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Resumo

Rocha TMP. Papel do excesso de andrégenos no perfil metabdlico e inflamatorio
de mulheres com sindrome do ovario policistico [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

INTRODUCAO: Evidéncias da correlacdo entre o excesso de androgenos,
disfungbes metabdlicas, e marcadores de inflamagdo na sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) sdo escassas e apresentam resultados conflitantes. Dados
atuais sobre o papel dos marcadores inflamatérios como determinantes de
fatores de risco cardiovascular na SOP sao contraditorios. Ademais, a correlacéo
entre os marcadores de inflamacéo e os androgenos C19 11-oxigenados na SOP
ainda nao foi estudada. Nosso objetivo foi caracterizar os perfis metabdlico,
inflamatoério e hormonal e avaliar as correlagfes entre esses parametros em uma
amostra de mulheres brasileiras com SOP comparada a controles. METODOS:
Avaliamos o perfil antropométrico, metabdlico, inflamatério e hormonal de
mulheres brasileiras em idade reprodutiva com SOP (critérios de Rotterdam) e
controles pareadas para idade. Os parametros antropométricos, metabolicos e
hormonais incluiram indice de massa corporal (IMC), relagédo cintura/quadril
(CA/CQ), niveis séricos de glicose e insulina em jejum, HOMA-IR (Homeostasis
model assessment of insulin resistance), perfil lipidico, proteina ligadora de
horménios sexuais (SHBG) e dosagem sérica de androstenediona, testosterona,
testosterona livre calculada, 11-hidroxiandrostenediona (110HA4), 11-
cetoandrostenediona (11KA4), 11-hidroxitestosterona (110HT) e 11-
cetotestosterona (11KT). Os marcadores inflamatérios incluiam interleucina 6
(IL-6), interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina
guimioatrativa mondcitos tipo 1 (MCP-1), interleucina 1 beta (IL-1B), inibidor de
ativador plasminogénio tipo 1 (PAI-1), leptina, resistina e adiponectina.
RESULTADOS: Foram incluidas 68 mulheres com SOP e 24 controles. O grupo
SOP apresentou maior IMC, razdo CA/CQ, glicose e insulina em jejum, HOMA-
IR, androstenediona, testosterona total e livre. Nao houve diferenca das
concentragbes dos androgenos C19 11-oxigenados entre o grupo SOP e

controle. Mulheres com SOP apresentaram maiores concentracdes de IL-8, PAI-



1, leptina, e resistina e menor concentragdo de adiponectina do que 0 grupo
controle. Nao houve diferencas nas concentracdes de IL-6, TNF-a, MCP-1 e IL-
1B entre os grupos SOP e controle. A analise estratificada por peso saudavel
(IMC <25 Kg/m?) e sobrepeso/obesidade (IMC >25 Kg/m?) demonstrou que 0s
androgenos classicos androstenediona, testosterona total, e testosterona livre
calculada foram mais elevados nos subgrupos SOP que nos seus respectivos
controles, em ambos o0s subgrupos SOP com peso saudavel e
sobrepeso/obesidade. Nenhuma diferenca entre SOP e controles com peso
saudavel ou com sobrepeso/obesidade foi encontrada nos niveis séricos dos
andrégenos C19 11-oxigenados. Nao houve diferenca dos marcadores
metabdlicos e inflamatdrios entre SOP e controles de peso saudavel, exceto para
resistina e PAI-1, que estavam mais elevados no subgrupo SOP. O subgrupo
SOP com sobrepeso/obesidade apresentou niveis mais elevados de insulina de
jejum, HOMA-IR, IL-8, MCP-1, PAI-1 e leptina em comparacao aos controles com
sobrepeso/obesidade. Na andlise multivariada, PAI-1 foi o Gnico marcador
inflamatério aumentado na SOP independente do IMC. CONCLUSAO: Os
androgenos C19 classicos parecem ser 0s principais andrégenos ativos em
nossa casuistica de mulheres com SOP e controles. Em nosso estudo, os C19
11-oxigenados parecem nao desempenhar papel importante no excesso de
androgenos, disfuncdo metabdlica e inflamagdo na SOP. Nossos achados
suportam as evidéncias de que a SOP esta associada a inflamacgéo cronica e
disfuncdo endotelial, porém lancam duvidas sobre o papel dos marcadores
inflamatorios como marcadores de risco cardiovascular em mulheres com SOP

independente do IMC.

Descritores: Sindrome dos ovarios policisticos; Androgénios; Resisténcia a

insulina; Inflamacgéo; Sindrome metabdlica; C19 11-oxigenados.



Abstract

Rocha TMP. Role of the androgen excess on the metabolic and inflammatory
profile of women with polycystic ovary syndrome [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Reports on inflammatory markers and their correlations with
androgen excess and metabolic dysfunctions in the polycystic ovary syndrome
(PCQOS) are few and not consensual, with studies showing conflicting results on
inflammatory markers as cardiovascular risk factors determinants in PCOS.
Moreover, correlations between inflammatory markers and the C19 11-
oxygenated androgens are yet to be assessed. We aim to characterize the
hormonal, metabolic, and inflammatory profile, and the correlations between
these parameters in a cohort of Brazilian women with PCOS compared to age-
matched controls. METHODS: We evaluated anthropometric, hormonal,
metabolic and inflammatory profiles of reproductive-age Brazilian women with
confirmed PCOS (Rotterdam criteria) vs age-matched controls. The
anthropometric, metabolic, and hormonal parameters compared between groups
included body mass index (BMI), waist-to-hip ratio (WHR), serum fasting glucose
and insulin levels, homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-
IR), lipid profile, sex-hormone binding globulin (SHBG), serum androstenedione,
testosterone, calculated free  testosteronell-hydroxyandrostenedione
(110HA4), 11-ketoandrostenedione (11KA4), 11-hydroxytestosterone (110OHT)
e 11-ketotestosterone (11KT). Inflammatory markers comprised interleukin 6 (IL-
6), interleukin 8 (IL-8), tumour necrosis factor-alpha (TNF-a), monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin 13 (IL-18), plasminogen activator
inhibitor -1 (PAI-1), leptin, resistin, and adiponectin. RESULTS: We included 68
women with PCOS and 24 controls. PCOS group had higher BMI, WHR, fasting
glucose and insulin levels, HOMA-IR, androstenedione, and total and free
testosterone. No difference was found in the C19 11-oxygenated levels between
PCOS and controls, except for a higher 11KT/11KA4 ratio in the PCOS group.
Women with PCOS had increased IL-8 and PAI-1, leptin, and resistin levels and
decreased adiponectin than controls. There were no differences in IL-6, TNF-q,

MCP-1 and IL-1B levels between women with PCOS and controls. Analysis



stratified by healthy-weight (< 25 Kg/m?) and overweight/obesity (BMI > 25
mg/m?) showed no difference in the metabolic and inflammatory markers
between healthy-weight PCOS and controls, except for resistin and PAI-1, which
were higher in the healthy-weight PCOS group. PCOS with overweight/obesity
presented higher fasting insulin levels, HOMA-IR, leptin, IL-8, MCP-1 and PAI-1
compared to controls with overweight/obesity. The classic androgens
androstenedione, total testosterone and free testosterone were elevated in both
PCOS subgroups (healthy-weight and overweight/obesity) than respective
controls. There was no difference in the C19 11-oxygenated levels between the
BMI stratified PCOS and control subgroups. Except for the endothelial
dysfunction marker PAI-1, multiple regression analysis adjusted for BMI did not
identify correlations between inflammatory markers and metabolic and hormonal
parameters. CONCLUSION: The classical C19 androgens seem to be the main
active androgens in our cohort of women with PCOS and controls. In our study,
the C19 11-oxygenated androgens seem not to play a major role in PCOS-related
androgen excess, metabolic dysfunction, and inflammation. Our findings support
the link between low-grade inflammation and endothelial dysfunction with PCOS
but cast doubt upon the role of inflammatory markers in identifying women with
high cardiovascular risk in PCOS independent of BMI.

Descriptors: Polycystic ovary syndrome; Androgens; Insulin resistance;

Inflammation; Metabolic syndrome; C19 11-oxygenated.
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1.1 Epidemiologia, etiologia e diagnostico da sindrome dos ovarios
policisticos

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) apresenta prevaléncia entre 5-
18% e é a disfuncdo endocrina mais comum em mulheres na idade reprodutiva
(3, 4). O nome “sindrome dos ovarios policisticos”, no entanto, ndo reflete a
complexidade desta condicdo. A SOP é uma disfuncdo enddcrino-metabdlica
associada a um amplo espectro de manifestacdes clinicas e comorbidades que
afetam multiplos aspectos da saude da mulher, desde a idade reprodutiva até a

pés menopausa (5-13).

Os sintomas da SOP, geralmente, se iniciam na adolescéncia com sinais
de excesso de andrégenos e irregularidade menstrual e persistem até a pos-
menopausa, periodo no qual predominam as disfuncdes metabdlicas. A exata
etiologia da SOP é complexa e ainda ndo amplamente esclarecida, mas
especula-se que seja resultado da interacdo entre fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais.(2, 14-18) Os seus principais aspectos
fisiopatolégicos incluem aumento da producéo de andrégenos por alteracdes da
esteroidogénese ovariana e adrenal e anormalidades da secrecdo e acao da
insulina, associadas a anormalidades na secrecao ou acao das gonadotropinas,
alteracdes da foliculogénese ovariana e alteracdes da funcéo do tecido adiposo
(29, 20).

O diagnostico da SOP é definido pelos critérios de Rotterdam (21), apds
a exclusao das disfun¢des enddcrinas que tém apresentacao clinica semelhante
a sindrome, como hiperplasia adrenal congénita forma ndo classica,
hiperprolactinemia, disfuncdes da tireoide, hipogonadismo hipogonadotrofico,
faléncia ovariana prematura, sindrome de Cushing, sindromes de resisténcia
insulinica grave e presenca de tumores secretores de andrégenos, e a partir da

presenca de pelos menos dois dos trés critérios a seguir (22):
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1. Sinal clinico e/ou laboratorial de excesso de andrégenos;
2. Oligo ou anovulagéo;

3. Ovérios com morfologia micropolicistica ao ultrassom de pelve (um ou ambos
0s ovarios com volume maior que 10 ml e/ou presenca de 20 ou mais foliculos

com diametro entre 2-9mm));

1.2 A SOP e disfuncdes metabdlicas

Aproximadamente 50-70% das mulheres com SOP tem sobrepeso ou
obesidade (23, 24). Além do excesso de peso, a resisténcia insulinica e a
hiperinsulinemia compensatéria também sédo alteracdes metabdlicas prevalentes
na SOP, presentes em aproximadamente 75% a 95% dos casos (25-27).
Comparadas a mulheres sem SOP, as mulheres com SOP apresentam maior
risco de intolerancia a glicose, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo
arterial, dislipidemia, sindrome metabodlica e doenca gordurosa hepatica néao
alcodlica, independente do IMC (5, 28-31). Mulheres com SOP também
apresentam maior indice de adiposidade visceral em relacdo a controles. A
adiposidade visceral na SOP se correlaciona positivamente com a relagéo
circunferéncia  abdominal/circunferéncia  quadrii  (CA/CQ), HOMA-IR
(homeostatic model assessment of insulin resistance) e niveis séricos de insulina
e glucose (32). Consequentemente, deduz-se que as mulheres com SOP
também apresentam um maior risco de doenca cardiovascular (DCV), como
doenca arterial coronariana (DAC) e acidente vascular cerebral (AVC). Estudos
mostram que a SOP se associa a maior risco de DAC e AVC, e que esse maior
risco de eventos cardiovasculares parece néo estar completamente associado
ao IMC em mulheres com SOP. (33-35). No entanto, ndo ha evidéncias de que
a SOP se associa ao aumento do risco de morte por todas as causas (35).

Sabe-se que a associacao entre obesidade e SOP nédo é universal e varia
conforme diferencas étnicas e socioculturais (4), assim como as frequéncias das

comorbidades metabdlicas séo variaveis dentro de uma mesma populacéo (36).
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Quando avaliada por regido geografica, por exemplo, a prevaléncia da sindrome
metabdlica foi maior nas mulheres com SOP provenientes das Ameéricas em
relacdo as mulheres provenientes da Asia e da Europa (37). Apesar dos paises
em desenvolvimento como o Brasil ndo terem sido bem representados nesse
estudo devido a escassez de dados disponiveis, esses resultados sé&o
compativeis com o estudo de Spritzer et al. (30), em que a prevaléncia de
sindrome metabdlica em mulheres brasileiras com SOP foi de 25-43%, similar a
prevaléncia nas mulheres com SOP nos EUA (35-43%), porém maior do que a
prevaléncia nos paises mediterraneos (7-10%).(38)

No caso da populacédo brasileira, a meta-analise de Spritzer et al. (995
mulheres com SOP e 2275 controles) incluiu mulheres de diferentes regides do
Brasil e demonstrou prevaléncia de obesidade na SOP entre 32-57%,
significativamente maior do que os 18% esperados para as mulheres brasileiras
da mesma faixa etaria (39). Observou-se também que, em mulheres brasileiras
com SOP, a sindrome metabdlica, glicemia de jejum alterada/intolerancia a
glicose, aumento de circunferéncia abdominal, resisténcia insulinica e
dislipidemia foram mais frequentes do que na populacdo geral de mulheres
brasileiras para a mesma faixa etaria (30). As mulheres brasileiras com SOP
apresentaram prevaléncia de dislipidemia entre 53%-76%, 25-43% de sindrome
metabdlica e de pré-diabetes entre 7-11%. Além disso, esse estudo evidenciou
a escassez de estudos que avaliaram outros parametros metabolicos em

mulheres brasileiras com SOP.

1.3 Excesso de andrdgenos, resisténcia insulinica e obesidade na SOP

Na SOP, a obesidade esta associada tanto a piora do perfil metabdlico
guanto das disfungbes do sistema reprodutivo. A obesidade, particularmente a
gordura visceral, aumenta a resisténcia insulinica e induz a hiperinsulinemia
compensatéria. O excesso de insulina, entdo, altera a esteroidogénese ovariana
ao agir de forma sinérgica com o LH e estimular a producéo de andrégenos pelas

células da teca ovariana (Figura 1). Adicionalmente, o excesso de andrégenos e
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a hiperinsulinemia reduzem a producdo hepatica da proteina ligadora de
hormoénios sexuais (SHBG) e levam ao aumento da testosterona (T) livre
circulante. No entanto, nem toda mulher com obesidade e resisténcia insulinica

desenvolve SOP.

Figura 1 - Producdo aumentada dos andrégenos classicos androstenediona e
testosterona nas células da teca ovarianas, estimulada por elevados niveis de
LH e insulina na SOP.
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Adaptado de Crespo et al., An update of genetic basis of PCOS pathogenesis, 2018 (2). Uso da figura
autorizado pelos autores.

A maior prevaléncia de fatores de risco cardiovascular na SOP esta
associada ndo somente a resisténcia insulinica, mas também ao
hiperandrogenismo, visto que em mulheres com SOP, o excesso de andrégenos
se correlaciona com lipotoxicidade e resisténcia insulinica (40, 41).

O’Reilly et al. compararam as concentra¢des de androstenediona
(A4), testosterona total e dihidrotestosterona (DHT) do soro, liquido intersticial
de tecido adiposo abdominal e culturas de células de tecido adiposo de mulheres
com e sem SOP e observaram que o aumento da expressao da enzima aldo-

ceto-redutase tipo 3 (AKR1C3) é o fator chave da associagéo entre resisténcia
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insulinica e hiperandrogenismo na SOP (1). A AKR1C3 é a enzima responsavel
pela conversao do andrégeno A4 em T, e 0 aumento da sua expressao leva ao
aumento da producdo da T.

Nesse mesmo estudo, a T induziu aumento da lipogénese de novo e
supresséao da lipolise e da beta-oxidacdo da gordura, com consequente acumulo
de tecido adiposo, aumento da resisténcia insulinica sistémica e lipotoxicidade
nas pacientes com SOP. A hiperinsulinemia secundaria a resisténcia insulinica
aumentou ainda mais a expressédo da AKR1C3 e exacerbou a producao de T de
forma a alimentar o circulo vicioso entre hiperandrogenismo e resisténcia
insulinica (Figura 2).

Por fim, a inibicdo seletiva in vitro da AKR1C3 reduziu de forma
significativa a lipogénese de novo induzida por andrégenos, o que sugere que a
producédo de T a partir da A4 pela enzima AKR1C3 no tecido adiposo subcutaneo
abdominal € um importante mecanismo envolvido no acumulo de lipideos

induzido por androgenos em mulheres com SOP.

Figura 2 - Producdo aumentada de testosterona no tecido adiposo, lipotoxicidade
e hiperinsulinemia na SOP
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Adaptado de O'Reilly et al, AKR1C3-Mediated Adipose Androgen Generation Drives Lipotoxicity in Women
with Polycystic Ovary Syndrome, 2017 (1)
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1.4 SOP e resposta inflamatéria

A presenca de inflamacao parece contribuir para a fisiopatologia da SOP,
bem como atuar como um fator de risco cardiovascular a longo prazo,
independente da obesidade (42, 43). A inflamacao na SOP envolve aumento de
fatores pro-inflamatérios como a proteina C-reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-6)
e reducao de fatores anti-inflamatérios, como a adiponectina (43). Evidéncias
mostram que a obesidade parece ndo ser o Unico fator associado a inflamagéo
na SOP, visto que nas mulheres com obesidade e SOP, a perda de peso se
associa a uma menor queda dos marcadores inflamatérios quando comparadas
com as mulheres com obesidade e sem SOP (44, 45).

O tecido adiposo € uma importante fonte de mediadores pro-inflamatérios
e, consequentemente inflamacéo crénica, ndo apenas na SOP como também
em outras condi¢cdes associadas a resisténcia insulinica, como a obesidade.(46)
Conforme descrito anteriormente, o excesso de testosterona na SOP promove o
acumulo de tecido adiposo visceral e resisténcia insulinica ao inibir a lipdlise e
promover a lipogénese (1). Niveis elevados de testosterona promovem a
diferenciacdo de pré-adipécitos em adipdcitos, principalmente na regido
abdominal, e o consequente acumulo de obesidade visceral(47). Adipdcitos
hipertrofiados s&o mais susceptiveis a inflamacao, fibrose, apoptose e liberacao
de acidos graxos livres, pois provocam um fendmeno de compressado dos vasos
sanguineos que leva a hipoperfuséo tecidual. A hipéxia do tecido adiposo ativa
o NF-kB, que induz a producdo e liberacdo de mdltiplos mediadores
inflamatorios, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas e
proteina quimioatrativa de mondécitos tipo 1 (MCP-1). O MCP-1 promove o
recrutamento de macrofagos de forma a sustentar o estado inflamatorio, induzir
mais disfuncdo do adipdcito e necrose celular (48).

Assim, a hipertrofia de adipocitos abdominais gera uma resposta
inflamatoéria que se agrava com o0 excesso de andrégenos na SOP (49). A
ativacdo de cascatas de inflamacdo nos adipdcitos prejudica o acumulo de
triglicérides e provoca aumento da liberacdo de acidos graxos livres, que podem

induzir a resisténcia insulinica (50). Apesar dos marcadores inflamatérios
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estarem positivamente associados ao IMC, alguns estudos demonstraram que
eles se encontraram mais elevados nas mulheres com obesidade e SOP do que
nas mulheres com obesidade e sem SOP, bem como do que nas mulheres com
peso normal e portadoras de SOP (51, 52). No entanto, a natureza da
associacao entre excesso de andrégenos, resisténcia insulinica e inflamacéo
cronica ainda é bastante especulativa e precisa ser mais bem elucidada.

A melhor caracterizacdo da inflamacdo na SOP é importante ndo apenas
para tentar esclarecer seu papel na patogénese da sindrome, mas também para
investigar a utilizacdo dos marcadores inflamatérios como determinantes do
risco metabdlico e cardiovascular nas mulheres com SOP. Uma recente meta-
analise sobre o papel da inflamacdo na SOP observou grande heterogeneidade
nos resultados sobre os marcadores de inflamacdo, bem como resultados
conflitantes entre populacdes de diferentes paises (43). Dessa forma, mais
estudos sdo necessarios em diferentes populacdes para esclarecer a correlacao
entre obesidade, resisténcia insulinica, inflamacéo crbénica e hiperandrogenismo
e identificar marcadores inflamatérios preditores de risco metabdlico e

cardiovascular na SOP.

1.5 Excesso de androgenos na SOP: os esteroides C19 classicos

A producdo de andrégenos nas mulheres na menacme ocorre nos
ovarios, nas adrenais e nos tecidos periféricos (principalmente, tecido adiposo e
pele). Os ovarios e as glandulas adrenais respondem por, aproximadamente,
50% da producdo de A4 e T, ao passo que o precursor sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEAS) é produzido majoritariamente pelas adrenais
(53). Os tecidos periféricos ndo séo capazes de produzir andrégenos de novo a
partir do colesterol, entretanto, sdo responsaveis pela producao dos outros 50%
da T circulante a partir da conversao da androstenediona.

A producédo dos esteroides C19 classicos deidroepiandrosterona (DHEA),
DHEAS e A4 pela zonareticulada do cortex adrenal € bem conhecida, bem como
seu papel como precursores da T (54). A biossintese dos androgenos C19 inicia-

se pela acdo da proteina StAR (steroidogenic acute regulatory protein), que
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promove o transporte da molécula de colesterol da membrana mitocondrial
externa para a membrana mitocondrial interna, onde o colesterol é clivado em
pregnenolona (PREG) pela acdo da enzima P450scc. A PREG é, entéo,
convertida em 17-hidroxipregnenolona (17OHPREG) pela ag¢do da 17a-
hidroxilase e, subsequentemente, em DHEA pela acao da 17-20 liase. Parte da
DHEA é sulfatada para sua forma inativa, DHEAS, pela acado da sulfotransferase
SULT2A1, e parte é convertida em A4 por meio da enzima 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 2 (3BHSD2). Ainda na glandula adrenal, parte da A4 formada
€ convertida em T pela acdo da AKR1C3, também conhecida como 1783-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 5 (17BHSD5) (Figura 3) (55).

Figura 3 - Via classica da biossintese dos esteroides C19 classicos na zona
reticulada adrenal, sob estimulo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
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A producéo de andrégenos nos ovarios ocorre nas células da teca sob a
acao do LH, de forma analoga a biossintese classica de andrégenos pelas
adrenais. Nos ovarios, a PREG pode ser metabolizada por 2 vias distintas: a via
A5, que é similar & via classica adrenal, e a via A4, em que a PREG é convertida
em PROG pela agao da 3BHSD2 e, esta, em 170HPROG pela ag¢do da 17a-
hidroxilase. Em humanos, a atividade da 17,20 liase sobre o precursor

170HPROG nos ovéarios é muito pequena (Figura 4). Os andrégenos, entéo, se
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difundem das células da teca para as células da granulosa, onde sdo substratos

para formacéo de estrégenos pela acado do FSH.

Figura 4 - Biossintese dos esteroides C19 classicos nas células da teca
ovarianas, sob estimulo do LH
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Os padrdes de secrecdo de andrégenos adrenais e ovarianos se diferem
devido a diferencas na expressdo das enzimas da esteroidogénese entre as
duas glandulas. A biossintese dos andrégenos adrenais se direciona
predominantemente para a producédo de DHEA e DHEAS devido a uma atividade
mais baixa da 3HSD2 e uma atividade mais intensa da SULT2A1 na zona
reticulada adrenal, em comparacao as células da teca ovarianas.

Até recentemente, a T era considerada o marcador do hiperandrogenismo
laboratorial na SOP (56). No entanto, OReilly et al. demonstraram que a A4
sérica dosada por LC-MS/MS é um indicador mais sensivel para a deteccao de
hiperandrogenemia na SOP do que a dosagem isolada de T total (40). A
sensibilidade e a especificidade da A4 para excesso de andrégenos foram de
88,3% e 97,7%, respectivamente, contra uma sensibilidade de 65,1% e
especificidade de 88,3% da T total. Ainda nesse estudo, mais de dois tercos das

mulheres inicialmente caracterizadas como normoandrogénicas por niveis
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séricos normais de T apresentaram excesso de andrégenos confirmado por
niveis séricos elevados de A4.

Assim, a avaliacdo dos niveis séricos de T total e A4 dosados por LC-
MS/MS é atualmente a metodologia mais acurada para deteccéo laboratorial do

excesso de andrégenos na SOP.

1.6 Excesso de andrdégenos na SOP: os esteroides C19 11-oxigenados

Estudos mostram que ha a presenca de disfuncédo da esteroidogénese
adrenal na SOP. Niveis séricos elevados de DHEAS, um esteroide androgénico
produzido quase que exclusivamente pelas adrenais, ocorre em
aproximadamente 30% das pacientes com SOP (57). O'Reilly et al. avaliaram
outros andrdgenos de producdo essencialmente adrenal, além do DHEAS, em
paciente com SOP e observaram que, em relagdo ao grupo controle pareado
para IMC, pacientes com SOP apresentaram niveis séricos mais elevados
desses andrégenos adrenais, denominados C19 11-oxigenados (58). No
entanto, o papel desses esteroides adrenais na SOP ainda néo foi elucidado.

Em meados da década de 50, o esteroide C19 11-oxigenado 11(-
hidroxiandrostenediona (110HA4), produzido pelas adrenais, foi detectado em
elevadas concentracdes séricas em humanos (59, 60). Estudos subsequentes,
porém, concluiram que esse esteroide apresentava fraco potencial androgénico
e a 110HA4 foi negligenciada por achar-se que era resultado final da via de
inativacdo dos andrégenos adrenais (61).

Estudos em peixes teleost, no entanto, mudaram esse paradigma ao
demonstrar que o produto da metabolizacdo da 110HA4, denominado 11-
cetotestosterona (11KT), era o andrégeno mais potente nestes organismos. A
11KT esta envolvida na diferenciacdo sexual, no desenvolvimento dos
caracteres sexuais masculinos, na espermatogénese e no comportamento
reprodutivo masculino desses peixes (62, 63).

Em humanos, os primeiros trabalhos que investigaram o papel dos
esteroides C19 11-oxigenados na fisiopatologia de doencas foram realizados em

células de tumores de prostata resistentes a castracdo. Desfechos positivos do
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tratamento desses tumores com o0 antagonista do receptor androgénico,
enzalutamide, e com o inibidor do CYP17A1, abiraterone, sugeriram que as
células tumorais estavam sendo ativadas por androgenos, apesar da terapia de
castracdo (64, 65). Para investigar a hipotese de que os esteroides C19 11-
oxigenados seriam agonistas do receptor de andrégeno e teriam papel na
resisténcia desses tumores a castracao, foi avaliado, entdo, o grau de atividade
dos esteroides 11KT e 11-cetodiidrotestosterona (11KDHT) sobre o receptor de
androgeno. Observou-se que 11KT e 11KDHT ligaram-se ao receptor
androgénico com afinidade semelhante a da T e da DHT, respectivamente, e
foram capazes de induzir a expressdo génica androgeno-dependente e o
crescimento celular com poténcia e eficacia comparaveis a T e DHT (66, 67).

As vias de metabolizacdo da 110HA4 e de outros esteroides C19 11-
oxigenados nos seres humanos comecaram a ser elucidadas recentemente (68).
A glandula adrenal humana produz quantidades significativas de 110HA4,
formada a partir da 11B-hidroxilacdo da A4 e catalisada pelo citocromo CYP11B1
(9). A producéo de 110HA4 é maior do que a producdo da A4 nas adrenais, tanto
em condi¢cdes normais quanto sob o estimulo com ACTH (69). A 110HA4 é
substrato para agdo da 11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (118HSD2),
gue leva a sintese da 11KA4. A 11KA4, por sua vez, sofre acdo da AKR1C3 e é
convertida em 11KT. A 11KT também é produzida a partir da T, por intermédio
da 110HT. A 110OHT pode ser produzida a partir da 11B-hidroxilacdo da T
catalisada pelo CYP11B1, e é o substrato da 11BHSD2 para formagao da 11KT
(6) (Figura 5).

A dosagem de 110HT e 11KT mostrou-se similar entre homens e
mulheres, o0 que sugere que a adrenal é a principal fonte de producao da 110HT,
e que a T de origem gonadal tem pouca importancia como precursora desses
esteroides (55). As diferencas nas concentracbes dos esteroides C19 11-
oxigenados na veia adrenal e na veia cava inferior sugerem que 110HA4 e
110HT séo sintetizadas, preferencialmente, nas adrenais, e que a 11KA4 e a

11KT séo produzidas, principalmente, nos tecidos periféricos (55, 69).
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Figura 5 - Biossintese dos esteroides C19 11-oxigenados nas adrenais

ACTH ZONA RETICULADA - CORTEX ADRENAL

\ /

Colesterol

StAR P450scc
CYP11A1

17a hidroxilase 17,20 liase

Pregnenolona CYP17A1 170H-Preg (YPUAI. DHEA WHSD?_ A4 AKR1C3

Testosterona

17BHSD2
CYP1181 CYP1181

110HA4 110HT
11BHsD2 11BHSD2

4 AKR1C3 v
11KA4 > 11KT

Em mulheres, a maioria dos androgenos C19 produzidos pelas adrenais
e pelos ovérios sdo, na verdade, precursores de andrégenos, cuja acgao
androgénica € fraca, e que podem ser convertidos em andrégenos ativos nos
tecidos alvos.

Mais especificamente, a DHEA pode ser convertida em A4 pela acdo da
3BHSDL1 e a A4 pode ser substrato para a producao de T pela acdo da AKR1C3
nos tecidos periféricos (70). A 5a-reducao da T no androégeno mais potente, DHT,
ocorre pela agcédo da enzima 5a-redutase tipo 2 (SRD5A) (71) (Figura 8).
Também nos tecidos periféricos, a 110HA4 é convertida em 11KA4 pela acao
da 11BHSD2 e esta é convertida em 11KT pela agdo da AKR1C3. A 11KT
também € produto da 11-beta hidroxilagdo da 110OHT pela 11BHSD2. A
conversdo da 11KT no andrégeno mais potente, 11KDHT, também ocorre pela
acao da enzima SRD5AL1 (72) (Figura 6).

No contexto das doencas endocrinoldgicas associadas ao excesso de
andrégenos, Turcu et al. avaliaram pacientes portadores de forma classica da
deficiéncia da 21-hidroxilase e demonstraram niveis elevados dos C19 11-
oxigenados 110HA4, 11KA4, 110HT e 11KT em homens e mulheres

acometidos, quando comparados ao grupo controle (73).
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Figura 6 - Ativacdo dos precursores de andrégenos C19 classicos e C19 11-
oxigenados nos tecidos periféricos
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O’Reilly et al estudaram os esteroides C19 11-oxigenados 110HA4,
11KA4, 110HT e 11KT em mulheres com SOP e controles, e apontaram um
papel relevante dos C19 11-oxigenados no hiperandrogenismo associado a
sindrome (58). Foi observado que, do total de andrégenos circulantes, os C19
11-oxigenados correspondiam a maioria (53%) dos andrégenos nao conjugados
circulantes nas pacientes com SOP, diferentemente do que se observou no
grupo controle, em que os andrdgenos classicos corresponderam a maioria dos
andrégenos séricos circulantes. Evidenciaram, também, que a elevacdo dos
niveis séricos dos C19 11-oxigenados nas pacientes com SOP foi independente
do IMC e que a 110HA4 e a 11KA4 se correlacionaram positivamente com IMC,
niveis séricos de insulina e HOMA-IR nas pacientes com SOP. Um dado curioso
também observado nesse estudo foi a concentracdo sérica da 11KT, que foi
significativamente mais elevada do que a T tanto nas pacientes com SOP como
no grupo controle, o que sugere que a 11KT é o andrégeno potente mais
abundante no sexo feminino. Assim, como a 11KT apresenta afinidade e
potencial de ativacdo do receptor de androgeno semelhante a T, abre-se um
precedente para a investigacao do papel da 11KT no excesso de andrdgenos,
obesidade, resisténcia insulinica e inflamagé&o cronica na SOP.

Mais recentemente, Nanba et al. incluiram os andrégenos C19 11-
oxigenados na avaliacao do perfil de andrégenos circulantes em mulheres pré e

pos menopausa.(74) Diferentemente das concentracbes dos andrégenos
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classicos DHEA, DHEAS, A4 e T, os 11-oxigenados ndo apresentaram declinio
apos a menopausa. A preservacao dos esteroides C19 11-oxigenados como 0s
andrégenos dominantes na pds-menopausa sugere que esses esteroides
possam ter um papel na fisiologia durante esse periodo da vida da mulher.
Devido as limitacdes do desenho do estudo, ndo foi encontrada associacao entre
0os 1l-oxigenados e IMC, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,

hiperglicemia nem densidade mineral 6ssea nas mulheres na p4s-menopausa.

1.7 Hipo6teses

Sabe-se que as mulheres com SOP tém maior risco de desenvolver
doencas metabdlicas, e que existe uma associacdo entre 0 aumento dos
androgenos C19 classicos e aumento dos fatores de risco metabdlicos como
obesidade e resisténcia insulinica. Porém, ainda néo se sabe qual a contribui¢do
dos androgenos C19 11-oxigenados e dos marcadores inflamatérios para o
maior risco de perfil metabdlico adverso na SOP.

Assim, a nossa hipotese é que os androgenos C19 11-oxigenados
apresentam niveis mais elevados nas mulheres com SOP em relacdo a
controles, e que juntamente com o0s androgenos C19 classicos, estédo
associados a piores desfechos de disfuncdo metabdlica, resisténcia insulinica e

inflamacg&o nas mulheres com SOP.
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Os objetivos deste trabalho séo:

1. Analisar o perfil clinico, metabdlico, inflamatério e hormonal de uma

amostra de mulheres brasileiras com SOP comparadas a um grupo controle.

2. Avaliar a correlacdo entre as concentracbes séricas dos esteroides
androgénicos classicos e 1l-oxigenados com parametros metabdlicos e
inflamatorios em uma amostra de mulheres brasileiras com SOP comparadas a

um grupo controle.
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3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal.

3.2 Consideracdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com a Resolucao do Conselho Nacional
de Saude 466/2012(44). O projeto foi aprovado pelo comité de ética local
(CAPPesq) via Plataforma Brasil, Certificado de Apresentacdo para Apreciacao
Etica (CAAE) n° 70613317.5.0000.0068.

AplOs terem aceitado participar do estudo, todas as participantes

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

3.3 Populagao do estudo

O recrutamento foi realizado através de midias sociais para selecionar
mulheres néo tratadas com e sem SOP de agosto de 2016 a dezembro de 2019.

Todas as mulheres tinham idade entre 18-40 anos e nao estavam em uso
de substancias que pudessem afetar o metabolismo ou o perfil hormonal.

O diagnostico de SOP foi confirmado de acordo com os critérios de
Rotterdam e pela excluséo de diagndsticos diferenciais da SOP como deficiéncia
ndo classica da 21-hidroxilase, disfun¢gBes da tireocide ndo compensadas,
hiperprolactinemia e tumores produtores de andrégenos.

O grupo controle incluiu mulheres com ciclos menstruais regulares
(duracao > 21 dias e < 35 dias), sem sinais ou sintomas de hiperandrogenismo

(hirsutismo, acne e/ou alopecia androgénica), e sem histérico de infertilidade.
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3.4 Critérios de incluséao

Participantes de nenhum dos dois grupos estava em uso de método
contraceptivo hormonal, medicamentos sensibilizadores de insulina,
medicamentos com agao sobre o receptor de androgeno, ou esteroides. Caso
tenha havido o uso prévio de algumas das medicacdes anteriores, foram
incluidas apenas mulheres que tinham descontinuado o contraceptivo hormonal
oral/medicamentos sensibilizadores de insulina/medicamentos com ag&o sobre
o receptor de andrégeno pelo menos trés meses antes da coleta das amostras
de soro para este estudo. No caso do uso prévio da contracepcdo hormonal
injetavel, do implante e do uso de esteroides, considerou-se um periodo minimo

de seis meses da descontinuagdo para inclusdo neste estudo.

3.5 Critérios de exclusao

Foram excluidas mulheres com disfuncado renal e hepatica, gestantes e

lactantes.

3.6 Avaliacdo clinica e antropométrica

As manifestacBes clinicas de hiperandrogenismo foram avaliadas pela
presenca de hirsutismo, acne e alopecia feminina padrdo androgénico.
O hiperandrogenismo clinico foi definido pela presenca de hirsutismo -
pontuacao pela escala de Ferriman-Galleway modificada (mFG) maior ou igual
a seis — e/ou acne e/ou alopecia feminina padrdo androgénico. O
hiperandrogenismo laboratorial foi definido pela concentragéo sérica de DHEAS
elou A4 e/ou T total e/ou T livre igual ou acima o limite superior do método.

A oligo/anovulagéo foi definida pela presenca de oligomenorreia (menos
de 8 ciclos menstruais em 12 meses e/ou ciclos menstruais com intervalo <21 ou
>35 dias) ou niveis séricos de progesterona na fase lutea <5 ng/ml, em dois

ciclos menstruais consecutivos.(22)
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A definicho de morfologia de ovéario policisticos (MOP) ao
ultrassom foi definida pela presenca de 20 ou mais foliculos com distribuicéo
periférica e tamanho entre 2-9 mm e/ou a presenca de ovarios com volume
>10cm?, uni ou bilateralmente avaliados por ultrassonografia pélvica transvaginal
(22). Os exames foram realizados no Instituto de Radiologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP).

A avaliacao do perfil metabdlico incluiu o calculo do IMC, a medida da
circunferéncia abdominal (CA) e da circunferéncia do quadril (CQ), o célculo da
relacdo CA/CQ e média da pressao arterial (média de 2 afericbes no mesmo
membro, com intervalo de 3 minutos).

As avaliacbes clinicas foram realizadas pela mesma equipe de
endocrinologistas do Ambulatério de Doengas Hiperandrogénicas, Unidade de

Desenvolvimento, Disciplina de Endocrinologia do HCFMUSP.

3.6 Anélises laboratoriais

Todas as amostras de soro foram coletadas entre 8:00h e 9:00h da
manha. Todas as participantes estavam na fase folicular do ciclo menstrual —
entre 0 3° e 5° dia do ciclo — e em jejum de 8-10 horas. Mulheres em amenorreia
tiveram as amostras coletadas de forma aleatéria. Todas as mulheres do grupo
SOP foram submetidas ao teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) com a
dosagem sérica de glicemia e insulina nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos

apos ingestao de 759 de glicose anidra.

As amostras de sangue destinadas a dosagem dos andrégenos C19 11-
oxigendos e marcadores inflamatérios foram centrifugadas em até 1h apés a
coleta e 0 soro congelado a -80°C. Amostras destinadas a dosagem dos C19
classicos e analises bioquimicas foram encaminhadas ao Laboratério Central do

HCFMUSP imediatamente apds a coleta.
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3.6.1 Avaliacdo bioquimica

Dosagens séricas da glicemia (hexoquinase), insulina (ECLIA, Cobas
€602, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), hemoglobina glicada (HPLC),
colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e triglicérides foram realizadas no
Laboratorio Central do HCFMUSP. A resisténcia insulinica foi avaliada pelo
HOMA-IR (homeostasis model assessment of insulin resistance), calculado pela

formula [glicemia jejum (mg/dL) x insulina jejum (ulU/mL/ 405].

3.6.2 Dosagens séricas dos marcadores inflamatérios

Interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), interleucina 1 beta (IL-1(), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina quimioatrativa de mondcitos tipo 1
(MCP-1), inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), leptina, resistina e
adiponectina foram dosados pelo kit comercial MILLIPEX® MAP Human (Merck,
Burlington, Massachusetts, EUA). Os ensaios foram realizados de acordo com
as instrucdes do fabricante. As amostras foram analisadas pelo sistema Luminex
MAGPIX e coletados pelo software Luminex XPONEN (Luminex, Austin, Texas,
EUA).

3.6.3 Dosagens séricas do perfil hormonal

LH, FSH, progesterona, DHEAS, Testosterona total e SHBG foram
dosados por eletroquimioluminescencia (ECLIA) (Cobas €602 Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA) no Laboratorio Central do HCFMUSP. A 170HP
e a A4 foram dosadas por LC-MS/MS no Laboratério de Horménios e Genética

Molecular LIM 42, conforme descrito por Alves et al (75).
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DHEA, A4, T, DHT, 110HA4, 110HT, 11KA4, 11KT foram dosados por
LC-MS/MS — ACQUITY UPLC system (Waters, Milford, USA) Xevo TQ-S triplo
quadrupolo (Waters, Milford, USA) (Anexos 7.1, 7.2 e 7.3), no Institute of
Metabolism and Systems Research (IMSR), na Universidade de Birmingham,
Reino Unido, conforme descrito por Schiffer et al. (76).

A testosterona livre foi calculada a partir das concentracdes séricas de
testosterona total e SHBG através da formula de Vermeulen (77).

A testosterona total dosada por ECLIA (Cobas €602 Roche Diagnostics,
Indianapolis, USA) e a A4 dosada por LC-MS/MS no LIM 42 HCFMUSP foram
consideradas para o diagnostico de hiperandrogenismo laboratorial. A A4 e
testosterona total dosadas no IMSR no Reino Unido foram consideradas para as
analises comparativas entre andrégenos classicos e 11-oxigenados e para a
investigacdo das correlacdes entre parametros metabdlicos, inflamatérios e

hormonais.

3.7 Anélise estatistica

Todos os testes estatisticos realizados levaram em consideracido um a
bidirecional (p-valor) de 0,05 e intervalo de confianca (IC) de 95%, realizados
com apoio computacional dos softwares R1 ou IBM SPSS Statistics para
Windows, verséao 25 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Os dados foram descritos com frequéncia e intervalo de confianga para
as variaveis qualitativas e com medidas de tendéncia central (média e mediana)
e medidas de disperséo (desvio padrao, intervalo interquartil, minimo e maximo)
para as variaveis quantitativas.

A existéncia de associacao entre as variaveis qualitativas foi avaliada com
teste de qui-quadrado ou teste exato de Fischer. A associacao entre variaveis
guantitativas e qualitativas foi avaliada com teste de Mann-Whitney.

Foram criados modelos de regressao linear univariada e multivariada para
verificar a interacdo entre as variaveis de disfungdo metabdlica, variaveis do

perfil hormonal e os marcadores de inflamacédo entre os grupos SOP e controle,
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com ajuste por IMC. Para a andlise multivariada, foram criados modelos de
regressdo linear para reduzir a probabilidade de erro tipo 1. As variaveis
dependentes incluiram glicose jejum, insulina jejum, razdo CA/CQ, HOMA-IR,
pré-diabetes, diabetes tipo 2, dislipidemia, hipertensao arterial sistémica, razao
LH/FSH, DHEA-S, razdo T/A4, T livre, SHBG, 110HA4, 110HT e razéo
11KT/11KA.



4. RESULTADOS
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4.1. Carateristicas da coorte estudada

Foram incluidas um total de 92 mulheres neste estudo, 68 (73,9%) no
grupo SOP e 24 (26,1%) no grupo controle. Os grupos foram pareados para
idade, com média e + desvio padrao (DP) de 28,9 (+5,6) anos no grupo SOP e
31,0 (£6,3) anos no grupo controle (p-valor 0,216).

No grupo SOP, a frequéncia de hirsutismo foi de 62,1%, acne 26,5%,
alopecia 13,2%, irregularidade menstrual 100%, MOP 88,9%, e
hiperandrogenismo laboratorial 61,8%.

A média do IMC foi maior no grupo SOP (32,3+6,9 Kg/m?) em relacéo aos
controles (26,1+6,4 Kg/m?) (p-valor 0,010) (Tabela 1). Sobrepeso e obesidade,
definidos por um IMC > 25mg/m?, foram observados em 83,8% (57/68) do grupo
SOP e 45,8% (11/24) do grupo controle. A circunferéncia abdominal, a
circunferéncia de quadril e a razdo CA/CQ mostraram-se significativamente mais

elevados no grupo SOP (Tabela 1).

Tabela 1- Distribuicdo de variaveis antropométricas de acordo com 0S grupos
incluindo média, desvio padrédo (DP), mediana, intervalo interquartil (11Q),
valores minimo e maximo e nivel descritivo (p-valor)

VARIAVEL GRUPO MEDIA (xDP) MEDIANA (IIQ) MIN-MAX p-valor
SOP 32,3(x6,9) 31,7 (27-37,2) 20,1-50,6
IMC (Kg/m?) 0,001
Controle 26,1 (+6,4) 25,6 (21,4-31,6) 15,1-40,4
SOP  100,9 (+16,6) 101,5(90-113) 70-142
CA (cm) 0,007
Controle 88,7 (+17,6) 84 (76-101) 65-124
SOP 111 (12,8) 110(102-119)  73-150
CQ (cm) 0,042
Controle 104,6 (x12) 105 (96-114) 80-131
SOP 0,9 (x0,1) 0,9 (0,8-1) 0,7-1,2
Razédo CA/CQ 0,006

Controle 0,8 (x0,1) 0,8 (0,8-0,9) 0,7-1

p-valor baseado no teste de Mann-Whitney; IMC, indice de massa corporal; CA, circunferéncia

abdominal; CQ, circunferéncia quadril
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4.2. Avaliacéo do perfil metabdlico

Conforme Tabela 2, 93,1% do total de casos de pré-diabetes ocorreu no
grupo SOP, com prevaléncia de pré-diabetes de 39,7% (27/68) no grupo SOP e
9% (2/24) no grupo controle, (p=0,004). Também foi observado que 85% do total
de casos de dislipidemia ocorreu no grupo SOP. Houve uma maior prevaléncia
de dislipidemia no grupo SOP 77,3% (51/66) do que no grupo controle 37,5%
(9/24), (p<0,001). Diabetes e hipertensdo arterial ocorreram apenas nas
mulheres com SOP. Embora, as frequéncias de pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 — 9,5% (6/63) — e hipertensdo arterial — 12,1% (8/66) — tenham sido
também maior no grupo SOP, ndo se observaram diferencgas estatisticamente

significantes entre os grupos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo de disfun¢cdes metabdlicas de acordo com 0s grupos
incluindo (N), porcentagem (%), intervalo de confianca de 95% (IC95%) e nivel
descritivo (p-valor)

GRUPO
SOP CONTROLE TOTAL

VARIAVEL N % (IC95%) N % (IC95%) N p-valor
Pré-diabetes

Nzo 41 65,1 (52,8-76) 22 34,9 (24-47,2) 63

Sim 27 93,1(79,7-98,5) 2 6,9 (1,5-20,3) 29 0004
Total 68 73,9 (64,3-82) 24 26,1 (18-35,7) 92
Diabetes tipo 2

Nzo 57 70,4 (59,8-79,5) 24 29,6 (20,5-40,2) 81

Sim 6 100 (100-100) 0 0(0-0) 6 0117
Total 63 72,4 (62,4-81) 24 27,6 (19-37,6) 87
Dislipidemia

N&o 15 50 (32,8-67,2) 15 50 (32,8-67,2) 30

Sim 51 85 (74,4-92,3) 9 15 (7,7-25,6) 60 <0.001
Total 66 73,3 (63,6-81,6) 24 26,7 (18,4-36,4) 90
Hipertenséo arterial sistémica

Néo 58 70,7 (60,3-79,7) 24 29,3 (20,3-39,7) 82

Sim 8 100 (100-100) 0 0(0-0) 8 0074
Total 66 73,3 (63,6-81,6) 24 26,7 (18,4-36,4) 90

p-valor baseado no teste de qui-quadrado ou teste exato de Fischer
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Glicose jejum, insulina jejum, HOMA-IR, hemoglobina glicada, triglicérides
e HDL-colesterol mostraram-se significativamente diferentes entre os grupos.
Maiores concentracbes de glicemia jejum, insulina jejum, HOMA-IR,
hemoglobina glicada e triglicérides e menores niveis de HDL-colesterol foram
encontrados no grupo SOP. Nao foram observadas diferencas significantes entre

0S grupos para o LDL-colesterol. (Tabela 3)

Tabela 3- Perfil metabdlico de acordo com os grupos incluindo média, desvio
padrdo (DP), mediana, intervalo interquartil (11Q), valores minimo e maximo e
nivel descritivo (p-valor)

VARIAVEL GRUPO MEDIA (+DP) MEDIANA (11Q) MIN-MAX  p-valor

Glicose jejum (mg/dl) SOP 91,5 (+25,5) 88,0 (82,5-93,5) 74-290 0.045
Controle 85,0 (+9,2) 81,5 (77,0-94,5) 71-102

Insulina jejum (LU/mI) SOP 25,8 (+20,6) 21,4 (14,0-33,5) 5,1-130 <0,001
Controle 10,0 (5,5) 8,8 (7,0-10,6) 4,6-29,5

HOMA-IR SOP 6,0 (+5,4) 45 (3,2-6,9) 1,1-30,2 0001
Controle 2,1(+1,1) 2,0 (1,4-2,2) 0,9-5,2

HbAlc (%) SOP 5,5 (+0,9) 5,4 (5,2-5,6) 4-11,9 0,039
Controle 5,2 (0,3) 5.2 (5,0-5,4) 4,7-5,9

LDL-c (mg/dl) SOP 109,4 (+33,3)  104,0 (88,0-131,0) 36-205 0.284
Controle 98,7 (£22,9) 97,5 (84,0-111,5) 42-143

Triglicerideos (mg/dl) SOP 143,2 (+93,7)  111,5(80,0-179,0) 46-529 0,001
Controle 80,5 (+30,7) 72,0 (58,5-93,0) 41-160

HDL-c (mg/dl) SOP 45,7 (+15,0) 44,5 (36,0-49,0) 22-121 <0001
Controle 58,4 (+15,1) 57,5 (46,5-69,0) 32-88

p-valor baseado no teste de Mann-Whitney; HOMA-IR, homeostatic model assessment of insulin

resistance; HbAlc, hemoglobina glicada; LDL-c, LDL-colesterol; HDL-c, HDL-colesterol

4.3. Avaliacdo dos marcadores de inflamacéao

Entre os marcadores de inflamacéo, observou-se que a leptina, resistina,
IL-8 e PAI-1 estavam significativamente mais elevados no grupo SOP e que a
adiponectina estava significativamente mais elevada no grupo controle (Tabela
4).
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Tabela 4 — Marcadores de inflamagé&o de acordo com os grupos incluindo
média, desvio padrao (DP), mediana, intervalo interquartil (11Q), valores minimo
e maximo e nivel descritivo (p-valor)

VARIAVEL GRUPO  MEDIA (+DP) MEDIANA (I1Q) MIN-MAX p-valor
IL-6 (pg/mL) SOP 5,7 (¥13,3) 29(0,851) 0,2-104,5

Controle 7 (+10,3) 1,7 (0,9-8,7) 0,3-32,5 0973
Leptina (pg/mL) SOP 11354,4 (+9133,3) 8759 (4809-15386) 1026-47169

Controle  4598,1 (+2545,3) 4480 (2684-6345,5) 177,8-8479 0002

IL-8 (pg/mL) SOP 4,1 (+6) 2 (0,7-4,4) 0-30,8 0.002
Controle 0,7 (1) 0,1(0,1-1,3) 0-3,4

Adiponectina (pg/mL) SOP 36,2 (+51,8) 18,4 (14,7-30,4)  6,1-304,8 0,043
Controle 105,3 (x129,7) 29,7 (19,8-212,9) 19,4-320,2

MCP-1 (pg/mL) SOP 211,7 (¥111,7)  179,4 (119,3-275,2) 34,1-522,5 0,074
Controle 150,2 (+83,4) 155,4 (87,6-173)  32,1-320

TNF-a (pg/mL) SOP 2,1 (1,1) 2,1(1,3-2,6) 0,3-5,6 0.062
Controle 1,5 (+0,8) 1,1 (0,9-2,2) 0,5-3,2

Resistina (pg/mL) SOP 11709,7 (+1986,1) 12095 (10666-13375) 6290-14790 0,023
Controle 9976,8 (+2893) 10146 (7701-12110,5) 5981-15553

IL-1B (pg/mL) SOP 0,6 (£0,4) 0,4 (0,3-0,6) 0,2-2,7 0,407
Controle 0,8 (£0,9) 0,4 (0,3-0,7) 0,2-3,3

PAI-1 total (pg/mL)  SOP 13759,6 (+4392,4) 14787 (10727-17469) 4385-20671 0.008

Controle  9462,3 (¥5134,1) 7927,5 (5703-13485) 3147-20017

p-valor baseado no teste de Mann-Whitney

4.4. Avaliacao do perfil hormonal

LH, razdo LH/FSH, androstenediona, testosterona total, testosterona livre,
razado T/A4 e razdo 11KT/11KA4 mostraram-se significativamente aumentadas
no grupo SOP (Tabela 5). A SHBG e o FSH mostraram-se significativamente
mais elevados no grupo controle (Tabela 5). Nao houve diferencas entre os
grupos nas concentracbes de DHEAS, DHT, 110HA4, 110HT, 11KA4 e 11KT
(Tabela 5).



Tabela 5- Perfil hormonal de acordo com o0s grupos incluindo média, desvio
padrédo (DP), mediana, intervalo interquartil (11Q), valores minimo e maximo e
nivel descritivo (p-valor)
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VARIAVEL GRUPO MEDIA (tDP)  MEDIANA (1IQ) MIN-MAX  p-valor
LH (UIIL) SOP 10,6 (+6,4) 8,9 (6,6-12,5) 1,3-34,7 0,001
Controle 6,8 (+4,8) 6,1 (4,4-7) 1,9-25,8 ’
FSH (UI/L) SOP 5,8 (+4,6) 5,5 (4,5-6,3) 1,2-41
Controle 6,7 (+1,8) 6,2 (5,6-7,9) 3,9-11,6 0005
LH/FSH SOP 2 (1) 1,8 (1,2-2,7) 0,3-5,2
Controle 1,1 (+1) 0,9 (0,7-1,2) 0,3-5,7 <0.001
DHEA-S (ng/mL) SOP 2235,6 (+1489,5) 1863 (1168-2838) 480-9533
Controle 2083,8 (+1040,5) 2205 (1181-2646) 682-5309 0,989
Androstenediona (nmol/L) SOP 6,4 (£3,3) 5,9 (4-8,4) 1,5-20,4 0.001
Controle 4 (+1,9) 3,7(2,7-5,1) 1,4-9
Testosterona total (ng/dL) SOP 57,5 (£39) 53 (36,5-70,5) 12-306 <0.001
Controle 27,9 (£14,6) 26 (13-41) 12-56
Testosterona total (hnmol/L) SOP 2 (+1,4) 1,5(1,3-2,4) 0,4-10,6 0,001
Controle 1(x0,5) 0,9 (0,5-1,4) 0,4-1,9
SHBG (nmol/L) SOP 43,7 (x24) 36,4 (25,6-58,9) 15,7-133,1 0,001
Controle 80,6 (+48,4) 69,4 (47-100)  23,6-199,5
Testosterona livre (pmol/L) SOP 33,4 (£27) 28 (16-46) 4-196 <0,001
Controle 11,8 (+8,1) 9,5 (5-18) 2-34
DHT (nmol/L) SOP 0,4 (0,3) 0,4 (0,2-0,6) 0-1,3 1,000
Controle 0,4 (0,3) 0,3 (0,2-0,6) 0-1,3
110HA4 (nmol/L) SOP 14,9 (9,9) 12,7 (8,8-15,9) 1,3-48,8 0.936
Controle 13,6 (+7,1) 11,9 (8,9-16,1) 4,7-34
110HT (nmol/L) SOP 0,7 (x0,5) 0,6 (0,4-1) 0,1-2,6 0,253
Controle 0,6 (x0,2) 0,6 (0,3-0,8) 0,3-1
11KA4 (nmol/L) SOP 6 (+4) 4.4 (3,2-8) 0,4-17,2 0274
Controle 6,3 (£3) 5,6 (4,1-8,4) 2,5-13,3
11KT (nmol/L) SOP 1,7 (+1,1) 1,4 (0,9-2,4) 0,2-5,7 0111
Controle 1,3 (+0,6) 1,1 (0,8-1,8) 0,5-2,5
Razdo T/A4 SOP 1,1 (+1,1) 0,8 (0,3-1,4) 0-5,3
Controle 0,3 (0,1) 0,3 (0,2-0,3) 0,1-0,5 <0.001
Razéo 11KT/11KA4 SOP 0,4 (x0,4) 0,3 (0,1-0,5) 0-2,3 0,047
Controle 0,2 (0,1) 0,2 (0,1-0,3) 0,1-0,5

p-valor baseado no teste de Mann-Whitney
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Do total de androgenos circulantes nas mulheres com SOP, os
androgenos classicos androstenediona e testosterona corresponderam a 27% e
os 11-oxigenados, a 73% (Figura 7). Em controles, a propor¢cédo dos androgenos
classicos foi de 19% e a dos 1l-oxigenados, 81% em relacdo ao total de
androgenos circulantes (Figura 7).

Figura 7 — Contribuicdo relativa (mediana; %) dos andrégenos classicos
(androstenediona e testosterona) e 11-oxigenados (110HA4, 110HT, 11KA4 e
11KT) no total de andrégenos circulantes nos grupos SOP e controle

SOP

B Androstenediona (nmol/L)
Testosterona total (nmol/L)
H 110HA4 (nmol/L)
H 110HT (nmol/L)
11KA4 (nmol/L)

11KT (nmol/L)

Controle

B Androstenediona (nmol/L)
Testosterona total (nmol/L)
H 110HA4 (nmol/L)
H 110HT (nmol/L)
11KA4 (nmol/L)

11KT (nmol/L)

SOP: Androstenediona + Testosterona = 27%; C19 11-oxigenados = 73%.
Controle: Androstenediona + Testosterona = 19%; C19 11-oxigenados = 81%.
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4.5 Avaliacao dos perfis metabdlico, inflamatorio e hormonal estratificada
pelo IMC em mulheres com SOP e controles

Os grupos SOP e controle foram divididos em dois subgrupos, de acordo
com o IMC: peso saudavel (IMC <25 Kg/m?) e sobrepeso/obesidade (IMC >25
mg/m?). As estatisticas descritivas completas dos parametros antropométricos,
metabolicos e inflamatérios estratificadas por IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?
incluindo mediana, intervalo interquartil (P25-P75) e nivel descritivo (p-valor)

constam no Anexo A.

4.5.1 Subgrupo SOP e controles com IMC <25 Kg/m?

O grupo SOP com peso saudavel apresentou uma relacdo LH/FSH mais
alta, assim como maiores concentracdes de androstenediona, testosterona total
e livre, e menores concentracbes de SHBG, comparado ao grupo controle
(Anexo A). Nenhuma diferenca nas concentracbes dos androgenos 11-
oxigenados foi encontrada entre SOP e controles no subgrupo de peso saudavel.
Também né&o houve diferenca nos marcadores metabdlicos e inflamatérios entre
o grupo SOP vs. controle, exceto para os niveis de resistina e PAI-1, que foram
mais altos no grupo SOP do que controle (p=0,026 e p=0,036, respectivamente)

(Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Resistina em analise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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Figura 9 — PAI-1 em andlise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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4.5.2 Subgrupo SOP e controles com IMC >25 Kg/m?

No subgrupo sobrepeso/obesidade, o grupo SOP apresentou niveis mais
elevados da razdo LH/FSH, androstenediona, testosterona total e livre, e niveis
mais baixos de SHBG (Anexo D). O grupo SOP também apresentou niveis
aumentados de insulina de jejum (Figura 9) e HOMA-IR (Figura 10) e maiores
concentracOes séricas de IL-8 (Figura 11), MCP-1 (Figura 12), PAI-1 (Figura 8),
leptina (Figura 13) e resistina (Figura 7), em comparagao com o grupo controle.

IL-6, IL-13 TNF-a e adiponectina ndo foram significativamente diferentes

entre os grupos SOP e controle, em nenhum dos subgrupos de IMC.

Figura 10 — Insulina de jejum em analise estratificada por IMC nos subgrupos
SOP e controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente

125.0 p<0,001 .
' [ |
- p=0,228 p<0,001
- |
£ 1000
=) o
=
=
§ 75.0 n=57 *
g o
(o))
£ 500
“;; n=11
I.‘IE *
b n=13 n=11
é O
=
0
<25Kg/m? >25Kg/m?
BMI
O Pcos [ cControls




Resultados - 34

Figura 11 — HOMA-IR em andlise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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Figura 12 - IL-8 em andlise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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Figura 13 — MCP-1 em analise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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Figura 14 — Leptina em analise estratificada por IMC nos subgrupos SOP e
controle IMC <25 Kg/m? e IMC 225 Kg/m?, respectivamente
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4.6 Correlagdes entre os parametros metabdlicos, inflamatérios e
hormonais

Na Tabela 6, apresentamos cinco modelos de regressao linear
multivariada criados para avaliar a influéncia de fatores hormonais ou
inflamat6rios sobre os parametros metabodlicos, sempre considerando a
relevancia do IMC e da presenca da SOP. Em todos os modelos, o IMC foi fator
associado ao desfecho, com relacdo direta para HOMA-IR, insulina,
triglicerideos e LDL-colesterol e relacdo inversa para HDL-colesterol. Em
contrapartida, a presenca de SOP per se ndo esteve associada a nenhum dos
desfechos metabolicos estudados. No modelo 1, a razdo T/A4 (p=0,048) e a
razao 11KT/11KA4 (p=0,032) foram positivamente associadas a variacdo do
HOMA-IR. O modelo 2 se assemelhou ao modelo 1, contudo com maior
influéncia da razao T/A4 sob a insulina de jejum. Ambos 0os modelos reafirmam
a associacdo entre o0 excesso de androgenos e a resisténcia
insulinica/hiperinsulinemia na SOP.

No modelo 3, assim como no modelo 5, a leptina foi um fator associado
ao HDL-colesterol e ao LDL-colesterol. Contudo, no primeiro caso, associada a
maiores valores (3=0,01 e p=0,008); no segundo caso, a leptina foi inversamente
associada ao LDL-colesterol (B=-0,01 e p=0,014). No modelo 4, além da leptina
com influéncia negativa (8=-0,01 e p=0,001), o PAI-1 mostrou-se associado a
maiores valores de triglicerideos (B=-0,01 e p=0,001). Todas as andlises
consideraram ajuste para grupo e IMC. Logo, os valores hormonais nao se
associaram a mudanca do perfil lipidico. No entanto, houve correlacdo entre

valores de lipideos e marcadores inflamatérios como leptina e PAI-1.



Tabela 6 — Modelo de regresséo linear multipla para avaliar a influéncia do
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grupo, IMC e outros fatores independentes nos parametros metabdlicos

ERRO IC95%
~ p-valor
PADRAO INFERIOR  SUPERIOR
Modelo 1: HOMA-IR
Grupo SOP 1,42 1,67 -1,91 4,75 0,398
IMC (Kg/m?) 0,28 0,08 0,11 0,46 0,002
Razéo T/A4 1,13 0,56 0,01 2,26 0,048
Razdo 11KT/11KA4 3,55 1,62 0,30 6,80 0,032
Modelo 2: Insulina Jejum
(LU/mL)
Grupo SOP 5,28 6,22 -7,13 17,70 0,399
IMC (Kg/m2) 1,19 0,32 0,54 1,84 <0,001
Razéo T/A4 5,94 2,10 1,74 10,13 0,006
Razéo 11KT/11KA4 12,90 6,06 0,80 25,01 0,037
Modelo 3: HDL-c (mg/dL)
Grupo SOP -9,03 4,88 -18,77 0,70 0,069
IMC (Kg/m?) -1,18 0,26 -1,72 -0,65 <0,001
Razdo T/A4 -3,05 1,73 -6,50 0,39 0,082
Razdo 11KT/11KA4 -5,90 4,75 -15,39 3,59 0,219
Leptina (pg/mL) 0,01 0,00 0,00 0,00 0,008
Modelo 4: Triglicerideos
(mg/dL)
Grupo SOP 30,26 30,20 -30,01 90,542 0,320
IMC (Kg/m?) 3,85 1,65 0,56 7,150 0,022
Razédo T/A4 5,45 10,70 -15,91 26,816 0,612
Razéo 11KT/11KA4 41,23 29,43 -17,49 99,970 0,166
Leptina (pg/mL) -0,01 0,01 -0,01 -0,002 0,001
PAI-1 (pg/mL) 0,05 0,02 0,000 0,009 0,042
Modelo 5: LDL-c (mg/dL)
Grupo SOP 3,04 11,14 -25,29 19,20 0,780
IMC (Kg/m?) 1,97 0,60 0,76 3,19 0,002
Razdo T/A4 2,09 3,95 -5,79 9,97 0,599
Razéo 11KT/11KA4 0,36 10,86 -21,31 22,03 0,974
Leptina (pg/mL) -0,01 0,00 -0,01 0,00 0,014
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Na Tabela 7, encontramos outros trés modelos que avaliaram o impacto
dos fatores hormonais sobre os marcadores de inflamacdo, sempre
considerando as variaveis IMC e presengca de SOP. No modelo 1, a razéo
11KT/11KAA4 foi positivamente associada a IL-8 (p=0,005), independente do IMC;
no modelo 2, arazéo T/A4 apresentou efeito semelhante na variacédo da resistina
(p=0,013); e finalmente, no modelo 3, a A4 apresentou associagcdo positiva
(p=0,021) sobre as concentracdes de PAI-1. Ha que se considerar, ainda, que o0
grupo SOP permaneceu como um fator contribuinte estatisticamente significante

para explicar valores de PAI-1 total mais elevados (p=0,026).

Tabela 7 — Modelo de regresséo linear para avaliar a influéncia do grupo, IMC e
outros fatores independentes no perfil inflamatério

ERRO IC95% p-valor
PADRAO INFERIOR SUPERIOR
Modelo 1: IL-8 (pg/mL)
Grupo SOP 1,71 1,81 -5,31 1,89 0,348
IMC (Kg/m?2) 0,04 0,08 -0,13 0,21 0,619
Razéo T total/Ad 0,83 0,62 -0,40 2,07 0,182
Razéo 11KT/11KA4 5,29 1,83 1,63 8,95 0,005
Modelo 2: Resistina (pg/mL)
Grupo SOP -667,90 696,70 -2,00 720,60 0,341
IMC (Kg/m?) 46,80 33,60 -20,20 113,90 0,168
Razdo T/A4 613,60 239,60 136,10 1.091,0 0,013
Razédo 11KT/11KA4 245,30 706,40 -1.162,50 1.653,0 0,729
Modelo 3: PAI-1 (pg/mL)
Grupo SOP 3.546,60 1.558,20 433,60 6.659,50 0,026
HDL-c (mg/dL) 54,90 38,50 -22,00 131,90 0,159
IMC (Kg/m?2) -48,50 88,00 -224,30 127,20 0,583
HOMA-IR 164,00 113,70 -63,10 391,30 0,154
A4 (nmol/L) 437,60 184,30 69,30 805,90 0,021
T livre (pmol/L) -4,20 23,00 -50,30 41,80 0,853
Razéo 11KT/11KA4 1.298,40 1.596,30 -1.890,60 4.487,50 0,419
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Além dos modelos apresentados nas Tabelas 6 e 7, foram explorados
mais de 50 modelos para avaliar a influéncia dos fatores hormonais e
inflamatorios sobre as varidveis razdo CA/CQ glicose jejum, glicose 120 min,
insulina 120 min, hemoglobina glicada, 110HA4, 110HT, 11KA4 e 11KT. No
entanto, nenhuma relevancia estatistica ou clinica foi observada nos modelos

avaliados.



5. DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacéo da coorte estudada

Este € o primeiro estudo na literatura a caracterizar uma coorte de
mulheres com SOP versus controle de acordo com os perfis metabdlico,
inflamatoério e hormonal, e a avaliar a correlacdo entre disfungdes metabdlicas,
multiplos marcadores de inflagcdo e niveis séricos dos androgenos classicos e
11-oxigenados na SOP. Nosso estudo encontrou um aumento da prevaléncia de
obesidade, pré-diabetes e dislipidemia no grupo SOP, o que esta de acordo com
dados anteriores de mulheres brasileiras com SOP (30). Dentro desse perfil
metabolico adverso, o grupo SOP também apresentou maior adiposidade
visceral marcada pela maior razdo CA/CQ, além da presenca de inflamagéo
evidenciada pelas concentrac6es aumentadas dos marcadores pro-inflamatérios
IL-8, PAI-1, leptina e resistina, e niveis reduzidos de fatores anti-inflamatérios
como a adiponectina.

Como esperado, o grupo SOP apresentou maiores niveis dos andrégenos
classicos androstenediona, testosterona total e testosterona livre, niveis mais
baixos de SHBG e maior razao T/A4 em relac&o ao grupo controle pareado para
idade. N&ao encontramos diferenca significativa dos andrégenos 11-oxigenados
entre os grupos SOP e controle, exceto para um discreto aumento na razao
11KT/11KA4 no grupo SOP. Assim como uma maior razdo T/A4, uma maior
relacdo 11KT/KA4 sugere elevada atividade da enzima AKR1C3 em mulheres
com SOP. H& muitos poucos estudos sobre os C19 11-oxigenados na SOP e
seus resultados sdo heterogéneos (58, 78). O’Reilly et al. demonstraram que
110HA4, 11KA4, 110HT e 11KT estao significativamente aumentados em
mulheres com SOP (n=114) em relacdo a controles (n=49). Yoshida et al. por
outro lado, observaram aumento apenas dos 11-oxigenados 110HT e 11KT em

mulheres com SOP (n=28) comparado a controles (n=31) (78).
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Os 11-oxigenados contribuiram significativamente para o total de
androgenos circulantes tanto nas mulheres com SOP como em controles.
Mulheres com SOP tiveram maiores propor¢des de androgenos classicos e
menores proporcdes de andrégenos 11-oxigenados do que os controles, 0 que
sugere que uma maior atividade da via de metabolizacdo dos androgenos
classicos em detrimento dos 1l1-oxigenados. Diferentemente dos nossos
resultados, O’Reilly et al. observaram maiores propor¢des dos andrégenos 11-
oxigenados e menores proporc¢des dos andrégenos classicos em mulheres com
SOP em comparacdo aos controles, o que indica maior atividade da via de
metabolizacdo dos androgenos 11-oxigenados nessa populacdo (58). Dessa
forma, podemos inferir que o excesso de andrégenos na SOP envolve
disfuncdes da esteroidogénese adrenal e ovariana e que a hiperativacdo das
vias de metabolizacdo dos andrégenos adrenais parece variar de acordo com a
populacdo estudada.

N&ao encontramos diferenca nos niveis de glicose e insulina em jejum,
HOMA-IR, e perfil lipidico entre SOP e controles no subgrupo de peso saudavel.
No subgrupo com sobrepeso/obesidade, os niveis de insulina em jejum e HOMA-
IR foram mais altos no grupo SOP do que nos controles. O efeito causal da SOP
sobre as anormalidades da glicose e diabetes tipo 2 ainda € motivo de
controveérsias. Alguns estudos sugerem um impacto da SOP per se sobre a
frequéncia do diabetes tipo 2 (79) e outros indicam que ela € secundaria a
obesidade (80). Um estudo prospectivo populacional finlandés demonstrou que
a SOP per se aumentou o risco de diabetes tipo 2 em mulheres com
sobrepeso/obesidade; entretanto, ndo levou ao aumento do risco de pré-
diabetes e diabetes em mulheres com SOP e peso normal, concluindo que o
risco de diabetes tipo 2 em mulheres com SOP é atribuivel ao sobrepeso e a
obesidade (80). Por outro lado, um estudo longitudinal australiano encontrou um
maior risco de diabetes tipo 2 nas mulheres com SOP, independentemente da
idade e do IMC (79). Embora a incidéncia de diabetes tipo 2 aumente
substancialmente com a obesidade, a SOP conferiu risco adicional em todas as

classificacdes do IMC, e foi mais robusto no subgrupo com peso saudavel (79).
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No subgrupo SOP com peso saudavel, os niveis aumentados de resistina
e PAI-1 e a auséncia de diferencas entre os niveis de insulina e HOMA-IR entre
SOP e controle evidenciaram a presenca de inflamacao precoce em mulheres
com SOP que parece ndo se associar aos marcadores de resisténcia a insulina,
mas que coexiste com o aumento dos andrégenos classicos androstenediona e
testosterona. Ja no subgrupo SOP com sobrepeso/obesidade, niveis mais
elevados de insulina, HOMA-IR, leptina, resistina, IL-8 e PAI-1 evidenciaram a
coexisténcia de resisténcia insulina, inflamacéo e excesso de andrégenos.

Em consonancia com esses achados, identificamos a presenca de SOP e
niveis de androstenediona como fatores associados aos niveis de PAI-1. Em
nosso estudo, o PAI-1 foi o Unico marcador inflamatério significativamente
elevado em mulheres com SOP independente do IMC. O PAI-1 é um marcador
de disfuncdo endotelial e um regulador chave da fibrindlise. Ele inibe a ativacéo
de plasminogénio em plasmina, pela inibicdo do ativador de plasminogénio
tecidual (tPA). Consequentemente, suspeita-se que 0 aumento dos niveis de
PAI-1 expde as mulheres com SOP a um maior risco de tromboembolismo
venoso. De acordo com nossos achados, Mannerds-Holm et al. encontraram
niveis aumentados de PAI-1 e fibrinogénio em mulheres com SOP (81). Nesse
mesmo estudo, baixos niveis de SHBG e altos niveis de insulina foram preditores
de PAI-1 e explicaram parcialmente as diferencas nos niveis de PAI-1 entre
mulheres com SOP e controles. Aziz et al. demonstraram niveis elevados de
PAI-1 em mulheres com SOP e resisténcia a insulina, independentemente do
IMC, e observou que a obesidade e a resisténcia a insulina eram preditores de
PAI-1 (31). Dessa forma, evidéncias apontam que a SOP estd associada a
presenca de disfuncéo endotelial e, possivelmente, a um estado pro-trombdético,
0 que abre precedentes para a investigacdo do maior risco de eventos
tromboticos na SOP, em especial em mulheres com peso saudavel e em uso de
anticoncepcional hormonal combinada.

A resistina é uma adipocina produzida pelo tecido adiposo, mondcitos e
macrofagos. A resistina € também considerada um marcador de risco
cardiovascular, pois desempenha um papel essencial na patogénese da

obesidade e do diabetes tipo 2 (33). Em nosso estudo, encontramos um aumento
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nos niveis de resistina no subgrupo SOP com peso saudavel em relacdo aos
controles. Entretanto, as diferencas entre SOP e controles ndo persistiram no
subgrupo com sobrepeso/obesidade, o que sugere que a resistina ndo € um
marcador de risco cardiovascular apropriado na SOP. Encontramos também
niveis mais elevados de resistihra no total de individuos com
sobrepeso/obesidade em relagdo ao total de individuos com peso saudavel
(Figura 7), correlacionando a resistina com a obesidade. Nossos achados
diferem de Panidis et al., que encontraram niveis elevados de resistina apenas
em mulheres com SOP e sobrepeso/obesidade. Contrarios ainda aos nossos
achados, Panidis et al. encontraram diferencas nos marcadores de resisténcia
insulinica, porém auséncia de diferenca nos niveis de resistina entre mulheres
com SOP e controles com peso saudavel. (34).

A IL-8 é uma citocina pro-inflamatoria que atua como ativador de
neutrofilos e proteinas quimiotéticas, e seu papel no desenvolvimento de
aterosclerose e doencas cardiovasculares é bem conhecido (82, 83). Entretanto,
a IL-8 parece ter um papel adicional na regulagdo dos ovarios, com agdo na
maturacdo ovariana, ovulacéo e a foliculogénese (37). Dessa forma, alteracdes
nas concentragdes de IL-8 nas mulheres com SOP poderiam ter consequéncias
sistémicas e locais nos ovarios, porém esse impacto ainda precisa ser elucidado.
Um ensaio clinico sobre o impacto da metformina sozinha versus metformina e
pioglitazona demonstrou que a terapia combinada foi mais eficaz para melhorar
0s niveis de HOMA-IR, androgenos, IL-6 e IL-8 do que o tratamento com
metformina sozinha (38), 0 que sugere a associacdo entre resisténcia insulinica
e inflamacdo na SOP. Embora tenhamos encontrado a coexisténcia de maior
resisténcia insulinica e niveis mais elevados de IL-8 nas mulheres com SOP e
sobrepeso/obesidade em relagdo aos controles, os niveis de IL-8 ndo se
correlacionaram com o0s parametros metabdlicos nem hormonais em nosso
estudo.

A leptina é uma adipocina com propriedades pré-inflamatérias produzida
principalmente pelo tecido adiposo branco, e seus niveis circulantes estao
positivamente ligados a massa de tecido adiposo. Um aumento da massa gorda

aumenta a expressao da leptina. Nao surpreendentemente, encontramos niveis
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elevados de leptina no total de individuos com sobrepeso/obesidade, em
comparacado com o total de individuos com peso saudavel. Nao observamos
diferencas nos niveis de leptina no subgrupo SOP com peso saudavel em
relacd@o aos controles. Por outro lado, encontramos niveis elevados de leptina no
subgrupo SOP com sobrepeso/obesidade em comparacdo aos controles com
sobrepeso/obesidade, sugerindo que a SOP pode aumentar ainda mais a massa
de tecido adiposo nas pacientes com sobrepeso e obesidade. Ao contrario do
nosso estudo, Sepilian et al. ndo encontraram diferenca nos niveis de leptina
entre o grupo SOP e controle pareados para IMC, e concluiram que a obesidade,
ao invés da resisténcia a insulina, parece ser o principal determinante dos niveis
de leptina na SOP (39). Na analise multivariada, houve uma associacdo da
leptina com o perfil lipidico que sugere, que juntamente com o IMC, a leptina
responde por variacdes de concentracbes de colesterol e triglicérides nessa
populacao.

O MCP-1 é uma quimiocina (citocina quimiotatica) secretada em resposta
a sinais de inflamacgé&o, como a presenca das citocinas proé-inflamatoérias. O MCP-
1 é um fator critico para o recrutamento de mondcitos, pois ajuda a regular a
migracdo e infiltracAdo de mondcitos, neutrofilos e linfocitos para o local da
inflamacédo (40). O MCP-1 é considerado um fator de risco cardiovascular
relacionado a aterosclerose e parece também ter um papel na ovulagéo (40, 41).
Em nosso subgrupo de mulheres com sobrepeso/obesidade, encontramos
maiores niveis de MCP-1 em mulheres com SOP em comparagéo aos controles.
Os estudos sobre MCP-1 e SOP sé&o escassos. Nossos achados, contudo, se
alinham com Glintborg et al., que observaram aumento dos niveis séricos de
MCP-1 em mulheres com SOP comparadas a controles pareadas para idade
(42). Curiosamente, neste estudo, os niveis de MCP-1 foram associados ao IMC
e a adiposidade visceral, mas nao foram afetados pelo tratamento com o
pioglitazona, um sensibilizador de insulina. Adicionalmente, outros estudos
demonstraram que a secrecao de MCP-1 é maior na gordura visceral do que em
gordura subcutanea (43, 44). Embora nossas analises ndo tenham encontrado
correlacdo entre MCP-1 e parametros metabdlicos e hormonais, as diferencas

nos niveis de MCP-1 entre SOP e controles no subgrupo com
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sobrepeso/obesidade sugerem maior gordura visceral nesse subgrupo de SOP
do que em controles.

A IL-6 e TNF- a estdo entre os marcadores inflamatdrios mais estudados
na SOP, porém sua associacdo com a SOP permanece controversa. Samy et al.
ndo mostraram diferencas nos niveis de IL-6 e TNF- a entre mulheres com SOP
e controles em uma populagcdo com IMC <27 mg/m2, mas observaram aumento
nos niveis de IL-6 e TNF- a em mulheres com SOP e IMC > 27 mg/m2 (45).
Entretanto, alinhadas com nossos achados, outras duas meta-andlises nao
mostraram diferenca nos niveis séricos de IL-6 e TNF-a entre o grupo SOP e
controles (46, 47).

Exceto pelo marcador de disfuncdo endotelial PAI-1, ndo encontramos
nenhum outro marcador inflamatério que se correlacionasse com a SOP
independente do IMC. Esse achado pode ser corroborado por Escobar-Morreale
et al. que avaliaram as concentracBes de marcadores inflamatérios em 35
mulheres com SOP e 28 controles, e observaram que a obesidade, e ndo a
resisténcia a insulina associada a SOP, foi o determinante do aumento dos
marcadores inflamatérios nessa populacao (48). Visto que as adipocinas e as
citocinas séo produzidas e liberadas principalmente por adipdécitos hipertrofiados
gue induzem uma inflamacao cronica ligada a obesidade, esses marcadores
inflamat6rios podem anteceder a resisténcia a insulina na SOP, e serem
marcadores mais sensiveis das alteragbes sistémicas, especialmente em
mulheres com SOP e IMC normal (49, 50).

5.3 Limitagbes

Como limitagdo de estudo transversal, ndo pudemos fazer inferéncias
causais dos nossos achados. Além disso, a maioria da nossa casuistica com
SOP incluiu mulheres com SOP fendtipo classico, que estd associado a maior
risco de disfuncdes metabdlicas (51). Apesar de termos ajustado as andlises
estatisticas para o IMC sempre que possivel, nosso grupo de mulheres com SOP

apresentou média do IMC significativamente mais elevada do que o grupo



Discussao - 47

controle. Por fim, o pequeno tamanho da nossa amostra pode ter afetado o

significado estatistico dos nossos resultados.

5.4 Perspectivas futuras

A caracterizacdo do papel dos androgenos classicos e C19 11-
oxigenados, resisténcia insulinica, disfungéo do tecido adiposo e inflamacéo na
fisiopatologia da SOP é fundamental para o aprimoramento das ferramentas de
diagnostico, bem como de tratamento da SOP. Mostram-se necessarios mais
estudos de caracterizacao clinica da SOP nao apenas na nossa populacdo de
mulheres brasileiras, como também em populacGes de outros paises, a fim de
se determinar os aspectos metabdlicos e o risco cardiovascular em mulheres
com SOP de diferentes etnias.

Nesse sentido, diferentemente do que foi demonstrado em amostras de
mulheres com SOP inglesas e japonesas (1, 78), os esteroides C19 11-
oxigenados ndo demostraram importante papel na fisiopatologia da SOP nas
mulheres brasileiras incluidas neste estudo. Em nosso estudo, apenas o0s
andrégenos classicos foram significantemente diferentes nas mulheres com
SOP versus controles, e devem continuar a ser utilizados na caracterizacao do
hiperandrogenismo na SOP.

As diferencas entre as variaveis metabdlicas e inflamatorias entre o grupo
SOP e controle perderam a significAncia estatistica quando foram ajustadas para
o IMC, o que sugere o tratamento da obesidade como principal estratégia de
intervencdo para reducdo das comorbidades e risco cardiovascular das
pacientes com SOP.

A Unica excecdao foi o PAI-1, que se mostrou um marcador de disfuncao
endotelial e estado pré-trombético precoce mesmo em mulheres com SOP e
peso normal, independente da variacdo de marcadores de resisténcia insulinica.
Estudos prospectivos com tamanhos amostrais representativos sdo necessarios
para elucidar o papel da inflamagdo na fisiopatologia da SOP, bem como

esclarecer se os marcadores de inflamacdo sdo determinantes do risco



Discussao - 48

cardiovascular em mulheres portadoras da sindrome, e quais seriam 0s
melhores preditores desse risco. Adicionalmente, estudos sdo necessarios para
avaliar o papel do PAI-1 como marcador de risco de risco cardiovascular e
eventos trombéticos nas mulheres com SOP, em especial em mulheres com

peso saudavel e em uso de anticoncepcional hormonal combinada.
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1. Encontramos uma elevada prevaléncia de disfuncées metabdlicas como
obesidade, pré-diabetes e dislipidemia nas mulheres com SOP, bem
como a presenca de inflamacao cronica marcada pelas concentracées
elevadas de marcadores pro-inflamatérios (PAI-1, IL-8, MCP-1, leptina,
resistina) e niveis reduzidos de fatores anti-inflamatérios (adiponectina)
no grupo SOP. Em nosso estudo, os andr6genos classicos parecem ser
0s principais responsaveis pelo excesso de androgenos na SOP. Nossos
resultados sugerem uma hiperativacédo da esteroidogénese ovariana em

detrimento da esteroidogénese adrenal.

2. Dentre todos os marcadores de inflamacéo estudados, o marcador de
disfuncéo endotelial PAI-1 foi o Unico que se correlacionou com a SOP e
com os niveis de andrégenos, independente do IMC, o que sugere que a

SOP se associa a um estado pro-trombatico e de inflamacao crénica.

3. Os andrdgenos classicos mostraram-se 0s principais responsaveis pelo
excesso de androgenos na SOP. Nossos resultados sugerem uma
hiperativacdo da esteroidogénese ovariana em detrimento da
esteroidogénese adrenal na nossa amostra de mulheres brasileiras

avaliadas.

4. Apesar de termos observado a coexisténcia de marcadores de resisténcia
insulinica, inflamac&o e excesso de andrégenos nas mulheres com SOP,
a obesidade foi o principal fator determinante do risco metabdlico e

inflamatoério das mulheres com SOP.



/. ANEXOS



Anexos - 52

Anexo A - Estatistica descritiva dos parametros antropomeétricos, metabdlicos e inflamatorios estratificadas por IMC (<25 Kg/m2 e
225 Kg/m2) incluindo mediana, intervalo interquartil (P25-P75) e nivel descritivo (p-valor)

IMC <25Kg/m?

IMC 225Kg/m?

SOP CONTROLE p-valor SOP CONTROLE p-valor
MEDIANA | P25 P75 | MEDIANA | P25 P75 MEDIANA | P25 P75 | MEDIANA | P25 P75

Circunferéncia abdominal (cm) 76,0 73,0 80,0 76,0 68,0 82,0 0,599 104,0 95,0 113,0 101,0 95,0 114,0 | 0,757
Circunferéncia quadril (cm) 97,0 92,0 99,0 96,0 93,0 101,0 | 0,974 113,0 106,0 | 121,0 115,0 106,0 | 117,0 | 0,956
Relagdo abdome/quadril 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,412 0,9 0,9 1,0 0,9 0,9 0,9 0,536
Glicose jejum (mg/dL) 85,0 82,0 88,0 79,0 77,0 88,0 0,270 89,0 83,0 94,0 86,0 80,0 95,0 0,629
Insulina jejum (uU/mL) 9,0 6,8 13,5 7,5 5,6 9,2 0,210 22,0 16,7 36,2 9,6 8,5 14,8 | <0,001
HOMA-IR 1,9 1,5 2,7 1,5 1,1 2,2 0,176 4,8 3,5 7,5 2,2 1,9 3,0 <0,001
Glicose 120 mins (mg/dL) 120,0 83,0 136,0 - - - - 127,0 110,0 | 148,0 - - - -
Insulina 120 mins (MU/mL) 81,9 51,3 232,3 - - - - 173,2 87,6 331,5 - - - -
Hemoglobina glicada (%) 5,0 4,8 53 51 49 5,3 0,703 54 5,2 57 53 51 55 0,118
LDL-colesterol (mg/dL) 87,0 78,0 93,0 93,0 83,0 105,0 | 0,384 113,0 90,0 135,0 108,0 97,0 118,0 | 0,519
Triglicerideos (mg/dL) 97,0 56,0 122,0 63,0 56,0 71,0 0,087 120,0 84,0 201,0 93,0 83,0 133,0 | 0,078
HDL-colesterol (mg/dL) 51,0 47,0 64,0 67,0 54,0 72,0 0,118 42,0 35,0 49,0 48,0 40,0 58,0 0,079
LH (UI/L) 13,1 6,6 22,1 6,7 5.2 9,4 0,012 8,8 6,5 11,7 5,8 3,8 6,4 0,005
FSH (UI/L) 5,8 54 6,6 7,6 57 8,3 0,131 53 4,4 6,3 6,0 4,8 7,7 0,101
LH/FSH 2,3 1,6 34 1,0 0,7 1,2 0,003 1,8 1,2 25 0,9 0,8 1,3 <0,001
DHEA-S (ng/mL) 1817,0 |1389,0| 2589,0 | 1739,5 |1283,5| 2271,0 | 0,951 2049,0 |1144,5| 29455 2387,0 |1181,0| 2923,0 | 0,774
Androstenediona (nmol/L) 49 3,4 8,3 3,3 2,7 4,4 0,030 5,9 4,1 8,4 4,0 2,7 5,6 0,043
Testosterona total (ng/dL) 55,0 35,0 76,0 16,0 13,0 32,0 0,002 52,0 38,0 69,0 35,0 18,0 45,0 0,005
SHBG (nmol/L) 67,5 30,9 86,5 97,2 77,0 146,0 | 0,030 35,0 25,2 51,6 50,5 39,4 61,5 0,035
Testosterona livre (pmol/L) 19,0 15,0 48,0 6,0 3,0 10,0 0,001 30,0 18,0 46,0 18,0 8,0 20,0 0,006
DHT (nmol/L) 0,4 0,3 0,6 0,4 0,3 0,9 0,998 0,4 0,2 0,6 0,3 0,2 0,5 0,419
110HA4 (nmollL) 14,8 10,3 17,8 14,5 8,1 16,2 0,401 11,5 8,6 15,6 11,7 9,6 16,0 0,993
110HT (nmol/L) 0,5 0,5 0,7 0,5 0,3 0,6 0,487 0,6 0,4 1,0 0,7 0,3 0,9 0,927
11KA4 (nmol/L) 5,0 3,0 9,6 6,8 4,0 8,5 0,839 4,4 3,3 7.4 53 4,1 6,9 0,400
11KT (nmol/L) 12 0,8 2,0 0,9 0,7 1,2 0,369 14 0,9 25 1,8 0,8 1,9 0,635
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IMC <25Kg/m? IMC 225Kg/m?
SOP CONTROLE p-valor SOP CONTROLE p-valor
MEDIANA | P25 P75 MEDIANA | P25 P75 MEDIANA P25 P75 MEDIANA | P25 P75

Razéo T total/Ad 0,3 0,2 1,7 0,3 0,2 0,3 0,469 0,8 0,3 14 0,2 0,2 0,3 0,003
Razéo 11KT/11KA4 0,2 0,1 0,4 0,1 0,1 0,2 0,543 0,3 0,2 0,5 0,2 0,2 0,4 0,227
IL-6 (pg/mL) 0,7 0,3 1,7 1,4 0,6 1,4 0,864 31 1,4 51 6,2 1,0 22,8 | 0,185
Leptina (pg/mL) 5622,0 |4124,0| 9003,0 3556,0 29(?1, 3579,0 | 0,126 9706,5 5352,5 [ 16017,5| 5889,0 |2437,0| 6747,0 | 0,022
IL-8 (pg/mL) 0,9 0,1 4,7 0,4 0,1 1,6 0,533 2,2 1,0 4,3 0,1 0,1 1,0 0,006
Adiponectina (pg/mL) 33,7 19,4 141,3 126,2 29,5 266,6 | 0,238 17,7 14,7 28,9 19,8 19,8 19,8 0,670
MCP-1 (pg/mL) 216,7 119,3 | 293,0 162,3 160,2 | 164,3 | 0,571 179,4 120,8 273,4 88,7 75,4 181,7 | 0,022
TNF-a (pg/mL) 2,3 2,1 2,9 1,0 0,8 1,6 0,100 1,9 1,3 2,5 1,1 1,0 2,4 0,298
Resistina (pg/mL) 12095,0 |8944,0|13043,0| 8088,0 59(?1’ 10401,0 | 0,026 11795,0 10801,5 | 13375,0 | 11502,0 |9172,0|12719,0| 0,525
IL-B (pg/mL) 0,3 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 0,210 0,4 0,3 0,6 0,4 0,3 1,9 0,495
PAI-1 total (pg/mL) 15080,0 |9878,0|17469,0| 8775,0 70(?0’ 12669,0 | 0,036 144495 10756,0 | 17532,5| 6185,0 |4751,0|14301,0| 0,042
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