 gene polymorphism (-71 A/G HSD17B5
SNP) and treatment with oral contraceptive pills in PCOS women without
metabolic comorbities);

- Determinar a distribuicdo genotipica do SNP50 do gene CYP719 em PCOS
com os fendtipos cléassico e ovulatério, verificar se esta variante genética esta
associada com caracteristicas clinicas, hormonais e metabdlicas dessas
mulheres e se a presenga do polimorfismo influencia na resposta ao
tratamento com anticoncepcional oral (Artigo Il: Aromatase gene
polymorphism does not influence clinical phenotype and response to oral
contraceptive pills in PCOS women).
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento

Estudo transversal para avaliagdo de associagdo de polimorfismos e
caracteristicas fenotipicas em pacientes com PCOS e ensaio quase-experimental

com anticoncepcional em uma sub-amostra destas pacientes.

4.2 Populacao

Cento e sessenta e duas mulheres portadoras de PCOS e com queixas de
hirsutismo atendidas na Unidade de Endocrinologia Ginecolégica (UEG), Servico de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). PCOS foi definida
de acordo com os critérios de Rotterdam (presenca de no minimo dois dos critérios a
seguir): 1) oligo ou anovulacao, 2) hiperandrogenismo clinico ou bioquimico, 3)
aparéncia policistica dos ovarios (2004).
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e Critérios de inclusdo: pacientes na idade reprodutiva e que nao estavam
recebendo tratamentos hormonais ha pelo menos 3 meses, com funcao renal

e hepatica normais.

e Critérios de exclusao: diabetes, presenca de tumores ovarianos ou adrenais,
Sindrome de Cushing, hiperprolactinemia, distarbios de tiredide, hiperplasia

adrenal congénita forma n&o-classica, disturbios de tiredide e gestacao.

Para a avaliagdo de associacdo de polimorfismos com caracteristicas clinicas,
hormonais e metabdlicas, as pacientes foram estratificadas de acordo com o
fendtipo de PCOS observado: “PCOS cléssicas” (mulheres com hiperandrogenismo
e disfuncdo ovulatéria, c-PCOS) ou “PCOS ovulatérias” (mulheres com
hiperandrogenismo, ciclos ovulatérios e aparéncia policistica dos ovarios, ov-PCOS)
(2004; Wiltgen e Spritzer, 2010).

4.3 Avaliacao clinica

A avaliacao clinica foi realizada pela equipe médica da UEG/HCPA. A
anamnese consistiu de questionamentos sobre histéria e evolucdo de sintomas
associados a PCOS, ciclos menstruais, historia familiar de doencas correlatas e
métodos contraceptivos ou medicamentos utilizados previamente. A avaliacao
antropométrica e o exame fisico (medidas de peso, altura, circunferéncia da cintura,
pressao arterial, determinacdo do escore clinico de hirsutismo e ultrasonografia)
foram realizados conforme estudos previamente realizados (Toscani et al., 2007;
Wiltgen et al., 2009).

O escore clinico de hirsutismo foi estimado com modificagdes do
originalmente proposto por Ferriman e Gallwey (Ferriman e Gallwey, 1961). Nove
areas do corpo (labio superior, mento, peito, regidao dorsal, regido lombar, abdémen
superior, abdémen inferior, braco e coxa) recebem uma nota de 0 a 4, de acordo

com a quantidade de pelos espessos e pigmentados existentes. O escore 0
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representa a auséncia total de pelos terminais, enquanto a nota 4 indica grande
quantidade de pelos com pigmentacao escura (Figura 2) (Azziz et al., 2009). O
escore clinico de hirsutismo € definido pela soma das notas de cada regido
analisada. O escore maior ou igual a 8 foi utilizado como ponto de corte para indicar

a presenca de hirsutismo (Hatch et al., 1981).
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Figura 2. Guia ilustrado para mensuragao do escore clinico de hirsutismo (Rosenfield, 1986).

—

As participantes do estudo foram também submetidas a ultrasonografia
transvaginal ou transabdominal. A paciente foi considerada com aparéncia
ecografica de ovarios policisticos quando pelo menos um dos ovarios apresentou 12

ou mais foliculos e/ou volume superior a 10 mL (Jonard et al., 2003; 2004).

4.4 Avaliacao laboratorial

A avaliacao laboratorial foi realizada na Unidade de Bioquimica do Servico de
Patologia Clinica do HCPA. As coletas para os exames hormonais e metabdlicos
ocorreram entre os dias 2 e 10 do ciclo menstrual (exceto nas mulheres em

amenorreia, em que as coletas foram realizadas em qualquer dia do ciclo), entre as
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8 e 10 horas da manha. As coletas de sangue foram realizadas ap6s jejum noturno
(12 horas) para determinacdo de colesterol plasmatico total (CT), colesterol HDL,
triglicerideos, glicose, insulina, SHBG, DHEAS, androstenediona, LH e TT. Também
foram coletadas amostras de sangue para extracdo de DNA.

Os niveis de colesterol-LDL foram estimados indiretamente por meio da
Formula de Friedewald (Friedewald et al., 1972):

LDL calculado=CT —-HDL-TG
5

O IAL foi determinado da seguinte maneira (Blight et al., 1989):

IAL=  TT (nmollL)  x 100
SHBG (nmol/L)

Ja o indice HOMA (homeostatic model assessment index) foi calculado de

acordo com o estudo de Wallace e colaboradores, de 2004 (Wallace et al., 2004):

HOMA = Insulina (ulU/mL) x Glicose (mmol/L)
22.5

As dosagens hormonais e metabdlicas foram realizadas de acordo com os
métodos e equipamentos constantes na Tabela 1, que também apresenta os valores
de referéncia para mulheres na idade reprodutiva. Cabe ressaltar que alguns testes
foram utilizados apenas para fins diagnésticos e para avaliagdo dos critérios de
inclusdo ou exclusdo das participantes, e ndo foram considerados na analise de

resultados.
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Tabela 1. Imunoensaios realizados pela Unidade de Bioquimica do Servigo de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e valores de referéncia para mulheres na idade reprodutiva.

Teste Método Equipamento Valores de referéncia
Fase folicular: 0,1 — 0,8 ng/mL
170HP Radioimunoensaio - Fase luteal: 0,27 — 2,9 ng/mL
P6s ACTH: < 3,2 ng/mL
ACTH Quimioluminescéncia Immulite 2000 < 46,0 pg/mL
Androstenediona Quimioluminescéncia Immulite 2000 0,3 — 3,5 ng/mL
Enziméatico Risco baixo: > 60 mg/dL
Colesterol HDL Colorimétrico Advia 1800 Risco moderado: 35 - 60 mg/dL
Homogéneo Risco alto: <35 mg/dL
. Risco baixo: < 200 mg/dL
Colesterol Total Ci?g:ir;?;ﬁgo Advia 1800 Risco moderado: 200 — 239 mg/dL
Risco alto: 2 240 mg/dL
Cortisol Quimioluminescéncia  Centaur XP rga/gta (entre 7.6 9 h): 4,30 — 22,4
DHEAS Quimioluminescéncia Immulite 2000 35 — 430 ug/dL
. Enzimatico . .
Glicose Hexoquinase Advia 1800  Soro/Plasma: 60 - 100 mg/dL
Insulina Quimioluminescéncia  Centaur XP 3,0 — 25,0 pUI/mL
Fase folicular: 1,9 — 12,5 mUIl/mL
LH Quimioluminescéncia  Centaur XP  Pico ovulatério: 8,7 — 76,3 mUI/mL
Fase luteal: 0,5 — 16,9 mUl/mL
o . a Fase folicular: 0,15 — 1,40 ng/mL
Progesterona Quimioluminescéncia  Centaur XP - 0\ o\, 3,34 — 25,56 ng/mL
SHBG Quimioluminescéncia Immulite 2000 18— 114 nmol/L
TT Quimioluminescéncia  Centaur XP 0,14 — 0,76 ng/mL
Otimo: < 150 mg/dL
C o Enzimatico . Limitrofe: 150 — 200 mg/dL
Triglicerideos Colorimétrico Advia 1800 Alto: 201 — 499 mg/dL
Muito alto: = 500 mg/dL
TSH Quimioluminescéncia  Centaur XP 0,35 — 5,50 pUI/mL
T4 livre Quimioluminescéncia  Centaur XP 0,70 — 1,90 ng/dL

170HP = 17 alfa hidroxiprogesterona, ACTH = hormbnio adrenocorticotréfico, DHEAS =
sulfato de dehidroepiandrosterona, LH = horménio luteinizante, SHBG = globulina carreadora de
horménios sexuais, TT = testosterona total, TSH = tireotrofina.



Metodologia 30

4.5 Tratamento hormonal

Das participantes do estudo, 58 mulheres sem alteragdes metabdlicas e que
concordaram em participar de um ensaio clinico com 6 meses de duragéo
receberam tratamento com ACO para verificar se as variantes genéticas estudadas
exerceriam influéncia na melhora do escore de hirsutismo e dos niveis de
androgénios apos o uso do medicamento. Sete pacientes ndo seguiram o tratamento
conforme o proposto e foram excluidas das andlises. Das 51 mulheres que
completaram a etapa de tratamento, 36 eram c-PCOS e 15 foram classificadas como
ov-PCOS e os resultados foram analisados agrupando-se estes dois fenoétipos
(Figura 1).

As pacientes utilizaram ACO contendo 20 pg de etinilestradiol com 75 ug de
gestodeno durante 6 ciclos (Femiane® Schering-Plough). Em cada ciclo de
tratamento, a paciente era orientada a ingerir um comprimido por dia, durante 21
dias consecutivos, sempre no mesmo horario e a realizar um intervalo de 7 dias
antes de reiniciar o ACO.

Além do ACO, 32 mulheres com PCOS receberam 100 mg por dia do
antiandrogénio espironolactona (Aldactone®, Pfizer) devido a severidade do
hirsutismo apresentado. Essas pacientes foram orientadas a ingerirem o comprimido
de espironolactona juntamente com a dragea de ACO, e a realizarem o intervalo de
ingestao de ambos os medicamentos conforme descrito no paragrafo anterior.

Apds o término dos 6 ciclos de tratamento, foi realizada nova avaliagao clinica
e laboratorial nessas pacientes. Durante o tratamento com ACO, as pacientes foram
orientadas a ndo modificarem seus habitos alimentares e de pratica de exercicios
fisicos.
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162 PCOS

Convidadas sem alteracdes metabdlicas para
participacdo na etapa de tratamento hormonal

58 PCOS

Exclusdo de 07 pacientes gue ndo completaram os
6 meses propostos para o tratameanto

51 PCOS

Figura 3. Fluxograma das pacientes participantes da etapa de tratamento com anticoncepcional oral.

4.6 Avaliacao molecular

A avaliagdo molecular foi realizada no Laboratério de Endocrinologia
Molecular do Departamento de Fisiologia/UFRGS, médulo instalado no Servigco de
Endocrinologia do HCPA.

4.6.1 Extracdo do DNA genémico

A extragdo do DNA genémico foi realizada a partir de sangue periférico (4 mL
colhidos em um frasco de vidro contendo acido etilenodiamino tetra-acético — EDTA)
pelo método modificado de salting out (Miller et al., 1988). A aliquota de sangue era
transferida para um tubo de polipropileno com capacidade para 15 mL de volume e
adicionava-se 8 mL de uma solugdo para lise de hemaceas (NH4Cl 144 mM,
NH4HCO3; 1 mM). Apds repouso por 30 minutos a 4°C, a amostra era centrifugada
por 15 minutos a 5000 g e posteriormente o sobrenadante era descartado. Esse
procedimento de lavagem e centrifugagcdo com a solugédo de lise de hemaceas era
repetido até que todo o pigmento vermelho fosse eliminado da amostra. Apds essa
etapa, adicionava-se 2,4 mL de uma solucao para lise de leucocitos (NaCl 150 mM,
Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM, pH 8,0) juntamente com 48 uL de
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dodecilsulfato de sédio a 10% (SDS) e 40 uL de proteinase K (10 mg/mL) (Gibco
BRL, Gaithersburg, MD, EUA), e a amostra era incubada a 37°C por 18 horas.

Passada a incubacgao, acrescentava-se 960 puL de uma solugdo saturada de
NaCl (6 M). Depois de uma vigorosa agitacao, a amostra era centrifugada por 15
minutos a 5000 g. O sobrenadante era transferido para um novo tubo de
polipropileno com capacidade para 15 mL, e o DNA era precipitado com a adicao de
8 mL de etanol absoluto a 4°C. O precipitado de DNA era transferido para um tubo
de polipropileno com capacidade de 2 mL de volume e lavado com etanol 70%. Apo6s
o descarte do etanol e a secagem da amostra a temperatura ambiente, o DNA era
ressupendido em tampao TE (10:0,1) (Tris —=HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM, pH
8,0).

4.6.2 Discriminac&o alélica

Para obtencéo dos resultados apresentados nessa tese, foi utilizado o ensaio
de discriminacdo alélica para genotipagem dos polimorfismos -71AG do gene
AKR1C3 e SNP50 do gene CYP19 com o uso de oligonucleotideos e sondas
Tagman® Minor Grove Binder (MGB) Probes (Applied Biosystems, California, USA),
do equipamento de PCR em tempo real 7500 Fast Real Time PCR System e do
programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems, California, USA).

O ensaio de discriminagao alélica é uma reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) realizada no equipamento de PCR em tempo real que, através do anelamento
de sondas especificas ao polimorfismo de interesse, detecta diferengcas de uma
Unica base variante na sequéncia de DNA por meio de emissao de fluorescéncia.

Assim como na PCR convencional, um par de oligonucleotideos iniciadores
(primers) é utilizado para amplificacdo da regido de interesse do genoma. O
diferencial do sistema de discriminacao alélica é a adicao de duas sondas, cada uma
com especificidade para ligagcdo em um dos alelos do SNP. Cada sonda possui um
fluoréforo emissor na porgéao 5’ (reporter) e um fluoréforo silenciador na extremidade
3’ (quencher). Quando a sonda esta intacta, a proximidade dos dois fluoréforos
resulta na supressdo da fluorescéncia do emissor. Durante a reacdo da PCR, as
sondas hibridizam na regido que possuem especificidade, e a enzima AmpliTag Gold

(que realiza a extensao das fitas na PCR) cliva a sonda, ja que possui atividade de
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nuclease 5’-3’. Os fluoréforos sao separados pela clivagem e ocorre a emissao da
fluorescéncia do emissor.

Cada sonda é marcada com um tipo distinto de fluoréforo. No caso dos
polimorfismos genotipados nessa tese, utilizou-se a marcacao fluorescente com
VIC® e FAM®. A emissdo de diferentes fluoréforos, detectada ao fim da reagdo da
PCR, fornece o gendtipo da paciente, ja que individuos homozigotos contém apenas
a emissdo de fluorescéncia de um dos pigmentos (VIC® ou FAM®), enquanto os
individuos heterozigotos possuem ambas. A Figura 3 ilustra a hibridizacao

especifica das sondas e a emissao de fluorescéncia.

Allele
Legend
(i)
” ” ] |C I 'ﬂ]]:ﬂ:ﬂ—@ \\j 1Ll IILLI_IJ_!L @ vicoae
Match Mismatch ® FAM™ dye
Quencher
AIIeIe @
f/] SN AmpliTag®
{) Gold DNA
” ” || ” ” || ” ” H Polymerase
Match Mlsmalch GRIE56

Flgura 4. Anelamento especifico e emissdo de fluorescéncia de sondas marcadas com
fluoréforos VIC® e FAM® em um ensaio de discriminagao alélica (AppliedBiosystems, 2005).

Para o estudo do polimorfismo -71AG do gene AKR1C3, as sondas que
hibridizavam no alelo A foram marcadas com o fluoréforo VIC®, enquanto as sondas
que anelavam no alelo G foram marcadas com o fluoréforo FAM®. Na genotipagem
do SNP50 do gene CYP19, a marcagdo VIC® foi utilizada nas sondas especificas
para o alelo A e a marcagdo fluorescente FAM® correspondia as sondas que
anelavam no alelo G.

Para realizagcdo do ensaio de discriminacdo alélica de ambos os
polimorfismos, as amostras de DNA extraido das participantes foram diluidas a
concentracdo de 2 ng/uL, apds quantificacdo estimada através de leitura
espectrofotométrica pelo equipamento GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (GE
Healthcare). As sequéncias dos primers e das sondas (desenhados e
confeccionados pela empresa Applied Biosystems), assim como as condi¢ées
especificas de amplificacdo de cada reacao estdo descritas nas Tabelas 2 e 3. Apos
o fim das reagdes, o programa 7500 Fast SDS System Software plota os resultados
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da discriminacao alélica em graficos que ilustram a emissdo de fluorescéncia em
cada amostra submetida a amplificacdo. Os graficos gerados para a discriminacéao
alélica dos polimorfismos -71AG do gene AKR1C3 e SNP50 do gene CYP19 estao
ilustrados nas Figuras 4 e 5.

Tabela 2. Sequéncias dos primers e sondas utilizados para o estudo dos polimorfismos -71AG do
gene AKR1C3 e SNP50 do gene CYP19.

SNP Primer sense Primer antisense Sonda VIC Sonda FAM
ACT GAT GGT TAA GAA TGC AATTTT AAG ACT GCC CTG CCT GTG

“T1AG CCAATGGCATGTA CTCCACAGACCAT TATGTACCTC TAC CTC
GAG AAT GTC CAAT CCC CATCTCTTA AGC CTTTTC CCTTTTCTT
SNP50 CCA AGAACATCT GCTTTATIT TGC TTA AAT GGA AAA GGG AGT C

ATTTC CTAA GTC

Tabela 3. Condi¢des de amplificagdo para o ensaio de discriminagéo alélica dos polimorfismos -71AG
do gene AKR1C3 e SNP50 do gene codificador da aromatase em PCR em tempo real.

Passo 1 Passo 2
Polimorfismo  Desnaturacéo Inicial Desnaturacao Anelamento N2 de ciclos
-71AG 95°C — 10 min 95°C—-15s 63°C — 1 min 40

SNP50 95°C — 10 min 95°C-15s 62°C-1min30s 50
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Figura 5. Genotipagem do polimorfismo -71AG do gene AKR1C3 em PCR em tempo real, ensaio de
discriminagao alélica.
Legenda: €p = GG, A= AG, @-= AA, [} controle negativo, X = genotipagem inconclusiva.
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Figura 6. Genotipagem do polimorfismo SNP50 do gene CYP79 em PCR em tempo real, ensaio de
discriminagao alélica.
Legenda: €p = GG, A= AG, @-= AA, [} controle negativo, X = genotipagem inconclusiva.

4.7 Analise Estatitica

Os resultados sdo apresentados como média = desvio padrdao (dados
parameétricos) ou mediana e intervalo interquartil (dados n&o-paramétricos). Algumas
variaveis de distribuicdo nao-gaussiana foram submetidas a transformacéao
logaritmica para que pudessem se adequar aos pressupostos dos testes para dados
paramétricos.

O teste do 2 foi realizado para verificacdo da homogeneidade da distribui¢do
genotipica dos SNPs estudados. As comparagdes entre os grupos c-PCOS e ov-
PCOS, analisados conforme a presenca do alelo polimérfico, foram realizadas por
ANOVA de duas vias. Para a analise dos dados das pacientes submetidas ao

tratamento hormonal, utilizou-se Teste t para amostras pareadas e ANOVA para
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amostras repetidas para as comparacdes entre antes e apds o uso do ACO. Foi
utilizado o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, IL,

USA) versao 17.0 e foram considerados como significativos os valores de P < 0,05.

4.8 Consideracdes Eticas

Os resultados descritos nessa tese fazem parte de um projeto mais amplo
desenvolvido na UEG - Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O projeto foi aprovado
pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo e Comissdo de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre sob o numero 04-364 e todas as pacientes participantes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido concordando com a

participagao.
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5 RESULTADOS

Os resultados que compdem essa tese foram descritos na forma de dois
artigos cientificos e serdo apresentados conforme o quadro abaixo:

Artigo Periédico

Artigo I: 17-hydroxysteroid dehydrogenase type

5 gene polymorphism (-71 A/G HSD17B5 SNP) Gynecological Endocrinology
and treatment with oral contraceptive pills in (Epub ahead of print)
PCOS women without metabolic comorbities.

Artigo Il: Aromatase gene polymorphism does Gynecologic and Obstetric
not influence clinical phenotype and response Investigation

to oral contraceptive pills in PCOS women. (submetido em 28/02/2012)
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5.1 Artigo I: 17-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 gene polymorphism (-71
A/G HSD17B5 SNP) and treatment with oral contraceptive pills in PCOS women
without metabolic comorbities.
Maier PS, Mattiello SS, Lages L, Spritzer PM
Gynecological Endocrinology, 2012 (Epub ahead of print)
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ORIGINAL ARTICLE

informa

healthearn:

17-hydroxysteroid dehydrogenase type 5 gene polymorphism
(-71A/G H5D17B5 SNP) and treatment with oral contraceptive
pills in PCOS women without metabolic comorbidities

Polyana 5. Maier'?, Simone 5. Mattiello’, Luiza Lages'? & Poli M. Spritzer'®?

'Gynecological Endocrinolog y Unit, Divisio o FEndocrinodogy Hospital de (Vnicas de Ponto Alegre, Brozd Lobaratony of Molecular
Endocrinology Department of fhysiokogy, Universidade Federal do Rie Grande do Sul Brazii, and *Mational knstitute of Hommo pes

and Women'’s Healeh-ChPyg, Brazi!

e studied [ 1] the effects of oral contraceptive pils (D(Ps) on
hirsutizmn, hormoral ard metabolicvanables in 49 polpcpstic
oreary syredrome patients without metsbalic comorbidities and
() the effect of 17-Hydrooysteroid dehydrogeress type 5 gene
ptymiorphism -7 1805 H501 TBS SNF) on the responise to DCP
treatmrent. Mean age was 21.9 + 6.5 years. Patients reosived
menophasic OCF (20 pg ethinyl estradicl plus 75 pg gestodenel,
21728 days per cpde. durirg & months 22 patierts with sewere
hirsutism also received spironcls dore 100mag. The frsquen-
des of HSD1TRS genotypes wene A4 =049 (55.1%1, AG=0.42
(20.5%) and GG =0.09 [14.3%). AFter § months, body mass index
and waist circumiferen ce rerraired unchanged regardless of the
preseroe of allee G. A slight reduction (p <0.05] was noted in
systolicblood pressure (p < 0.05) and huteinizing bomore level,
wehereas a slightinoease [p < 0L05) was noted inlipids. Total
testosterores ard hisutism soone dedired, whils sex hormores
binding globulin inaoeased after BCP tregtment (p < 0.05). Hore
of these dhanges were assodated with genotype. lnsulin and
homecstasis model as s=ssment remained undanged after treat-
eyt and did not waryacoording tothe presence of sllele G OCF
s=emis to ameliorabe androgenic symptoms without compro-
mizing metabolic parameters. The -7 1AMG SMP of HSD1TES gepe
did mot contribute to the improvements obserned.

Eeywords 17-Hydroscystencid debydregerase type 5 gens
polymaphism, ol contrceptiee pils, polpoystic osany syndrome

Intreduction

Palycystic ovary sndrome (POOS] is characterized by hyper-
andregenizm, chromic anovulstion and insulin resistance. which
cans: andmgenic skin problemns, menstrual cycle distorbance and
anovilatory infertility [1.2]. Current evidence also indicates that
PCOE is a muhifactorial pobygenic disarder [2].

An association between a single nucleotide polymarphism in
17 beta hydroxysteraid dehydmgemases (-71A/G HSD17RS 3MP)
and POOE has been recently described [3]; however, it was not
confirmed in different PCOS populations [45] or in girls with
precocious pubarche [8]. -FLANG HEDITRES SHP has also been
related to hyperandmpgenemia in PODE patients [ 5],

The oral contraceptive pill {CCF) has long been used to
treat women with PIODS because of its effectivensss in reducing

circulating androgens. Howewer, the low risk of Jong-term OCP
use reparied in the general populafion may undersstimate a
poientially higher risk for patieris with PCOE, gince these wamen
are maore prone 1o bave insulin resistance, metabolic syndrome
and diabetes mellitus [7.8]. Thers is no consenae reganding the
effects of OCP on metabolic variables in PCOS: the reports range
trom a deletericus action cn ghicose tolerance, mainky in ob=se
patiznts [9-12], to mo changes in cardicvascular risk markers in
lean PODS women [ 13].

Thersfore, we assessed the effects of OCP on hirsukism,
hormomal and metabolic wariables in selected PCOS women
without metabolic comarbidities and evaluated whether -71AKG
HED RS SNP abo influences the response to CCP treatment

Thersfare, we assessed (1] the effects of OCPs on hdrsukism,
hormomal and metabolic warishles in 489 PCOS  patients
witheorut metabolic comorhidities and (2) the sfect of genotype
(17 -hydroxysiercid dzhydrogenass type 5 gene polymorphism.
-T1ANG HED1TBS ST on the response to OICP treatment.

Methods

Patiarits

The siudy was carried out with hirsube women of reproductive age
consulting at a universily hospilal in Brazil. PCOE was defined
by clinical or aboratory signs of hyperandrogenism, anovulation
ar palycystic ovarian appearance of ultrasound and exchision of
other hyperandrogenic disorders [ 14]. Mone of the subjects bad
received drugs knoewn 1o interfere with bormomnal lewels forat Jeast
3 mooths before the study. Patients with diabetes, hepatic or remal
diseases were excduded. Fifty-sight hirsule women were enralled
Mine patients with incomplete data were exchided. and 49 wamen
were seleciesd for the siudy. The siudy was approved by the local
Ethics Commitiee {Institutiomal Review Board-equivalent) and
regisiered at clinicaltrials,gow (WCT01372293), The study was
conducted in accordance with the provisions of the Declaration
of Helsinki. & writien informexd consent was obtained from all
subjects.

Study protocal

Anthropometric mesurements incloded body weight, height,
oy mass index {BMT) and waist circumference [15,1£]. Bormal
weight was defined as EMI bebwesn 1B and 24.9, overweight as
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BMI between 15 and 299 and obesity s BMI equal or higher
than 30kg'm”. Hirsutism was defined as a score of B or more
oo the modified Fernman-Gallwey index [17]. Blood pres-
sre was measured after a 1{-minute rest in the supine posi-
tion. Tramnmagimal or trnsbdominal oaran ohraswnd was
perfiormed in all patients.

Hommonal and mestabofic parameters were saluated between
days 2 and 10 of the menstnml opcle or oo amy day if the patient
was olipo-amenorrheic. After an overnight 12-beour Gst. blood
samples were drawn from an anteashital vein for delermination of
pli=ma tofal chalesterol, high density lipoprotein {HIJL) choles-
terol, trighycenides, fasting ghacoss, inmulin, sex hormone binding
globulin (HBG), debydrospiandrosterone sulphate (IYHEAS],
androsienedione, hisnizing bormeone (LH} and total tesbos-
terone (TT). All mmples were obtained between B and 10 am.
Blood samples were also drawn for DNA extraction. Low-density
lipoprot=in {LDL) cholesternl was estimated indirectly with the
Friedewald formula [18]. The free androgen index [FAID was
determined by dividing TT (nmol’L) by SHBG (nmol/L) = 104.
Homeostasis mode] asessment index (HOMA index) was calos-
lated by mubtiplying insolin (p[Uiml} by glucose {mmaoliL) and
dividing this product by 225 [19].

Patients received (WCF for treating hirestism and o decreass
anidrogen levels. A monophasic OCP containing 20 pg of athinyd
estradiod plus 75 pg of gestodens, 1728 days per opcle, was
administersd during & months. Thirty-two patients (£5%) with
severe hirsoliem also received spimonolacione 100 mg by day in
addition o contraceptive pills. (linkal, hormonal and metabalic
asseszmients were repeated at the end of & months of treatment.
lifestyie or distary habits.

Assays

Total cholesterol, HIM.-cholesterol, triglyoerides and glocose
were determined by colorimetric-emoymatic methods using
the Bayer 1630 Advia Systern {Marmbeim, Germany). Semum
imsulin, LH, SHB{ levels and DHEAS serum comcentrations
were measured with dectrochemiluminsscent immunoaecnys
(Boche Diagnostcs, Marmbein, (ermany) with sensitivity (5] of
0.2 pll¥mL, 0.1 mIUfmL, 0.35 nmol’L and 0.0 pgidl., respec.
tivaly. Intrazesyy and interaccry coefiicents of varation were < 3%

Tabie . Ciinscll, hormonal and Sciabolkc characeristo in mTL
liom -71 of the

aronting o the presece of allele G {polymorpiic alieic) at

and 3%, respectively. TT and androstenedione were measred
by direct radinimmumeassay [Diagnostics Systems Laboratories
Inc., Webster, TX} with § <01 ng'ml and 5 <003 ngml.

respectively.

SNF genotyping

Genomic NA was exiracted from peripheral blood by a stan-
dard salting-oad procedure. DNA samples were dilated 1o 2 ng!
pl. and genotyped for -71 AMG SNP (re3763576) by real -time POR
(7500 Fast Applisd Bicsystems, California, US4} using the alldic
discrimiration assay with TagMan Minor Grove Binder [MGE)
primers and probes (Applisd Biosystems, California, USA). The
recessive meode (A&« AG + GG patients] was chosen o express
the resalis and to perform the comparisons.

Statistical analysis

Results are presented as mean + 313, or median and interguartile
range. Logarithmic transformation was used to normalize distri-
bution of non-Gasssian varablss in order 1o allow comparisons
hetween the groups with padired 1-test and ANOWA for repeated
measures. Chi? was also calolated o verify the homogeneity of
genotypic distribution. All analysss were performed using the
Statistical Package for the 5odal Sdences (SPS5 wersion 1710,
Chicagn, IL. USA) Diata were considersd to be significant at
P05,

Results

The mezn age of women was 219 + £.5 years. Forty-six partici-
pants {#3%) were Caucasian, and the remaining participants
were of mimed (African and European) descent. Weight was
normal in 4569% of the women, whereas 26.5% were over-
weight and 26.5% were obese. Mean hirsutism soore was 14
[range: 1123} before treatment. As expected, participants had
increased median TT (0.82 [E1-1.1] ng/ml} and decreased
median SHEG (29 |[165-42.6] nmod'L). Mo dinical evidence of
metabolic disturbances was observed concerning lipid proéle,
mean glocose (Bdg # 59 mgidl) and median insulin levels
(14.7 [8.7-24.9] mILml).

The penotype frequendes of type 5 1Tb-HED} gene poby-
marphism (-7147G SKIF) were 2= follows: AA =049 (55.0%],

syndromc women befoor ad afier e retmest with oral cetraccptive pills
omoter of bype 5 17h-HSD gme

AG 4+ GG
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Al =042 (M%) and (G- 0UH (143%). Genotype freguences
were consistent with Hardy—Weinberg aquilibrium. The number
of patients receiving spironolacione in addition to the OCP was
simnilar between the genotypes (A4 = 15 [66%] and AG + GG=14
[e8%]; p-0815). . :

Table 1 shows climical, metabolic and hormonal variahles
before and after OCP treatrment and according to the presence
of allele GG, BMI, waist ciroomference and diastolic blood pres-
sure remained unchanged in both groups. There was 2 small
redisction in systolic Hood pressure. DHEAS, androstenedione
and LH levels alss regressed, bot no ditferences wers found
regarding the presence of allele G, There was a slight increase
in triglycerides, total cholesterol, HDL-c and LOL-c levels afier
treatmend, as well as a decrease in glocose levels, but no differ-
ences were detected when the patients were stratified according
to the pelymaorphism.

Himastiem score alsy declined independently of the pressnce
of allde G, as wdl as total testosterone levels amd FAL mean-
while, mcreased levels of SHEG were detecied in both groups
{Figure 1. Insulin levels and HOMA index remained unchanged
after treatment and armong the genotypes (Figure 2).

Copyright & 3012 beforma UK, Lid

= madian mu-l.u'-q.l.lﬂrmp Mo differemces: were obsorved bafre and afler the trasmenl, nofSer botwems

CHscussion

[n the present study, OCF, prescribed for treatment of kirnism
and androgen excess, did not have major adverse effects on
anthropometric and metabolic profile in 3 smple of POOS
waomen without svidence of mstabolic comorbidities. In addition,
the impmvements in hirsutism and androgen levds with OCF
were similar in carriers of allels G and in women withoul the -T1
ASG NP Consistent with oor data, cwrent evidence imdicates
that hormaonal contraceptives have it dimical impact on carbo-
hydrate metabofism in healthy women without diabetes or other
meetabaolic comarbdities [2,21]. To the bet of our knowlsdge,
this iz the first pharmacogenstic study analyzing this polymor-
phism in women with PCOE. The present findings suggest that
HEIMTES gene variznis do not influence the efiects of OCP treat-
ment in these patients.

Cagnacci and coworkers compared (WCPs comtaiming the
resslix for mmfin sensitivity with cyproterone acetate [F2]. In
unsdected FOOS women, gestodene in combination with ethiod
estradiol during 13 cydes promoded higher fasting ghecose,
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smdiiad the infsence of two OCPs in adolescents with POOS and
cbserved an increase in HOMA and insulin resistance after 12
months of treatrment; the groap receiving cpproterone acetate bad
inoreased fsting imsulin levels. Another smidy reporied that in
overweight PCOS women wsing kigh-dose (P, insulin resis-
tamce worsened afier & months of trestment [24]. Whereas some
authors found an estrogen dose-dependent etfect of CCP-induced
insulin resistance [25], the resalis of a meta-analysis snggest that
diifferent types of ({Ps do mot result in distinct metabolic effects
in PCOS [7].

In the present groap of PCOS women nsing OCP, no changes
were observed in body weight or diasiolic pressure. and a slight
reduction in systolic bleed pressure was observed affer six cycles
of treatmment. (Our data confinn 2 marked ssppresive effect
of COCF tretment on andmgen concemirations along with a
significamd increase in SHEG concentrations, cusing a signiScnt
recuction i FAI [25-2B]. These effects, which resalisd frem 2
peripheral imflsence of spironolactome in some patients, also
yicdded 2 sgnifant reduction in Ferriman score. Inberestingdy,
these bensficial sfects of (CP were oot specifically associated
with HE} 7S gene polymorphism. Given the physiological
sgnificance of HS[D7ES in the regulation of androgenic metaba-
lism, shadies foonsing on specific enzyme isaforms are rlevant
in order to darify ther role in androgen-related dizsgses, such as
androgen eucess disharbanices.
oxidative reactions leading to less active androgen precursors
[20]. The results of that study suggest that hirsole women have
a loecal hair follide metabolisn driven to more potent andmgen
farmation, smilar to that obseresd in men, and provide indirect
evidence that HED17ER activity is restored by bormonal treat-
ment [29].

The genotypic frequency veriied in our stody i= simdlar to
that of other sudies [3-5], except for one, which indicated that
-T1ASG SMP of HSD17ES gene i=s rare in Chinese women with
POOE [307.

A higher binding affimity of transcription factors at the
promoter gene has been found in 2t thecal cells i the presence
of -T1AMG SNP of HED17ES gene [3]. That sindy also showed an
association of -71IAMG SNP with POOS and the possibility that
the proximity of this polymorphizm with the SpliSp3 binding
site could modnlate testosierone prododion [3]. In contrast,
profile after OCF treatment when comparing patients with and
without allde G may be due to the small or oull contribution of
this SHF to PCOS features. Meverthelme, other mvestigatons [4,5)
were also umable to replicate the asociation between -7 LAYG NP
of HSD17ES gene and POOS as well 25 precodons pubarche (6]

In conclusion, this pilot sudy suggests that OUF amdiorates
androgenic  symploms  without  significantly compromising
metabolic parameters. For sdeded POOS patients without
major metabolic comorhidities, OCPF may be a sfe and effsc-
tive treatmment for slight to moderate hirestism and irmegular
cydes. Additionally, the .T1AMG NP of HSIXNTES gene did not
oontribute to the improvements observed in the smdied variables.
Purther studies with PO women from different sthoic orgins
and longer duration of (3CP treatment showld be crried oot to
confrm the dimical rdevance of the present resulis.

Declaration of inferest: The authors report no dedanations of
imerest.
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ABSTRACT

Aims: To assess whether a single nucleotide polymorphism (SNP50) of the aromatase gene (CYPI9) is
associated with polycystic ovary syndrome (PCOS) phenotypes and to investigate the influence of this
polymorphism on the response of PCOS to treatment with oral contraceptive pills (OCP).
Methods: 162 hirsute women were stratified into a classic PCOS group (hyperandrogenism and ovulatory
dysfunction, c-PCOS) and an ovulatory PCOS group (hyperandrogenism, ovulatory cycles, polycystic ovaries,
ov-PCOS). Fifty-one women completed a 6-month OCP trial (20 ug ethinyl estradiol plus 75 ug gestodene,
21/28 days per cycle, plus 100 mg spironolactone in 32 women with moderate to severe hirsutism). We
considered the presence or absence of the polymorphic allele (GG x AG+AA) to express results and to perform
the comparisons regarding the SNP50.
Results: Mean age was 23.3+6.9 years. Hirsutism score was similar in c-PCOS and ov-PCOS (15 [11-20] vs. 13
[11-20]). The differences in hormone and metabolic variables between phenotypes were independent of the
presence of allele A. In the OCP trial sub-sample, no differences were observed between genotypes after 6
months of treatment.
Conclusion: The differences between classic and ovulatory PCOS cannot be explained by the genetic variation

at SNP50 in the CYP19 gene.
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INTRODUCTION

In the past decade, different phenotypes [1] have been identified for polycystic ovary syndrome
(PCOS), the most common endocrine disorder in women of reproductive age, and also the most common cause
of hyperandrogenism and chronic anovulation [2,3]. A better knowledge of PCOS phenotypes has been regarded
as useful to identify specific risks and to allow the development of more aggressive treatments for patients [3-7].

“Classic” PCOS is the most common phenotype, encompassing women who present both clinical or
biochemical hyperandrogenism and ovulatory dysfunction. A less frequent phenotype is “ovulatory” PCOS,
characterized by hirsutism, polycystic ovaries at ultrasound and ovulatory cycles [1,3,5-7]. As current evidence
suggests that PCOS is a multifactorial polygenic disorder [3], these phenotypes and their different response to
treatment could be partly attributed to a genetic basis.

Oral contraceptive pills (OCP) have long been used to treat PCOS because of their suppressive effect on
ovarian androgen secretion, with consequent amelioration of hirsutism scores as well as estrogen and progestin-
induced regularization of the cycles [8-11]. However, the possibility that OCP might alter the lipid profile and
glucose tolerance should be considered before prescribing these drugs to PCOS patients, since they are more
prone to develop insulin resistance, metabolic syndrome, and diabetes mellitus [12-14].

Aromatase, codified by the CYPI9 gene, is a member of the cytochrome P450 family of enzymes,
which catalyses the conversion of androgens to estrogens. It has been proposed that reduced aromatase activity
may lead to PCOS development [15,16], since CYPI9 gene knockout mice had elevated androgen levels and
insulin resistance [17,18], and women with loss of function mutations at aromatase gene developed characteristic
that are typical of PCOS [19]. Recently, investigators have reported that a common intronic single nucleotide
polymorphism (SNP) in the CYPI9 gene (SNP50, G to A substitution) is associated with precocious pubarche
and functional hyperandrogenism [20]. More recently, this polymorphism has also been associated with
susceptibility to PCOS [21].

Therefore, the aim of this study was to assess the genotype distribution of SNP50 of the CYPI9 gene in
women with classic or ovulatory PCOS and to verify whether this gene variant is associated with the clinical,
hormonal, and metabolic characteristics of these PCOS phenotypes. Additionally, we investigated a possible

influence of this polymorphism on the response of PCOS women to OCP treatment.

METHODS

Patients
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Hirsute women of reproductive age consulting at the Gynecological Endocrinology Unit at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Brazil were enrolled. None of the subjects had received any drugs known to interfere
with hormonal levels for at least 3 months before the study. Patients with diabetes, hepatic or renal diseases were
excluded. Patients meeting the PCOS diagnosis criteria defined by the Rotterdam Consensus [1] were selected,
and 162 women were included in the study. Participants were stratified into a “classic PCOS phenotype group”
(women with hyperandrogenism and ovulatory dysfunction, c-PCOS) and an “ovulatory PCOS phenotype
group” (hyperandrogenism, ovulatory cycles, confirmed by luteal phase progesterone higher than 3.8 ng/mL and
polycystic ovaries appearance at ultrasound, ov-PCOS) [1,5].

The study was approved by the local Ethics Committee (Institutional Review Board-equivalent), and
registered at clinicaltrials.gov (NCT01372293). Written informed consent was obtained from all subjects.

Study protocol

Physical examination included anthropometric measurements: body weight, height, body mass index
(BMI), and waist circumference, as previously described [5,22-24]. Obesity was defined as BMI > 30 kg/m?2.
Hirsutism was defined as a score of 8 or more on the modified Ferriman—Gallwey index [25]. Blood pressure
was measured twice after a 10-minute rest-with the patient seated. Transvaginal or transabdominal ovarian
ultrasound was performed in all patients.

Biochemical and ultrasound evaluations were made between days 2 and 10 of the menstrual cycle or on
any day if the patient was oligo-amenorrheic. After an overnight 12-hour fast, blood samples were drawn from
an antecubital vein for determination of plasma total cholesterol, high density lipoprotein cholesterol (HDL),
triglycerides, fasting glucose, insulin, sex hormone binding globulin (SHBG), dehydroepiandrosterone sulphate
(DHEAS), androstenedione, luteinizing hormone (LH), 17a-hydroxyprogesterone (17-OHP) and total
testosterone levels (TT). Biochemical measurements were performed using commercial kits, as previously
described [22,26]. Blood samples were also drawn for DNA extraction. Low-density lipoprotein cholesterol
(LDL) was estimated indirectly with the Friedewald formula.[27] The free androgen index (FAI) was determined
by dividing TT (nmol/L) by SHBG (nmol/L) x 100. Homeostasis model assessment index (HOMA index) was
calculated by multiplying insulin (WIU/mL) by glucose (mmol/L) and dividing this product by 22.5.[28]. The
lipid accumulation product index (LAP index) was assessed using the formula [waist (cm) — 58] x triglyceride
concentration (mmol/L), according to previously described [29]. Metabolic Syndrome (MS) was classified

accordingly to NCEP/ATPIII and IDF criteria [30].
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Of the group of 162 women enrolled, 58 women who did not present metabolic comorbidities agreed to
participate in the OCP clinical trial with to assess whether the CYPI9 gene polymorphism exerts an influence on
the pill-induced amelioration of hirsutism and androgen levels. Seven patients did not attend the consultation at
the end of the treatment, and therefore their partial results were not considered. Thus, 51 PCOS patients (36 c-
PCOS and 15 ov-PCOS) who received a monophasic OCP containing 20 ug of ethinyl estradiol plus 75 ug of
gestodene, 21/28 days per cycle, during 6 months, completed the study. Thirty-two (65%) with moderate to
severe hirsutism also received spironolactone 100 mg, in addition to OCP. Clinical, hormonal and metabolic
assessments were repeated at the end of the 6-month period of treatment. During the study, participants were
requested not to modify their lifestyle or dietary habits. Details of patients enrolled in the OCP clinical trial were
described elsewhere [31].

SNP Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood by a standard salting-out procedure [32]. DNA
samples were diluted to 2 ng/uL and genotyped for SNP50 of the CYPI19 gene (1rs2414096) by real time PCR
(7500 Fast Applied Biosystems, California, USA), using the allelic discrimination assay with TagMan minor
groove binder (MGB) primers and probes (Applied Biosystems, California, USA). We considered the presence
or absence of the polymorphic allele (GG x AG+AA patients) to express the results and to perform the
comparisons regarding the SNP50.

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard deviation (SD), or median and interquartile range (25%-75%).
Logarithmic transformation was used to normalize the distribution of non-Gaussian variables in order to allow
comparisons between the groups using two-way ANOVA and ANOVA for repeated measures. ¢* was also
calculated to verify the homogeneity of genotypic distribution. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS version 17.0, Chicago, IL, USA). Data were considered to be significant

at p < 0.05.

RESULTS

The PCOS women participating in this study were young (23.3+£6.9 years), and 95% were Caucasian
(the remaining subjects were of mixed descent). Hirsutism was mild to severe (median 14, ranging from 11 to
20), and 47.5% were obese. The frequency of high blood pressure (>140/90 mmHg) was 18.5%, and 27.2% had

metabolic syndrome.
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The genotype distribution of the SNP50 CYPI9 gene polymorphism was consistent with Hardy—
Weinberg equilibrium. The genotype frequencies, shown in Table 1, were similar in the classic and ovulatory
PCOS groups. The number of women who used spironolactone in addition to contraceptive pill was also similar
between the genotypes [GG = 14 (41.2%), AG = 16 (47.1%), AA =4 (11.8%), p=0.103].

Table 2 shows clinical, hormonal, and metabolic characteristics of the women with classic and
ovulatory PCOS according to the presence of allele A for SNP50 of the CYP19 gene. Classic PCOS patients had
higher TT (1+£0.41 ng/mL) and free androgen index (15.7 [9.2 — 23.6]) than those with ovulatory PCOS
(0.5940.24 ng/mL; p<0.001, and 4.9 [3.6 — 8.4; p<0.001 respectively). Hirsutism scores were similar in classic
and ovulatory PCOS women (15 [11 — 20] versus 13 [11 — 20]). Classic PCOS was associated with higher BMI
and systolic blood pressure, as well as a worse lipid profile than ovulatory PCOS. However, all the differences
between groups were independent of the presence of allele A.

Table 3 shows clinical, hormonal, and metabolic variables of a sub-sample of PCOS women (classic
and ovulatory) before and after oral contraceptive pill treatment and considering the genotypes for SNP50 in the
CYP19 gene. No differences were observed in BMI, waist circumference and diastolic blood pressure after 6
months of treatment. While an increase in CT, HDL, and triglycerides levels was observed, a decrease in LDL
occurred after OCP use. We also observed a slight reduction in systolic blood pressure, fasting glucose, and LH
levels after treatment. No differences were found in any of these variables when patients were stratified by the
presence of the polymorphic allele.

Hirsutism score also declined independently of the presence of allele A, as well as testosterone levels,
FAI, androstenedione, and DHEAS. SHBG levels were increased after OCP-treatment, without association with

the studied polymorphism (Figure 1).

DISCUSSION

The most common PCOS phenotype is represented by a hyperandrogenic status and anovulation.
Nevertheless, prominent ovulatory dysfunction is not a universal characteristic of PCOS: some hirsute patients
have ovulatory cycles, and in those with a polycystic ovary appearance is the main sign of ovarian dysfunction
[1,3]. Even though this attenuated form of the syndrome is less frequent, as can be observed in the present study,
in which the prevalence of ov-PCOS was 22.8%, women with ov-PCOS seem to make up a significant part of
the PCOS population, and should be considered separately from classic PCOS for clinical management.

Recently, we and others have shown that the prevalence of cardiovascular risk factors was lower in ovulatory
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PCOS vs. classic PCOS [4-6,33]. In this sense, studies comparing these different phenotypes are relevant in
order to provide a better understanding of the pathophysiology and genetic basis of PCOS, as well as to guide the
treatment.

Aromatase catalyses the conversion of androgens to estrogens and thus variation in CYP/9 gene may
contribute to female syndromes of androgen excess. In the present study, the genotypic frequencies of SNP50
were very similar in classic and ovulatory PCOS. In addition, the genotypic frequencies observed for classic and
ovulatory PCOS phenotypes were also similar to those observed in a group of women with PCOS symptoms
[20] and to PCOS Chinese patients [21].

We did not find associations of SNP50 with androgen levels, hirsutism score or metabolic
characteristics in c-PCOS or ov-PCOS. While Petry and colleagues (2005) found an association of SNP50 with
hyperandrogenism in a group of girls with precocious pubarche and in a population of women with high
prevalence of PCOS symptoms, our results are in accordance with those described by Jin and colleagues, who
did not observe differences in testosterone levels among the three genotypes of SNP50 in PCOS patients [21].
Also, in a population of pre- and perimenopausal women, no statistical difference was found in testosterone
levels considering the presence of allele A for this genetic variant [34]. Taken together, these data and the fact
that similar genotypic frequencies were observed between the classic and ovulatory phenotypes of PCOS in the
present study, we suggest that genetic variation at the CYPI9 gene appears to not be specifically associated with
PCOS heterogeneity.

The association of SNP50 [21] with the etiopathogenesis of PCOS is still controversial. Urbanek and
colleagues mapped 37 candidate genes for linkage and association with PCOS or hyperandrogenemia and did not
find any strong evidence supporting this association, which suggests a limited contribution of the CYP19 gene to
the etiology of PCOS [35]. Furthermore, the sequencing of all exons of the aromatase gene and its ovary
promoter were performed, and no mutant alleles were identified in any of the PCOS patients studied [36].

The SNP50 is located in intron 2 and does not affect the protein sequence of aromatase. However, the
proximity of genetic variants in introns to regulatory sequences can lead to differences in gene and protein
expression by altering the conformational sites for binding of transcription factors. Besides that, hormonal
treatment can also alter the pattern of binding of these regulatory factors. Because of that, in addition to the
association study of SNP50 with classic and ovulatory PCOS phenotypes, we investigated whether the genetic
variant could influence the response to OCP treatment in a mixed group of PCOS. In fact, the results of the

present study seem to show that SNP50 does not exert any influence on the effects of OCP in PCOS women.
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We recently showed that treatment with OCP was safe for selected PCOS patients who were non-obese
and/or presented no clinical evidence of insulin resistance [31]. In the present study, carriers of allele A using
OCP did present improvements in hirsutism and androgen levels that were similar to those experience by women
without the genetic variant.

As we expected, OCP use appeared beneficial after 6 months of treatment, as reflected by decreasing
testosterone levels, FAI, and consequently hirsutism score in PCOS patients. However, the improvements in
hormonal parameters were independent of SNP50. Also, the significant increase in total cholesterol, HDL, LDL,
and triglycerides levels observed by us was not clinically relevant, since the values remained within the normal
range. Increased total cholesterol and triglycerides levels have been reported as the most common adverse effect
of OCP treatment in PCOS women [37]. Moreover, the CYPI9 polymorphism did not influence the alterations
in lipid profile.

One limitation of this study refers to the inability to perform a separate analysis of classic and ovulatory
PCOS patients included in the OCP trial at the end of treatment. However, the apparent lack of contribution of
SNP50 to ameliorate PCOS symptoms after treatment supports the notion that CYP/9 may not be the major
candidate gene to explain PCOS.

In conclusion, the differences observed between classic and ovulatory PCOS phenotypes cannot be
explained by the genetic variation at SNP50 in the CYP19 gene. Additionally, this genetic variant seems not to
influence the improvements after OCP treatment in a mixed group of PCOS. Further studies with a larger

population of PCOS patients with different phenotypes are required to expand these results.
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Table 1. Frequency of genotypes for SNP50 in the CYP19 gene in classic and ovulatory PCOS phenotypes

Genotype Classic PCOS Ovulatory PCOS p
GG 38 (30.4%) 14 (37.8%) 0.579
AG 59 (47.2%) 14 (37.8%)

AA 28 (22.4%) 9 (24.4%)
125 37

PCOS = polycystic ovary syndrome.

Values are expressed as number of patients and (%) (chi-square test for homogeneity).
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Table 2. Clinical, hormonal, and metabolic characteristics of classic and ovulatory PCOS phenotypes according

to the presence of allele A (polymorphic allele) for SNP50 in the CYPI9 gene

Classic PCOS Ovulatory PCOS
GG AA+AG GG AA+AG
(n=38) n=287) n=14) (n=23) p*

BMI (kg/m?) 31.9+7.8 31.1£7.7 27.7%£5.9 26.6+5.2 0.003
Waist circumference (cm) 94+16.7 93.5+£18.1 84.3+£14.5 82.1£10.6 0.002
Ferriman-Gallwey score 14 (11-18) 15 (10-20) 13 (10-24) 13 (11-17) 0.610
Systolic BP (mmHg) 125.5+13.9 124.2+20.1 118.5+10.2 118.1+13.7 0.056
Diastolic BP (mmHg) 82.249.8 79.5£12.9 73.1£11.6 76.1+13.2 0.01

Insulin (uIU/mL) 19.4 (12.8-33.6)  20.3(10.9-38.4)  10.5(7.7-21.7) 10.3 (5.8-15.5) <0.001
Glucose (mg/dL) 93.8+ 18.7 90.9+20.2 88.4£12.5 85.349.8 0.123
HOMA index 4.1 (3-8) 4 (2.3-7.8) 2.2 (1.7-5.1) 2 (1.1-3.6) <0.001
Total cholesterol (mg/dL) 193.8+£36.4 173.3+43.1 162+28 166.9+£29.6 0.013
HDL cholesterol (mg/dL) 48.1+8.7 48.4+9.8 54.8+9.4 50.5+9.9 0.019
LDL cholesterol (mg/dL) 119.4+ 30.6 103.2+34.9 94.2428.5 96.5£25.4 0.014
Triglycerides (mg/dL) 112 (73-147) 85 (62-131) 56 (39-86) 93 (60-129) 0.002
LAP index 47.9 (26.4-77.7)  31.5(14.2-70.2)  11.7(7.6-27.9) 22.2(11.4-48.4) <0.001

Total T (ng/mL)

SHBG (nmol/L)

FAI

DHEAS (ug/dL)
Androstenedione (ng/mL)
17-OHP (ng/mL)

LH (mIU/mL)

Ovarian volume (cm?)

1.08+0.45
23.3 (15.6-32.1)
16.4 (8.9-23.3)
234 (147-293)
3.7(2.6-4.9)
1.1 (0.9-1.7)
7.1(4.1-9.7)

11.8+5.2

1.04+0.39
22.8 (13.9-32)
15.4 (9.4-23.6)
217 (137-300)
2.7(2.4-3.7)
1.1 (0.8-1.5)
6.7 (4.4-12)

10.5+4.9

0.6+0.18
38.5(18.7-50.2)
6.8 (4- 8.4)
327 (276-383)
3.1(1.9-3.6)
1 (0.65-1.7)
5.6 (3.9-7)

10.4+2.4

0.59+0.27 <0.001
28.8 (18.8-47.7)  0.004
4.6 (3.6-8.6) <0.001
187 (121-329)  0.332
2.8(1.7-3.4) 0.373
0.82 (0.56-1.2)  0.055
5.1 (4-6.7) 0.06
11.5+5.1 0.845

Values are expressed as mean+SD or median and interquartile range (25%-75%) (Two-way ANOVA)

BMI = body mass index; BP = blood pressure; DHEAS = dehydroepiandrosterone sulphate; FAI = free androgen

index; HDL = high density lipoprotein cholesterol; HOMA = homeostasis model assessment; LAP = lipid

accumulation index; LDL = low density lipoprotein cholesterol; LH = luteinizing hormone; PCOS = polycystic
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ovary syndrome; SHBG = sex hormone-binding globulin; 17-OHP = 17a-hydroxyprogesterone.
*p < 0.05 for Classic PCOS x Ovulatory PCOS comparisons. No differences were found regarding the presence of
allele A.

No differences were found regarding the presence of allele A.
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Table 3. Clinical, hormonal, and metabolic characteristics of a mixed group including classic and ovulatory PCOS women before and after treatment with oral contraceptive

pills according to the presence of allele A (polymorphic allele) for SNP50 in the CYP19 gene

GG (n=16) AA+AG (n=3)5)
Before After Before After p treatment p interaction
BMI (kg/m?) 26.7+6.7 26.4+6.2 26.7+7.1 26.7+£7.3 0.589 0.361
Waist circumference (cm) 79.1£13.8 79+13.1 84.8+£20.3 84.5+16.4 0.875 0.947
Systolic BP (mmHg) 120.5+10.1 116.5+9.3 126.1+20.6 120.8+11.7 0.038 0.747
Diastolic BP (mmHg) 77.9+11.6 77.9+11.5 79+13.3 76.9+11.7 0.487 0.487
Insulin (mUl/mL) 14.2 (6.4-31.2) 8.9 (5.3-26.4) 15.2 (9.6-24) 12.9 (7.5-19) 0.339 0.694
Glucose (mg/dL) 83.8+6.8 76.7+6,3 83.3+7.2 78.7£11.6 0.007 0.556
HOMA index 3(14-7.2) 1.6 (0.9-5.1) 2.9(1.9-4.8) 2.2(1.3-3.2) 0.144 0.718
Total cholesterol (mg/dL) 172.9+£29.9 197.2+42.9 156.3+£29 181+38.5 <0.001 0.962
HDL cholesterol (mg/dL) 54.8+8.3 61.2+11.1 51.8+11.1 59.4+12.7 <0.001 0.668
LDL cholesterol (mg/dL) 101.5+31.9 111.4+41.9 87.2+23.8 97.8+32.3 0.041 0.943
Triglycerides (mg/dL) 71.5 (54.2-114) 87 (65-128) 72 (57-118) 107 (66.5-146.5) <0.001 0.696
LAP index 15.9 (8.6-34.6) 17.5 (11.5-41.5) 19.8 (9.4-42.7) 17.1 (14.2-31.4) 0.036 0.637
LH (mIU/mL) 5.6 (3.9-8.1) 3.8(2.4-5.4) 5.5(2.8-12) 3.3(1.6-4.6) 0.004 0.267
Ovarian volume (cm?3) 11.1 (8.4-13.3) 6.8 (5.3-7.9) 9.1(6.1-13.2) 5.3(3.8-7.6) 0.018 0.562
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Values are expressed as mean+SD or median and interquartile range (25%—-75%) (ANOV A for repeated measures).

BMI = body mass index; BP = blood pressure; DHEAS = dehydroepiandrosterone sulphate; FAI = free androgen index; HDL = high density lipoprotein
cholesterol; HOMA = homeostasis model assessment; LAP = lipid accumulation index; ; LDL = low density lipoprotein cholesterol; LH = luteinizing hormone.
PCOS = polycystic ovary syndrome; SHBG = sex hormone-binding globulin.

P treatment = before treatment x after treatment comparisons. No differences were observed between genotypes.

P interaction = GG x AA+AG comparisons after treatment.



Artigo Il 64

Figure legend
Figure 1. Hirsutism score (A), total testosterone levels (B), SHBG levels (C), FAI (D), androstenedione (E), and
DHEAS levels (F) in PCOS women before and after treatment with oral contraceptive pills according to the

presence of allele A at the SNP50 in the CYP19 gene.
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6 DISCUSSAO CONCLUSIVA

Os resultados compilados em forma de dois artigos nesta tese indicam que o
tratamento com ACO é eficaz para a melhora de sintomas relacionados a PCOS,
representando baixos riscos para mulheres sem alteracbes metabdlicas. Além disso,
foram avaliadas se variantes genéticas (SNPs) influenciavam nas melhorias
verificadas nessas pacientes, porém, nao foram obtidos resultados que sugerissem
alguma contribuicdo. E importante ressaltar que estes estudos foram os primeiros
que avaliaram se a presenca dos polimorfismos -71AG do gene AKR1C3 e SNP50
do gene CYP19 podem levar a resposta diferenciada ao tratamento hormonal em
mulheres com PCOS. Os resultados do presente trabalho indicam que ndo houve
associacdes entre as melhoras observadas com o tratamento e a presenca destes
polimorfismos.

O papel fisiolégico das enzimas 17BHSD5 e aromatase no metabolismo
androgénico sugere que alteragées nos genes que codificam essas enzimas podem
ter associagées com o desenvolvimento de sindromes relacionadas ao excesso de
androgénios, como a PCOS. A 17BHSDS5 é bastante expressa nos ovarios (Qin e
Rosenfield, 2000) e, especificamente nestes érgaos, atua na producao de esterdides
com maior potencial androgénico. J& a aromatase converte androgénios em
estrogénios, sendo que ambas as enzimas sdo fundamentais na regulacdo da
quantidade de androgénios que estara biologicamente disponivel para acdo nos
ovarios e tecidos periféricos (Moeller e Adamski, 2009).
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A importancia das 17HSDs na patogénese da PCOS é bem evidenciada na
literatura. Nosso grupo ja estudou o tipo 2 dessa enzima, que inativa os androgénios
mais potentes. A expressao génica da 17BHSD2 nos foliculos pilosos de mulheres
hirsutas € semelhante ao niveis verificados em homens, e menor que a expressao
génica observada em mulheres normais, mostrando a importancia dessa enzima na
regulacao do metabolismo local de androgénios das mulheres hirsutas (Oliveira et
al., 2003). Qin e colaboradores (2006) foram os primeiros autores a verificarem que
o SNP -71AG do gene AKR1C3 pode estar envolvido com a PCOS, ja que a
frequéncia de ocorréncia do alelo G foi maior em pacientes do que em um grupo
controle (Qin et al., 2006). Os mesmos autores sugerem que o alelo G em
homozigose pode contribuir com até 20% do niveis de testosterona em mulheres
com PCOS (Qin et al., 2006). Essa associagdo do SNP -71AG com niveis de
androgénios também foi confirmada por outros autores, que observaram que o alelo
G esta mais frequentemente presente em mulheres com maiores niveis séricos de
testosterona total (Marioli et al., 2008).

Em estudo anterior do nosso grupo, o tratamento com ACO alterou a
expressao génica da 17fHSD2 nas mulheres hirsutas, atingindo niveis comparaveis
ao de mulheres normais (Oliveira et al., 2003). Entretanto, nos resultados
apresentados nesta tese, nao foi verificada a contribuicdo do SNP -71AG do gene
AKR1C3 na resposta ao tratamento hormonal. Apesar do objetivo da anéalise do SNP
-71AG ter sido a sua possivel influéncia na resposta ao tratamento com ACO ao
invés da associacdo com componentes da sindrome, nossos resultados sugerem
que a participacdao desse SNP na patogénese da PCOS parece ser muito pequena.
Se a contribuicdo do alelo G fosse significativa, teriamos sido capazes de observar
alguma influéncia nos parametros clinicos e hormonais das mulheres portadoras
apos o uso do ACO. Ha alguns dados conflitantes na literatura quanto a associagéao
do SNP -71AG do gene AKR1C3 com a PCOS e seus componentes. Alguns autores
nao verificaram a associagao entre essa variante genética com PCOS (Goodarzi et
al., 2008; Marioli et al., 2008; Ke et al., 2010) ou com puberdade precoce (Petry et
al., 2007).

De acordo com os critérios de diagndstico reunidos no Consenso de
Rotterdam (2004), mulheres com hiperandrogenismo e anovulacdo sao

consideradas portadoras de PCOS, sendo este o fendtipo mais frequente e



Discussao Conclusiva 68

denominado como “classico” (c-PCOS). Entretanto, seguindo estas recomendacoes
para o diagnéstico, se observa um grupo de mulheres com PCOS com uma forma
“atenuada” da sindrome (ciclos ovulatérios, hirsutismo e aparéncia policistica dos
ovarios), denominadas de portadoras do fendétipo ovulatério (ov-PCOS). Alguns
autores relatam que as pacientes ov-PCOS possuem menor prevaléncia de fatores
de risco para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares que mulheres ¢c-PCOS,
embora estes riscos possam ser mais elevados do que em mulheres saudaveis
(Carmina et al., 2005; Shroff et al., 2007; Moran e Teede, 2009; Wiltgen e Spritzer,
2010). Entretanto, nenhum estudo verificou se a frequéncia de variantes genéticas
possivelmente relacionadas com PCOS e hiperandrogenismo difere entre c-PCOS e
ov-PCOS, buscando a elucidagdo das bases genéticas dos fendtipos de PCOS.
Dessa forma, os resultados apresentados sobre o SNP50 nessa tese parecem ser
pioneiros neste sentido.

A proximidade do SNP50 com outros polimorfismos no gene CYP19
associados com cancer de mama e com niveis circulantes de estradiol (Siegelmann-
Danieli e Buetow, 1999; Haiman et al., 2003; Somner et al.,, 2004) sugere uma
possivel relagdo do SNP50 com doencas relacionadas a desregulacdo do
metabolismo androgénico. Nesta tese, investigamos se a frequéncia desse
polimorfismo era diferente entre pacientes c-PCOS e ov-PCOS. Nossos resultados
mostram que as frequéncias genotipicas sao similares entre esses dois subgrupos
da PCOS, sugerindo que o SNP50 nao parece ser a variante genética responsavel
pelas diferengas clinicas, metabdlicas e hormonais existentes entre estes fendtipos.

Outros autores sugerem ainda que o gene codificador da aromatase nao pode
ser considerado um gene candidato para o desenvolvimento da PCOS. Apéds o
mapeamento de 37 genes em busca da associagio com PCOS e
hiperandrogenemia, verificou-se que a contribuicdo do gene CYP19 para etiologia
dessas caracteristicas, se existente, seria minima (Urbanek et al., 1999). Através da
analise dos éxons do gene codificador da aromatase, se observou que mulheres
com PCOS nao apresentavam mutagdes nas regides analisadas (Soderlund et al.,
2005). Além disso, a aparente falta de contribuicio do SNP50 nas melhoras
verificadas apos o tratamento com ACO nos resultados obtidos nesta tese € outra
evidéncia de que o SNP50 nao pode ser considerado a “chave” para explicacao das

bases genéticas da patogénese da PCOS.
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Petry e pesquisadores (2005) observaram a existéncia de associacdo do
SNP50 com maiores concentracdes de testosterona circulantes em uma populacao
com grande prevaléncia de PCOS (Petry et al., 2005). Outros autores verificaram
que mulheres na perimenopausa € menopausa portadoras do alelo A apresentaram
maiores niveis de androgénios circulantes. Entretanto, o aumento observado néo
possui significancia estatistica (Sowers et al., 2006). Nossos resultados também
estao de acordo com os obtidos por Jin e pesquisadores (2009), que estudaram uma
populacao de mulheres chinesas com PCOS e nao verificaram nenhuma associacao
dos niveis de androgénios com os genétipos do SNP50 (Jin et al., 2009).

Como esperado, os beneficios do uso do ACO puderam ser observados
atraveés da diminuicdo dos niveis de testosterona, do indice de androgénios livres e
do escore de hirsutismo. Esses dados confirmam o anteriormente verificado por
outros pesquisadores, evidenciando os efeitos do ACO na supressao da producao
de androgénios ovarianos e na melhora da qualidade de vida das pacientes
(Escobar-Morreale et al., 2000; Cibula et al., 2002; Mulders et al., 2005; De Leo et
al., 2010).

As mulheres que receberam ACO nao apresentaram alteracdes nos niveis de
insulina e no indice HOMA ap6s 6 meses de tratamento. Além disso, foi observada
uma discreta reducdo nas dosagens de glicose das pacientes. Cibula e
colaboradores (2002) avaliaram os efeitos de um ACO com progestogénio de pouco
efeito androgénico no tratamento de PCOS nao-obesas e observaram niveis
constantes de insulina e uma diminuicdo nos niveis de glicose, resultados
semelhantes aos obtidos no presente estudo (Cibula et al., 2002). Outros
pesquisadores nao verificaram alteragbes na resisténcia insulinica de pacientes que
realizaram tratamento com ACO de baixa dosagem por 6 meses (Meyer et al., 2007).
Os resultados referentes ao metabolismo da glicose e da insulina observados nesta
tese também estdo de acordo com uma metanadlise recente que revisou 42 estudos
que avaliaram os efeitos do ACO no metabolismo de carboidratos e lipidios.
Segundo esses autores, ndo ha associacdo do uso do ACO com alteracoes
significativas nos niveis de insulina e do indice HOMA em mulheres com PCOS.
Apesar de os estudos relatarem dados controversos quanto a influéncia no
metabolismo de carboidratos, Fauser e pesquisadores (2011) também sugerem que
o uso de ACO de baixa dosagem por até 12 meses nao implica em impacto

significativo na sensibilidade a insulina da maioria das mulheres com PCOS, embora
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algumas alteracbes possam ser observadas em um pequeno numero de pacientes
(Fauser et al., 2011).

Nossos resultados também indicaram um aumento nos niveis de colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos das pacientes ap6s o uso do
ACO. Apesar da diferenca estatistica observada, os valores sdo considerados
normais, segundo os valores de referéncia. Em geral, 0 aumento do colesterol total e
dos niveis de triglicerideos sao efeitos colaterais comuns do tratamento com ACO
em mulheres com PCOS (Vrbikova e Cibula, 2005; Ozdemir et al., 2008; Diamanti-
Kandarakis et al., 2009). Apesar de o aumento de triglicerideos ser bastante
documentado (Diamanti-Kandarakis et al., 2009), ndo raramente se observam
elevagdes nas dosagens de colesterol total nas mulheres com PCOS apéds o
tratamento com ACO (Banaszewska et al., 2007). A partir da meta-analise realizada
por Halperin e colaboradores (2011) sugere-se que o0 uso de ACO esta associado
com aumento nos niveis de HDL-colesterol e triglicerideos. Entretanto, esses
autores nao observaram mudancas significativas em parametros como o colesterol
total e o LDL-colesterol nos estudos avaliados (Halperin et al., 2011).

Dessa forma, o conjunto de resultados obtidos em relagcdo ao metabolismo de
carboidratos e de lipidios indica que o tratamento com ACO é uma opcao segura
para mulheres com PCOS nao-obesas ou que nao apresentam alteragdes
metabdlicas. Nossos dados também evidenciam a importancia da individualizagao
do tratamento de acordo com a histéria clinica pregressa da paciente. Também se
faz necessario o melhor conhecimento da resposta ao tratamento hormonal entre
diferentes fenétipos da PCOS e se variantes genéticas podem ter alguma influéncia
adicional na melhoria de variaveis clinicas, hormonais e metabdlicas apds o uso da
medicacdo. Entretanto, o nimero reduzido de pacientes que realizaram o tratamento
com ACO nao permitiu que se fizesse uma comparagéo entre c-PCOS e ov-PCOS e
que considerasse a presencga dos polimorfismos ha mesma analise, sendo essa uma
das limitagdes dos resultados apresentados.

Em conclusao, os resultados obtidos nessa tese sugerem que o uso do ACO
€ uma alternativa eficaz para tratamento do hirsutismo e do excesso de androgénios,
sem trazer riscos ao perfil metabodlico e lipidico de mulheres com PCOS sem
comorbidades metabdlicas. Entretanto, a presenca dos SNPs -71AG do gene

AKR1C3 e do SNP50 do gene CYP19 parece nao ter influéncia na resposta ao
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tratamento com ACO verificada nessas mulheres. Além disso, o SNP50 nao esta

associado com os fendétipos classico e ovulatério da PCOS.
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7 PERSPECTIVAS

Para prosseguimento das avaliagdes farmacogenéticas, outros polimorfismos
presentes em genes codificadores de enzimas relacionadas ao metabolismo
androgénico devem ser investigados. Além disso, polimorfismos nos genes CYP19 e
AKR1C3 que estejam em proximidade aos SNPs estudados deverdo ser
genotipados.

Um numero maior de participantes também permitira que se avalie
concomitantemente a influéncia dos polimorfismos no tratamento hormonal de

mulheres com diferentes fenétipos da PCOS.
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