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RESUMO

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a endocrinopatia mais comum entre
mulheres, afetando entre 4 - 8% deste grupo em idade reprodutiva. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a associacdo entre fatores metabdlicos, hormonais e pro-
inflamatorios com o desenvolvimento da SOP em 63 mulheres portadoras da sindrome
comparadas com 63 mulheres higidas (grupo controle). Além disso, foi comparada a
frequéncia do polimorfismo 4G/5G no gene do PAI- 1 entre 79 mulheres com SOP e
79 mulheres do grupo controle. O grupo de pacientes com SOP apresentou resisténcia
a insulina, niveis aumentados de testosterona e Proteina C Reativa (PCR) e pior perfil
antropométrico e lipidico quando comparado ao grupo controle. Os niveis de PAI-1
correlacionaram-se positivamente: com a molécula vascular de adeséo celular soltvel
(sVCAM-1), com o produto de acumulagéo lipidica (LAP), indice de massa corporal
(IMC), circunferéncia abdominal, glicemia, com o modelo da avaliacdo da homeostase
(HOMA-IR) e VLDL-C no grupo com SOP. Além disso, encontrou-se uma diferenca
significativa nas frequéncias alélicas e genotipicas no polimorfismo 4G/5G no gene do
PAI-1 quando comparados os dois grupos, sendo o alelo 4G mais frequente no grupo
com SOP. O genotipo 4G/4G mostrou-se associado a niveis mais altos de PAI-1 neste
grupo, o qual apresentou ainda uma correlagdo negativa entre os niveis de vitamina D
(250HD) e sVCAM-1. Uma correlacdo positiva entre a escala Ferriman-Gallwey (F-G)
e IMC, circunferéncia abdominal e niveis de insulina foi ainda observada no grupo com
SOP. Desta forma, medidas de sVCAM-1, 250HD, PCR e a pesquisa do alelo 4G no
gene do PAI-1 podem atuar como bons preditores do estado pré-inflamatorio e risco
cardiovascular em mulheres com SOP. Os resultados também apontam para o
possivel uso do LAP como uma ferramenta para avaliacdo de risco cardiovascular. A
escala F-G pode ser um melhor parametro que a testosterona para correlacionar
hiperandrogenismo e obesidade/resisténcia a insulina. Por fim, alteracdes em
parametros metabdlicos e hormonais evidenciam o estado pré-inflamatério e pro-

aterogénico em mulheres com SOP.

Palavras-chave: Sindrome dos Ovérios Policisticos, sVCAM, vitamina D, PAI-1, PCR,

insulina, escala Ferriman-Gallwey.
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ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common endocrinopathy among
women, affecting 4%-8% of this group in reproductive age. This study aimed to analyze
the association among metabolic, hormonal, pro-inflammatory factors and PCOS
development in 63 PCOS women compared with 63 healthy women (control group).
Furthermore, the frequency of 4G/5G polymorphism in plasminogen activator inhibitor 1
(PAI-1) gene was also compared between a group of 79 PCOS women and a control
group with the same subject size. PCOS group presented insulin resistance, increased
levels of testosterone and C Reactive Protein (CRP) and worse anthropometric and
lipid profile when compared with the control group. PAI-1 levels were positively
correlated with soluble vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1), lipid
accumulation product (LAP), body mass index (BMI), abdominal circumference,
glycemia, homeostatic model assessment - insulin resistance (HOMA-IR) e VLDL-C in
PCOS group. Besides, a significant difference in allelic and genotypic frequencies in
PAI-1 gene 4G/5G polymorphism was found when comparing the groups, with 4G
allele showing increased frequency in PCOS group. 4G/4G genotype as associated
with increased PAI-1 levels in this group, which also showed a negative correlation
between vitamin D (250HD) and sVCAM-1 levels. A positive correlation between
Ferriman-Gallwey (F-G) score and BMI, abdominal circumference and insulin levels
was observed in PCOS group. Therefore, sVCAM-1, 250HD, CRP measurements and
4G allele research in PAI-1 gene might work as good predictors of the low pro-
inflammatory state and cardiovascular risk observed in PCOS women. The results also
point to a possible use of LAP as a tool to efficiently assess cardiovascular risk in this
group. F-G score might be a better parameter than testosterone to correlate
hyperandrogenism with obesity/insulin resistance. Finally, alterations in metabolic and
hormonal variables evidence the pro-inflammatory and pro-atherogenic state observed
in PCOS.

Keywords: Polycystic Ovary Syndrome, sVCAM, vitamin D, PAI-1, CRP, insulin,

Ferriman-Gallwey score.
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1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
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A sindrome dos ovérios policisticos (SOP) é uma desordem caracterizada por
hiperandrogenismo, associada a oligo/anovulacao crénica e morfologia de ovarios
policisticos. A doenga possui uma etiologia genética, devido ao aumento da frequéncia
da sindrome e de resisténcia a insulina em mées e irmas de pacientes com SOP.
Entretanto, o modelo de hereditariedade permanece incerto e desconhecido, bem

como a interagdo com varios fatores ambientais, como dieta e estilo de vida.

A sindrome tem prevaléncia de 4 a 8% das mulheres em idade reprodutiva podendo
levar a complicacdes reprodutivas e obstétricas que incluem disfungdo menstrual,
infertilidade e complicagcdes na gravidez, associadas a perda gestacional precoce,
diabetes gestacional, hipertensdo induzida pela gestacdo e complicagbes neonatais.
As mulheres com SOP também apresentam alteracdes metabdlicas incluindo a
resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia compensatéria, intolerancia a glicose,
diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlica e aumento do risco para
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A doenca também pode estar
associada a caracteristicas psicologicas como depressdo, com consequente reducao

da qualidade de vida.

A SOP ¢é ainda caracterizada por alteragbes no perfil lipidico, atingindo
aproximadamente 70% das mulheres com a sindrome. A obesidade também é uma
caracteristica comum nestas pacientes, bem como o hirsutismo e niveis aumentados

de andrégenos.

A doenca pode estar associada a um estado pré-inflamatério, evidenciado pela
elevacdo sérica de um vasto numero de mediadores inflamatérios, como a Proteina C
Reativa. Sabe-se que a presenca um estado pro-inflamatério crénico esta associada
ao aumento do risco de complicac6es metabdlicas, o que poderia justificar o aumento

desse risco em mulheres com SOP.

O inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), além de ter um papel importante na
coagulagdo sanguinea, também é uma molécula pré-inflamatéria que atua através da
potencializacdo da ativacdo de neutrofilos e da regulacdo da migracdo celular. A
presenca do alelo 4G na regido promotora do gene do PAI-1 parece estar associada a
um aumento dos niveis desta proteina. Estudos apontam para uma associacado da
SOP com niveis elevados de PAI-1. No entanto, esta relagdo ainda néo

completamente elucidada.
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O aumento da expressdo génica de moléculas de adesao tem sido considerado um
marcador precoce de aterosclerose e outras complicacdes cardiovasculares. Niveis
aumentados de vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) tém sido encontrados em
pacientes portadores diabetes mellitus tipo 1 e 2, no entanto, sua relevancia no
desenvolvimento e complicagbes da SOP ainda néo foi avaliada.

Estudos tém demonstrado ainda uma associacdo entre a diminuicdo dos niveis de
vitamina D e sintomas da SOP, incluindo resisténcia a insulina, infertilidade e

hirsutismo, embora os resultados ainda sejam controversos.

Existe, portanto, na literatura uma lacuna no que diz respeito & compreenséo de como
0s parametros hormonais, metabdlicos e inflamatérios se relacionam na SOP e a

importancia desses fatores no desenvolvimento e complica¢des na doenca.

Desta forma, o presente trabalho objetiva responder a estes guestionamentos, com
uma maior compreensao da sindrome, com o intuito de auxiliar no futuro na condugao
de medidas que possam retardar as complicacdes da doenca. Estas respostas seréo
apresentadas na forma de dois capitulos, onde constam os resultados obtidos neste

estudo.
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2- FUNDAMENTO TEORICO
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2.1- Aspectos gerais da Sindrome dos Ovarios Policisticos

A Sindrome dos Ovérios Policisticos € uma desordem multifatorial caracterizada por
hiperandrogenismo, associada a oligo/anovulacao crénica e morfologia de ovarios
policisticos. Altera¢cdes metabdlicas também sdo encontradas em pacientes com SOP,
incluindo a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia compensatoéria, sendo esse
quadro o mais importante associado a producdo e metabolismo alterados de
andrégenos (1). A sindrome esta ainda associada a uma grande variedade de
alteracdes reprodutivas, obstétricas, metabdlicas e psicoldgicas. As manifestacdes
reprodutivas e obstétricas podem incluir a disfuncdo menstrual, infertilidade e
complicacbes na gravidez, associadas a perda gestacional precoce, diabetes
gestacional, hipertensdo induzida pela gestacdo e complicacdes neonatais. As
complicacdes metabdlicas incluem o risco elevado de intolerancia a glicose, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), sindrome metabdlica e aumento do risco para desenvolvimento
de doencgas cardiovasculares. As mulheres com SOP também podem ter alteracdes

psicolégicas como depresséo, com consequente reducdo da qualidade de vida (2).

A SOP apresenta quadro clinico bastante heterogéneo e € a endocrinopatia mais
comum nas mulheres em idade fértil com prevaléncia de 4% a 8% (3, 4). Embora sua
fisiopatologia seja desconhecida, parece que a resisténcia a insulina, o
hiperandrogenismo e a alteracdo na dindmica das gonadotrofinas sdo 0s mais

importantes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos (5).

A heterogeneidade da SOP reflete a participacdo de multiplos mecanismos
fisiopatoldgicos. Entretanto, o quanto cada um contribui para gerar a SOP ainda
permanece desconhecido (6). Anormalidades bioquimicas foram descritas e parece
gue o defeito primario é a resisténcia a insulina (RI) no tecido muscular e adiposo, com
hiperinsulinemia compensatéria, ainda que 0s ovarios permanecam sensiveis a
insulina. Além disso, é provavel que a Rl possa estar relacionada a longo prazo com a

disfuncao intrinseca das células 3-pancreatica (7, 8).

A SOP possui uma etiologia genética, uma vez que mées e irmas de pacientes com a
sindrome apresentam maior frequéncia de SOP e RI. Entretanto, os genes envolvidos
na sindrome, bem como o modelo de hereditariedade permanecem incertos. A
contribuicdo dos fatores ambientais, como dieta e estilo de vida no desenvolvimento

da doenga néo esta ainda clara. (9, 10).
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Outra caracteristica importante na SOP é a alteracdo na dindmica das gonadotrofinas.
Estudos in vitro de cultura de células da teca de mulheres com a SOP apontam para
maior eficiéncia nessas células na conversdo dos precursores de andrégenos em
testosterona do que as células de mulheres sem SOP. A capacidade dessas células
em aumentar a producao de andrdégenos € intrinseca e, possivelmente, geneticamente
determinada (6). Yarak et al. (2005) demonstraram que as células teca de pacientes
com SOP apresentavam niveis mais elevados das enzimas 17-hydroxilase e C17,20-
liase. A enzima 17-hidroxilase/17,20-liase catalisa duas reagbes sequenciais: a 17-a-
hidroxilagdo da pregenenolona e da progesterona, e a clivagem da cadeia lateral 17,20
dos produtos 17-hidroxilados produzindo deidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenediona, respectivamente. A DHEA é o precursor da androstenediona,
da testosterona e do estrogeno (e quimicamente similar a estes), sendo entdo
convertida em andrégenos ou estrogenos dependendo do sexo, idade e caracteristicas
individuais. A DHEA é um dos esterdides precursores da testosterona e do estradiol,
apesar da sua molécula apresentar fraca acdo androgénica. Considera-se que 50%
dos horménios masculinos e 70% dos hormonios femininos sé&o derivados da DHEA
(11).

Outros estudos observaram in vivo anormalidades das células da granulosa em
mulheres com SOP (6, 12, 13). Estas mulheres apresentaram capacidade
significativamente aumentada de producao de estradiol em resposta a um estimulo
externo de horménio foliculo estimulante (FSH), quando comparadas com mulheres
sem a sindrome. Em pacientes com SOP, a producédo de estradiol foi transitéria, pois
apés um pico de concentragcdo, houve um declinio acentuado na concentracdo de
estradiol, ao contrario de mulheres higidas que permaneceram com concentracdes

elevadas por mais de 24 horas (13).

As teorias propostas para explicar a fisiopatologia das alteracdes das gonadotrofinas
sdo: 1) aumento da producdo dos andrégenos ovarianos; 2) defeito na acdo e
secrecdo da insulina, ocasionando hiperinsulinemia e RI; 3) defeito primario
neuroenddcrino, ocasionando aumento da frequéncia de pulso e amplitude do

hormdnio luteinizante (LH); e 4) aumento da producédo dos andrégenos adrenais (6).

2.2 - Diagnéstico da SOP

Nos dltimos 15 anos, os critérios diagndsticos do National Institute of Child Health &

Human Development (14) foram utilizados com base na presenca de anovulacao
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cronica, hiperandrogenismo e/ou hiperandrogemia associados a exclusédo de outras
doencas enddcrinas com fendtipos semelhantes. Segundo esses critérios, 4% a 8%
das mulheres na populagéo geral sdo portadoras da doenca (3).

Em 2003, American Society for Reproductive Medicine e The European Society of
Human Reproduction and Embryology estabeleceram critérios para diagndéstico da
SOP que vém, desde entdo, sendo adotados (15). Para confirma¢do do diagnéstico,

pelo menos dois dos trés critérios devem estar presentes:
oligovulacdo ou anovulacao;
hiperandrogenismo (bioquimico ou clinico), excluindo outras doencas relacionadas;

presenca de ovarios policisticos visualizados através de ultrassonografia.

A oligovulagdo é o quadro no qual o sangramento menstrual ocorre em intervalos
maiores ou iguais a 35 dias e menores que seis meses. Ja a anovulacdo é a auséncia
de sangramentos menstruais (16). A hiperandrogenemia clinica é caracterizada pelo
hirsutismo, presenca de acne e alopécia. Ja os indicadores bioquimicos de
hiperandrogenismo incluem concentragbes aumentadas de testosterona total e
androstenediona, além de niveis elevados do indice de andrégenos livres. Os ovarios
policisticos sdo caracterizados pela presenca de 12 ou mais foliculos em ambos os

ovéarios medindo de 2 a 9 mm de didmetro e/ou volume ovariano aumentado (17).

2.3 - Resisténcia ainsulina e diabetes em mulheres com SOP

Acredita-se que a hiperinsulinemia seja a alteracdo bioquimica central e,
provavelmente, hereditaria da SOP. A insulina atua por meio dos receptores de
insulina, que estdo amplamente distribuidos nos ovarios (18, 19), pelos receptores do
fator de crescimento insulinico | (IGF-I); ou ainda por receptores hibridos, que contém
combinagéo das subunidades a e 3 dos receptores de insulina e IGF-I. Em mulheres
com SOP parece haver uma disfungdo nos mecanismos de agdo da insulina pos-
receptores, pois h4 muitas mulheres obesas e com quadro de resisténcia a insulina

gue néo desenvolvem a SOP (20, 21).

A insulina desencadeia um notéavel conjunto de respostas biolégicas. Os tecidos-alvos
importantes para regulacdo da hemostasia da glicose pela insulina séo figado,

musculo e tecido adiposo; todavia, a insulina também exerce potentes efeitos
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reguladores sobre outros tipos de células. Ela é também o principal horménio
responsavel pelo controle da captacdo, utilizacdo e armazenamento de nutrientes
celulares. As a¢Bes anabdlicas da insulina incluem a estimulacdo da utilizagdo e do
armazenamento intracelulares de glicose, aminoacidos e &cidos graxos, enquanto a
mesma inibe processos catabdlicos, como a degradacdo do glicogénio, lipidios e
proteinas. A insulina exerce essas funcdes gerais ao estimular o transporte dos
substratos e ions para o interior das células, promover a translocacdo de proteinas
entre os compartimentos celulares, ativar e inativar enzimas especificas, bem como
alterando taxas de transcricdo génica e traducdo de &cido ribonucléico mensageiro
(mRNA) (22).

O receptor de insulina € uma grande glicoproteina transmembrana constituida de duas
subunidades a e duas subunidades B, que estdo ligadas por pontes dissulfeto,
formando um heterodimero B-a-B-a. As subunidades a sdo completamente
extracelulares e contém o dominio de ligacdo da insulina, enquanto a subunidades 3
consistem em proteinas transmembrana que exibem atividade de tirosina proteina-
guinase. Apos a ligacdo da insulina, os receptores agregam-se e sdo rapidamente
internalizados. Apos a internalizagéo, o receptor pode ser degradado ou reciclado para

a superficie celular (22).

O receptor de insulina pertence a familia de receptores tirosina-quinase, que inclui o
receptor do IGF-I, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento dos
fibroblastos, fator de crescimento derivado das plaquetas, fator de crescimento
estimulante da coldnia-l e os varios receptores de citocinas (23, 24). A proteina-
guinase que induz a fosforilagdo da serina no receptor de insulina, inibindo sua agéo,
também leva a fosforilacdo no citocromo P450-c17a, causando RI e
hiperandrogenismo, respectivamente. Este fator responsavel pela fosforilacdo da
serina é geneticamente determinado, sendo assim, o defeito genético na fosforilagéo

da serina poderia ser a ligagéo entre a SOP e RI (6).

Aproximadamente 50% das mulheres com SOP possuem um aumento significativo de
fosforilagcdo dos residuos de serina na subunidade B do receptor de insulina presente
em fibroblastos de pele, enquanto a fosforilacdo de tirosina encontra-se reduzida.
Pacientes com SOP apresentaram o mesmo padrdo de anormalidade na fosforilagdo
em receptores do musculo esquelético (25). O estudo da variabilidade genética em
algumas sindromes caracterizadas por RI revelou mutacfes no gene da insulina

associadas ao processo de ligacdo insulina-receptor e na sua atividade tirosina-
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quinase (26). Dentre estas alteracdes genéticas, o polimorfismo Glyl057Asp no
substrato do receptor da insulina-1 (IRS-1) parece interferir nos niveis de glicose em
uma populagéo nao diabética, afro-americana com SOP (27).

A hiperinsulinemia aumenta a producdo de andrégenos nos ovarios e dos fatores de
crescimento insulinico | e 1l no figado (7, 28). O efeito direto da insulina e do IGF-I € o
aumento de atividade da 17-hidroxilase nos ovarios, causando hiperproducéo
androgénica, principalmente da androstenediona, da testosterona e de seu precursor,
a 17-hidroxiprogesterona (170HP) (20). O IGF-I inibe a enzima aromatase, impedindo,
assim, a conversdo da testosterona em estrégenos (29). Indiretamente, a insulina
parece potencializar a agdo do LH nos ovarios (30). Outro efeito da hiperinsulinemia,
assim como da obesidade, seria de diminuigcdo da producdo hepatica da globulina
ligadora de horménios sexuais (SHBG) e de IGFBP-I (proteina transportadora de IGF-
), contribuindo para agcdo mais ampla da testosterona livre e IGF-I, respectivamente,

nas células-alvo (19).

A associagdo entre excesso de andrégenos na circulagdo e o diabetes mellitus foi
primeiramente observada ha aproximadamente 75 anos, mas 0 mecanismo preciso
gue sustente a patogénese da intolerdncia anormal a glicose nao foi ainda
estabelecido (30). Mulheres com SOP tém risco acentuadamente aumentado de
desenvolver intolerancia a glicose e DM2. Acreditava-se, anteriormente, que apenas
mulheres obesas apresentavam intolerancia a glicose, entretanto, mulheres néo
obesas também podem apresentar o quadro. A prevaléncia de intolerancia oral a
glicose e DM2 encontrada em pacientes com SOP foi substancialmente maior do que
aquela encontrada em mulheres higidas. Estima-se que a intoleréncia a glicose esta
presente em 31% a 35% das mulheres com SOP (31, 32) Esta alta prevaléncia
também é observada em adolescentes com a sindrome, com estimativas de 29,6%
para intolerancia a glicose e 7,4% para DM2 (33). Esses achados contribuem para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares em pacientes com a doenga (32).

O Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance (HOMA-IR), desenvolvido por
Mathews et al. (1985) (34), tem sido amplamente utilizado para estimativa de RI. Seu
calculo baseia-se na multiplicacdo dos valores plasmaticos da insulina de jejum e da
concentracdo plasmatica de glicose de jejum, sendo o resultado dividido por 22,5 (35).
Acredita-se que uma elevacdo nos niveis de HOMA-IR seja o estado inicial de
hiperinsulinemia em mulheres portadoras de SOP (36). Sabe-se que a RI é um fator

de risco para DM2, hipertenséo, disfuncdo endotelial e doengas cardiovasculares (36),
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entretanto a etiologia da Rl ainda nédo foi completamente elucidada nas mulheres com
SOP.

2.4 - Defeito primério neuroendécrino

A alteragcdo da funcdo neuroenddcrina parece ter também um papel importante na
SOP. Mulheres com SOP demonstraram ter niveis aumentados de LH e amplitude
aumentada no pulso desse hormdénio. Além disso, indicios apontam para uma ligacédo

entre niveis de LH e hiperandrogenemia em mulheres com SOP (37).

O hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) é um horménio formado por dez
peptideos, secretado em forma de pulso por uma rede funcionalmente integrada de
neurénios — o pulso gerador de GnRH — localizado no hipotdlamo. O GnRH estimula a
sintese e secre¢do do LH e do FSH. Na fase folicular inicial e luteinica, o FSH é
predominante sobre o LH, enquanto o LH é predominante sobre o FSH na fase
folicular. Ambos séo regulados pela frequéncia do pulso do GnRH, com a sintese e
secrec¢do do LH favorecida por pulsos rapidos do primeiro (mais de um pulso por hora)
e o FSH favorecido por frequéncias lentas (menos de um pulso em duas a trés horas)
(38).

Ao contrario dos padrdes de pulso observados em mulheres com ciclo menstrual
normal, nas mulheres com SOP a persisténcia dos pulsos rapidos de GnRH
provavelmente tem um papel importante no desenvolvimento inicial da sindrome, uma
vez que ocorre o aumento na secregdo de LH e h& deficiéncia de FSH. O aumento nos
niveis de LH pode levar ao hiperandrogismo ovariano e pode impedir o
desenvolvimento folicular. A diminuicéo relativa de FSH pode também prejudicar o
desenvolvimento folicular e acentuar o quadro de hiperandrogenismo via reducdo da

atividade da enzima aromatase nas células granulosas (37).

A desregulacdo do mecanismo de secrecdo do GnRH ainda néo foi completamente
elucidada. Sugere-se, por meio de observagfes no periodo peripuberal (adrenarca),
gue as alteracbes nas informacdes do sistema neuronal pela insulina, IGF-I,
crescimento insulinico tipo Il (IGF-Il) e esterbides sexuais poderiam induzir a
desregulacdo do pulso gerador da atividade do GnRH (13,39). A fraca aromatizacao
periférica dos andrégenos a partir da androstenediona e a baixa concentragdo de
estrona sdo capazes de aumentar a sensibilidade hipofisaria ao GnRH, através do

aumento da sensibilidade dos receptores de GnRH, contribuindo para a patogénese
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da SOP e justificando o0 aumento nas concentracfes de LH e a resposta exagerada de
LH ao GnRH (40).

2.5 - Producao dos andrégenos ovarianos

Hiperandrogenismo é o termo utilizado para descrever os sinais clinicos devidos ao
aumento da acdo bioldgica dos andrégenos, sendo a hiperandrogenemia ou
hiperandrogenismo bioquimico, o aumento dos andrégenos no sangue. O
hiperandrogenismo no sexo feminino ocasiona quadro clinico variavel, incluindo
puberdade precoce, hirsutismo, acne, seborreia, alopecia, distirbios menstruais e
disfungéo ovulatéria com infertilidade durante a vida reprodutiva, sindrome metabdlica,
disfungé@o psicoldgica e virilizacdo. A intensidade e extensdo dessas manifestacdes
clinicas dependem de vérios fatores e ndo existe correlagédo estrita entre a intensidade

do quadro clinico e as alteragfes bioquimicas (6).

Vérias causas podem levar ao hiperandrogenismo feminino, sendo a SOP considerada
a principal causa, representando dois tercos das mulheres hiperandrogénicas (6). Os
andrégenos sdo derivados do colesterol e, no sexo feminino, séo sintetizados pelos
ovarios, adrenais e nos locais de conversao extraglandulares dos esteréides (figado,
musculos, pele e tecido adiposo). O colesterol é convertido em pregnenolona, e esta
em 17a-OH-pregnenolona pela agdo da enzima 17-a-hidroxilase ou citocromo P450 17
(CYP17). A 17a-OH- pregnenolona forma a 170HP e DHEA por ac¢do das enzimas 3[3-
hidroxesterdide desidrogenase (3BHSD) e 17,20 liase respectivamente, e este Ultimo
metabdlito, por sua vez, é convertido em androstenediona. Esta se transforma em
testosterona ou estrona por meio das enzimas 17pB-hidroxiesteréide desidrogenase
(17BHSD) e aromatase, respectivamente. Por fim, a testosterona é transformada em
dihidrotestosterona por acdo da enzima 5a-redutase, enquanto a estrona é convertida

em estradiol (41).
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Figura 1: Sintese de andrégenos ovarianos. 3B-hidroxesteréide desidrogenase
(3BHSD), citocromo P450 17 (CYP17),17B-hidroxiesteréide desidrogenase (178HSD).
FONTE: Heikkila (2002).

Nos ovérios, os androgenos sdo precursores da produgdo de estrogenos, e sua
producdo esta sob o controle do LH e do FSH. A funcdo ovariana normal é
determinada pela acdo combinada do LH nas células da teca, corpo liteo e estroma, e
do FSH nas células da granulosa (42, 43). O FSH estimula a sintese dos estrégenos
nas células da granulosa enquanto as secrecdes de SHBG e de fatores de
crescimento insulinicos (IGFs) por estas células modulam a quantidade de andrégenos
formados em resposta ao LH. Além disso, a insulina e os IGFs aumentam a acao do

FSH nas células da granulosa (44, 45).

Oitenta por cento da testosterona circulante apresenta-se ligada a SHBG, 19% a
albumina, e apenas 1% livre é responsavel pelo efeito periférico dos andrégenos. A
elevagdo dos niveis de SHBG estéd relacionada ao aumento da concentragdo de
estrdgenos e hormodnios tireoidianos, enquanto os andrégenos, a obesidade, os
glicocorticéides, o horménio do crescimento e insulina inibem sua sintese (43, 46),
levando ao aumento de testosterona livre circulante, podendo levar a um quadro de

hiperandrogenemia.

Existe forte evidéncia de que a produgédo em excesso de andrégenos pelas mulheres
com SOP é resultado de uma anormalidade primaria na producao de esteroides pelas
células da teca ovarianas. Um estudo demonstrou que ap6s uma supresséao da sintese
e secrecao de LH induzida por analogo de GnRH, a producédo de 170HP em pacientes
com SOP foi significante maior que em controles, achado que fornece evidéncias de

gue existe uma anormalidade intrinseca na esteroidogénese nas células teca de
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mulheres com SOP (47). A enzima citocromo P450 17 (CYP17A1), que converte a
pregnenolona em 17-OH pregnenolona, € a enzima chave na producdo de andrégenos
nas células da teca, portanto a producdo em excesso de andrégenos em pacientes
com SOP parece resultar da desregulacdo na atividade da enzima devido a um fator
ovariano intrinseco (48,49). Entretanto, o polimorfismo no gene da enzima n&o

mostrou associagdo com suscetibilidade ao desenvolvimento da sindrome (50-53).

Embora a teoria de que a enzima CYP17 tenha sua expresséo elevada em pacientes
com SOP, estudos ainda ndo foram desenvolvidos para comparar a expressédo do seu
gene em células da teca de pacientes com SOP, comparada a de um grupo controle.
(46). Li et al. (2012) sugerem que a superexpressao de CYP17 no tecido ovariano

pode ocorrer devido & sua indugao pela insulina e androstenediona (54).

A unidade pilossebacea e a pele representam as estruturas-alvo dos andrdgenos,
explicando assim, a fisiopatologia das manifestacfes cutaneas do hiperandrogenismo
(hirsutismo, acne, seborreia e alopecia), sendo o hirsutismo a caracteristica clinica
mais frequente do hiperandrogenismo na pele, podendo causar transtornos

psicolégicos na mulher (3).

Niveis elevados de testosterona total, sulfato de DHEA e androstenediona nos exames
laboratoriais sdo capazes de identificar apenas metade das mulheres com
hiperandrogenismo (55). O hirsutismo representa um indicador inicial de
hiperandrogenismo clinico (56), e como ndo héa relagdo estrita entre
hiperandrogenismo e alteragfes laboratoriais (5), a avaliacdo clinica do hirsutismo
pode ser util em pacientes com SOP. Recentemente, a escala Ferriman-Gallwey (F-G)
tem sido utilizada para determinar a severidade do hirsutismo através da estimativa do
crescimento capilar em nove sitios anatdbmicos: labio superior, queixo, peito, parte
superior das costas, parte inferior das costas, abdémen superior, abdémen, bracos e
coxas (57). Cada area pode ser avaliada individualmente numa escala de 0 a 4, sendo

o valor final o somatério de cada parte.

2.6 - Perfil lipidico em mulheres com SOP

Aproximadamente 70% das mulheres portadoras de SOP exibem perfil lipidico
alterado. As anormalidades lipidicas presentes sdo semelhantes aquelas observadas
em pacientes diabéticos que tém niveis elevados de -colesterol presente na

lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e triglicérides, e niveis baixos de colesterol
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presente na lipoproteina de alta densidade (HDL-C). A hiperglicemia e a
hiperandrogenemia associadas a resisténcia a insuina levam os adipécitos a
aumentarem a lipdlise com consequente liberacdo de A&cidos graxos livres na
circulacdo. Os niveis aumentados de acidos graxos livres estimulam a secrec¢do de
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-C), o que leva entdo a um quadro de
hipertrigliceridemia (58, 59). A alteracd@o no perfil lipidico das mulheres com SOP esta
associada a um elevado risco cardiovascular nessa populagdo (60) em funcdo do

aumento da incidéncia de hipertenséo arterial, doenga coronariana e trombose (61).

2.7 - O processo inflamatério e moléculas de adeséo

A inflamacdo € uma reacdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor,
caracterizada pela saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio. Apesar
de suas causas serem muito variadas, os mecanismos de aparecimento da inflamagéo
sdo comuns. O agente inflamatorio age sobre os tecidos e induz a liberagdo de
mediadores que, ao atingirem o0s receptores existentes nas células da microcirculacao
e nos leucdcitos, produzem aumento da permeabilidade vascular e exsudagédo de
plasma e de células sanguineas para o intersticio. Os estimulos que levam a liberacao
de mediadores dessa reacdo levam também, de modo mais lento, a liberacdo de
mediadores antiinflamatérios, que sdo responsaveis pela resolucdo do processo e
protecd@o contra os possiveis efeitos lesivos dos leucécitos e outras células envolvidas
no processo. Desse modo, cessada a acao do agente inflamatoério, reduz-se a
liberacdo dos mediadores pro-inflamatérios, passando a predominar os mediadores de
regulacédo. Se ha necrose, o tecido destruido é fagocitado e, logo depois, surgem os
fendbmenos de cicatrizacdo ou de regeneracdo, dependendo da extensdo da lesdo e
do o6rgdo acometido. O processo inflamatério, portanto, € um fendmeno
essencialmente dinamico, razéo pela qual seu aspecto morfolégico se modifica com o
tempo (62).

O recrutamento das células inflamatdérias segue os processos de rolamento, ativacao e
adesdo. Esses passos sdo precedidos por uma captura inicial dos leucdcitos do
sangue circulante, seguidos por um processo de migracdo transendotelial, penetracdo
na membrana basal e migracdo pelo espaco intersticial. A vasta quantidade de
receptores, quimiocinas e outros ativadores, além da expressdo combinada em
diferentes leucocitos e células endoteliais, produz uma grande possibilidade de
combinacdo de processos que selecionam e direcionam os leucécitos para 6rgaos

especificos e para sitios de adesao inflamatoria (63).
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As selectinas sdo moléculas essenciais para iniciar o processo de adesdo dos
leucocitos ao endotélio. Esse processo leva a uma interacdo continua entre as
selectinas e seus ligantes, os quais se manifestam de maneira rotacional ou em
movimento de rolamento. Existe uma forte evidéncia de que a simples ligacéo inicial
dos leucécitos as selectinas ja seria suficiente para induzir sinalizacbes em vias
intracelulares. Essas sinalizacBes s&o essenciais para a ocorréncia de acobes
subsequentes nos leucdcitos, incluindo adesdo e migracdo para os tecidos. Uma
adesao mais firme requer que moléculas de quimiocinas, mediadores lipidicos e outras
moléculas proé-inflamatoérias sejam apresentados na superficie do endotélio e néo
simplesmente liberadas na corrente, aonde seriam perdidas. Essas moléculas, em
combinagdo com as selectinas, posteriormente ativam uma segunda classe de
moléculas de adesdo, as integrinas, que levam as células a uma firme adesdo ao
endotélio (64). E importante ressaltar que a ativagdo das integrinas deve ocorrer

dentro de segundos ou em intervalos ainda menores (64,65).

A adesdo de leucdcitos no endotélio vascular é, portanto, uma etapa critica para o
inicio do processo de inflamag&o. No inicio do processo de migragdo dos leucocitos
para o tecido inflamado, enquanto leucécitos transitérios deslocam-se ao longo do
endotélio através da ligacao a selectina (L e P), uma ligacdo mais forte ocorre
mediante a ligacdo das células a intercellular adhesion molecule 1 ou 2 (ICAM-1 e
ICAM-2, respectivamente) e & VCAM-1. Em particular, ICAM-1 e ICAM-2 se ligam a
subfamilia B2 de integrinas expressas nos leucocitos e parecem contribuir para o
rolamento local das células no endotélio para posterior migracdo para o foco
inflamatdrio (66). Durante o processo inflamatério, a ativagdo das B2 integrinas leva a
uma mudanga conformacional em suas estruturas, indo do estado de inatividade e
baixa afinidade para o estado de atividade e alta afinidade. Essas mudancgas
conformacionais podem ser iniciadas via estimulo recebido de receptores de
guimiocinas, citocinas ou antigenos, induzindo sinalizagdo intracelular sendo,
posteriormente, acentuadas por aglomerados de integrinas que transferem os sinais
externos para o citoplasma (67). Uma vez aderidas, as células podem entéo, deixar a
circulagéo e migrar para o local da inflamacéo, guiadas pelo processo de quimiotaxia

(68).

A VCAM-1 pertence a uma superfamilia, juntamente com a ICAM-1, de glicoproteinas
de superficie que promovem a adeséo e subsequente recrutamento de leucdcitos (69).

A VCAM-1 estd expressa nos monacitos, células endoteliais e em células sinoviais.
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Estruturalmente, a VCAM-1 é um membro da familia das imunoglobulinas de 110 kDa.
Esté expressa na forma de glicoproteina com sete dominios extracelulares ou, através
de splicing alternativo do mRNA, seis ou oito dominios. A forma predominante em
humanos é a que contém sete dominios. A molécula esta expressa na superficie das
células endoteliais ativadas por citocinas e em células do musculo liso e fibroblastos.
Nas células endoteliais, sua expressdo € induzida pelas citocinas do tipo fator de
necrose tumoral - a (TNF- a), interleucina 1 (IL-1) e lipopolissacarideos (70,71).

Elevacbes na concentracéo de formas sollveis de algumas moléculas de ades&o tém
sido consideradas marcadores precoces de aterosclerose. Niveis aumentados de
VCAM-1 tém sido encontrados em pacientes portadores diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
e DM2. Bluher et al. (2002) observaram que elevacdes nos niveis de VCAM-1 e ICAM-
1 estdo associadas a hiperglicemia, e ndo a hiperinsulinemia. Além disso, niveis
elevados de moléculas de adesdo tém sido encontrados na hipertensdo arterial e

parecem ter significancia prognoéstica na doenga cardiaca isquémica (72).

2.8 - Ainflamacéo na SOP

O processo inflamatorio € um evento que se desenvolve em varias doencas crbnicas,
incluindo diabetes, doencas cardiovasculares, alguns tipos de cancer e doencas
intestinais, artrite e osteoporose sendo que a patofisiologia de muitas dessas doencas

€ comum (73).

A SOP também est4d associada a um estado pro-inflamatério, evidenciado pela
elevacdo de um vasto numero de mediadores inflamatérios como proteina C reativa
(PCR), interleucina-6 (IL-6), proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1),
metaloproteinases de matriz 2 (MMP-2) e PAI-1 (24).

A PCR é uma proteina de fase aguda de 115 kDa da familia das pentraxinas de
ligagdo a componentes dependentes de calcio. A PCR se liga a fosfocolina,
fosfoetanolamina, superficie de patégenos, cromatina, histonas, fibronectina,
pequenas proteinas ribonucleares e polications. As interacdes da PCR com seus
ligantes sdo importantes para o reconhecimento de danos ao organismo, células
apoptéticas e patdégenos bacterianos. A PCR, cuja sintese pelo figado é amplamente
regulada pela citocina IL-6, estd envolvida em processos pro-inflamatoérios, aonde a
proteina ativa a via classica do complemento através da interacdo com Clq de

maneira similar a ligacdo antigeno-anticorpo. A PCR interage com receptores de
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imunoglobulinas para recrutar células fagocitarias e exerce papel na regulacdo da

acao de neutrdfilos (74).

A PCR parece também estar envolvida na inibigcdo da ativacdo da enzima oxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS) pela insulina (75). O 6xido nitrico participa nos processos
de vasodilatacdo, angiogénese, trombose, homeostase, crescimento e migracdo das
células musculares lisas da parede vascular, além de atenuar a adesédo de monactios,

responsaveis pela etapa inicial do processo de aterosclerose (76).

Em uma tentativa de aprimorar a predicdo do risco cardiovascular, a PCR tem sido
estudada como um marcador de inflamagé&o e tem sido utilizada, em mdltiplos estudos
epidemioldgicos, como preditor de infarto agudo do miocéardio, acidente vascular
cerebral, doenca arterial periférica e morte subita (77, 78) Boulman et al. (2004)
observaram que os niveis sanguineos de PCR estdo aumentados em pacientes com
SOP, sendo que 36,8% dos resultados acima dos valor de referéncia, enquanto
apenas 9,6% das pacientes controles exibiam alteracdo nesse parametro. Os
resultados apontam para o aumento do risco de desenvolvimento precoce de doengas

cardiovasculares em mulheres com SOP (79).

A hiperglicemia, condi¢do que pode ser encontrada em mulheres com SOP, também é
um estado pré-inflamatério devido a sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio provindas de células mononucleares do sangue periférico. Essas espécies
reativas de oxigénio podem levar a um quadro de estresse oxidativo que, por sua vez,
pode ativar o fator de transcricdo nuclear kB (NFkB), que induz aterogénese (80-82).
Recentemente, foi demonstrado que em mulheres com SOP, a geracao de espécies
reativas de oxigénio e a ativacdo do NFkB estdo aumentadas independentemente da
obesidade. Além disso, esses parametros estdo diretamente relacionados aos niveis

de andrégenos na circulacao (83).

NFkB regula a transcri¢cdo génica de IL-6, citocina pro-inflamatoria, capaz de induzir a
expressao endotelial de soluble intercellular adhesion molecule 1 (sICAM-1) e MCP-1,
o qual facilita a migracdo de polimorfonucleares através do intersticio. Além disso, a
IL-6 esta envolvida na captagdo de lipidios para dentro de macréfagos em placas
aterosclerdticas (84, 85). O subsequente rompimento da placa e a trombose sdo
promovidos pelas metaloproteinases de matriz (MMP) e pelo PAI-1, respectivamente
(86).
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Mulheres com SOP tém, geralmente, niveis diminuidos de SHBG (87). Sabe-se ainda
que a insulina é um inibidor da SHBG, por reduzir a sua producao hepatica, resultando
em baixas concentragBes plasmaticas da mesma. A PCR parece interferir na via de
sinalizagédo da insulina, resultando em RI. Entretanto, a correlagdo negativa entre os
niveis de PCR e SHBG parece ser independente da resisténcia a insulina, sugerindo
que outro mecanismo possa existir. A presenca de gordura no figado parece estar
associada tanto com a elevag¢éo nos niveis de PCR quanto baixos niveis de SHBG,
mas néo foi encontrada correlag@o entre as variaveis. Esses fatos sugerem que pode
haver uma associacdo direta entre SBHG e PCR. De fato, um estudo in vitro
demonstrou que a IL-6, um regulador positivo da PCR, pode reduzir a atividade de
ligagdo do hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF-4a), um importante fator de
transcricdo que participa do processo de regulacdo da expressdo de varios genes
hepaticos, incluindo a SHBG (88).

2.9 - Obesidade e SOP

A obesidade & uma condi¢cdo clinica que atinge grande numero de pessoas nas
sociedades ocidentais. Entre 2009 e 2010, a prevaléncia de obesidade nos Estados
Unidos era de 35,5% entre homens e 35,8% entre mulheres (89). Embora milhGes de
dolares sejam gastos todos os anos na tentativa de tratar o processo acelerado de
aterosclerose, o risco elevado de infarto agudo do miocéardio fatal, hipertensao,
resisténcia a insulina e diabetes mellitus que atinge os obesos, o entendimento da
base molecular da condi¢do esta longe de ser compreendido. O fato de a obesidade
ser uma desordem poligénica com caracteristicas ambientais e comportamentais, fez
com que a pesquisa em obesidade fosse uma das areas mais complexas de

investigacdo em saude (90).

A obesidade é uma caracteristica comum em pacientes com SOP, sendo observadas
taxas de 38% a 88% de sobrepeso ou obesidade nestas mulheres (91). A obesidade
esta associada ao hirsutismo e a niveis sanguineos elevados de testosterona, bem
como as taxas aumentadas de infertilidade e distirbios no ciclo menstrual (92).
Entretanto, outros estudos sdo necessarios para fornecer uma maior compreensao da
interagdo entre hiperandrogenismo, resisténcia a insulina e adiposidade em mulheres
com SOP (93).
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O IMC ¢é o parametro utilizado para o diagndstico da obesidade. Pacientes com indice
de massa corporal (IMC) entre 25 kg/m?® e 30 kg/m? séo classificados como sobrepeso
e pacientes com IMC maior ou igual a 30 kg/m? sdo classificados como obesos (94).

O risco metabdlico associado a obesidade depende da distribuicdo da adiposidade,
sendo a obesidade visceral mais danosa ao organismo, se comparada a obesidade
subcutédnea. A obesidade € importante no diagnostico da sindrome metabdlica e
especialmente o acumulo de gordura visceral estd associado a resisténcia a insulina e
doencas cardiovasculares (95). Por este motivo, a medida da circunferéncia abdominal
tem sido utilizada algumas vezes em substituicdo ao IMC na avaliagéo de risco para

estas co-morbidades.

A obesidade é caracterizada como um estado de baixo grau de inflamagdo, que
acredita-se ser gerado pelo tecido adiposo (96). A inflamacéo induzida pela obesidade
é diferente da inflamacéo classica, caracterizada pelos sinais cardinais de rubor, calor,
dor, tumor e perda de funcdo. Além disso, na resposta inflamatéria classica, quando o
agente causador da inflamacéo é removido ou neutralizado, a inflamacgé&o é resolvida.
Entretanto, a resposta inflamatéria observada na obesidade é de natureza crdnica
(97).

O tecido adiposo produz uma série de hormdnios e citocinas, denominadas
adipocinas, que tém importante papel no metabolismo de carboidratos e lipidios.
Essas substancias aparentam exercer um importante papel na patogénese da

resisténcia a insulina, diabetes e aterosclerose (98).

O tecido adiposo na obesidade é caracterizado pela infiltracdo de macréfagos e essas
células sdo importantes para o desenvolvimento da inflamacéo (99). Um aumento na
infiltracdo de macr6fagos pode ser ocasionado por uma série de quimiocinas. Uma das
mais importantes é a quimiocina (motivo C-C) ligante 2 (CCL2) e seu receptor cognato
C-C receptor de quimiocina 2 (CCR2), ambos contribuindo para a resisténcia
sistemédtica a insulina, infiltracdo de macréfagos e manutencdo dos mesmos no tecido
adiposo (96, 99).

Além da infiltracdo de macrofagos, a expressdo e secrecdo de citocinas pro-
inflamatérias como o fator inibitério de migracdo de macréfago (MIF), TNF-a,
interleucina 8 (IL-8), IL-6 e interleucina 1B (IL-1B) estdo aumentadas no tecido adiposo

em obesos (100, 101). Pacientes com SOP tém niveis elevados de IL-6, IL-8, resistina,
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leptina e TNF-oo quando comparados com um grupo controle. Diminuigdes
significativas nos niveis de omentina-1 (uma adipocina expressa preferencialmente no
tecido adiposo visceral que esta negativamente associada a resisténcia a insulina e
obesidade) e grelina (hormdnio que tem importante papel na sinalizagdo dos centros
hipotalamicos que regulam a ingestdo alimentar e o balanco energético) também
foram observadas em mulheres com SOP (102).

Sabe-se que individuos obesos tém maior chance de desenvolverem complicacbes
cardiovasculares, sendo eventos ateroscleréticos mais frequentes neste grupo (103).
Uma ferramenta importante que esta sendo utilizada para relacionar o risco
cardiovascular e a circunferéncia abdominal (CA) consiste no Lipid Accumulation

Product (LAP), calculado com base nos valores de CA e triglicérides (104):

LAP = (CA [cm] - 58) x (concentracao triglicérides [mmol/L])

Altos niveis de LAP estdo associados ao DM2 e aumento mortalidade por faléncia
cardiaca em mulheres ndo obesas sob risco cardiovascular (105). Wiltgen et al. (2009)
observaram uma associacdo entre LAP e o indice HOMA-IR em um estudo de coorte
com mulheres portadoras de SOP (106). Uma relacéo positiva entre LAP e tolerancia

reduzida a glicose foi também relata por Wehr et al. (2011) (105).

2.10 - O inibidor do ativador do plasminogénio 1 (PAI-1)

O PAI-1, uma glicoproteina de 50 kDa, € um membro da superfamilia dos inibidores
das serinoproteases e seu gene esta localizado no cromossomo 7, posi¢édo 21.3-q22.
O gene tem 12.2 kbp e esta organizado em 9 éxons e 8 introns, e especifica dois tipos
de transcritos de aproximadamente 2.3 e 3.2 kb de comprimento, que sdo colineares
em suas extremidades 5’ e formados por poliadeniliagdo alternativa. A estrutura geral
da molécula de PAI-1 é semelhante a de outras serinoproteases e parece ser sensivel
a desnaturacdo térmica. As primeiras moléculas as quais o PAI-1 se liga sdo o
ativador de plasminogénio tipo tecidual (t-PA), o ativador de plasminogénio tipo
uroquinase (u-PA), a fibrina, vitronectina e membros da familia dos receptores de

lipoproteinas de baixa densidade (90).

A auséncia de cisteinas e grande quantidade de metioninas podem contribuir para a

susceptibilidade da molécula a inativagéo irreversivel por agentes oxidantes. O centro
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reativo da inibicdo do ativador do plasminogénio (PA) (Arg346/Met347) contém uma
regido exposta de “lago apertado” na extremidade carboxi-terminal que serve como
pseudo-substrato para as serino-proteases alvo. A inibicdo do PA pelo PAI-1 ocorre
rapidamente resultando na formacdo de uma ligacdo covalente entre as duas

moléculas. O inibidor é consumido no processo, ou seja, € um “inibidor suicida” (90).

Embora o PAI-1 esteja presente em baixas concentra¢cdes no plasma, a sua relativa
meia vida (aproximadamente 10 minutos) sugere alta taxa de biossintese. Além disso,
a sua concentracdo aumenta rapidamente em resposta a uma grande variedade de
agentes ou muda em diferentes estados fisiologicos, indicando que a quantidade de
PAI-1 no plasma é sujeita a regulagédo dindmica. Apesar disso, a origem do PAI-1 sob
condigbes normais e patoldgicas permanece indefinida. O figado parece conter
concentracdo elevada de mRNA de PAI-1. Além disso, o PAI-1 pdde ser identificado
no baco, nos rins, no pulméo, na placenta, no Utero e no miocéardio. Esses achados
devem ser considerados com cautela, uma vez que esses tecidos foram obtidos em
condi¢cbes de estresse (apds trauma, em pacientes com saude comprometida ou apés
grandes cirurgias) além do fato de a molécula ser uma proteina de fase aguda em

humanos (90).

A expresséao génica do PAI-1 in vitro e in vivo € induzida por endotoxina, TNF-a e fator
de transformacédo de crescimento beta B (TGF-B), e uma variedade de outros fatores
de crescimento, citocinas, hormoénios e proteinases. A diversidade de reguladores
sugere que a regido reguladora do gene do PAI-1 deve ser extremamente complexa,
contendo sequencias de DNA que sédo direta e indiretamente responsivas a todas

essas moléculas (90).

A concentracdo normal de PAI-1 no plasma humano varia de 6 a 80 ng/mL, com média
de 24 ng/mL. Anormalidades na concentracdo de PAI-1 estdo frequentemente
associadas a doencas cardiovasculares. O inibidor tem seu nivel plasméatico
aumentado em uma variedade de condi¢Bes tromboembdlicas, incluindo AVC (107) e
trombose venosa profunda (108), uma vez que niveis aumentados da molécula podem
enfraquecer o sistema fibrinolitico e promover a permanéncia do coagulo de fibrina.
Por outro lado, a auséncia da molécula de PAI-1 em humanos leva a problemas de
sangramento resultante de um quadro de hiperfibrindlise (109). A neutralizacdo do
PAI-1 plasmético com anticorpos especificos aumenta a tromboélise espontanea ou

mediada pelo t-PA. Essas observagfes reforcam que o desequilibrio nos niveis de t-
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PA e PAI-1 pode promover tanto trombose quanto sangramento. Esse balanco esta

severamente prejudicado em pacientes obesos (90).

Conforme ja mencionado, a SOP é uma doenca que apresenta um estado pro-
inflamatério e caracteriza-se pela elevacdo dos niveis de um vasto numero de
mediadores pro-inflamatérios, entre eles o PAI-1. Uma vez que niveis elevados de
PAI-1 estdo associados as anormalidades na coagulacdo e nas vias fibrinoliticas,
disfuncé@o do miocardio, sepse e lesdo aguda nos pulmdes, associados com desfechos
ndo favoraveis (110), o desenvolvimento de doengas cardiovasculares em pacientes

com SOP pode culminar com maior mortalidade neste grupo (24).

A concentragdo sanguinea de PAI-1 pode ser influenciada por idade, sexo, obesidade,
hipertenséo, tabagismo, hipercolesterolemia e polimorfismos genéticos. A insergdo ou
delec&o de um nucleotideo do tipo guanina na regido promotora do gene do PAI-1 foi
identificada 675 pares de bases antes do inicio do transcrito (-675 4G/5G). Individuos
homozigotos para a dele¢do 4G/4G tém niveis aumentados de PAI-1, ja individuos
com o gendtipo 5G/5G tém niveis diminuidos e individuos heterozigotos 4G/5G tém
niveis intermediarios (90). O alelo 4G parece ter capacidade de ligacdo apenas a um
acentuador de transcri¢cdo, enquanto o alelo 5G liga-se tanto ao acentuador quando ao
supressor, resultando em menor taxa de transcricdo. O promotor do gene do PAI-1 é
responsivo aos niveis de triglicérides, sendo que os niveis mais altos de PAI-1 sao

encontrados em pacientes com genétipo 4G/4G e hipertrigliceridemia (111).

O adipdcito maduro é uma importante fonte de PAI-1 na circulagédo. Os niveis de PAI-1
estdo aumentados nos quadros de obesidade e resisténcia a insulina, e estdo
positivamente correlacionados com as caracteristicas clinicas na sindrome metabdlica,
sendo também um preditor de risco de DM2 (112). Além disso, o PAI-1 tem
propriedades pro-inflamatérias através da potencializagdo da ativacdo de neutréfilos
mediada por receptores tipo Toll 4 (TLR4) (110). O PAI-1 regula ainda a migracao
celular através de trés vias distintas, mas ndo mutuamente exclusivas: 1) modulacdo
da degradacdo da matriz extracelular via regulacdo dos niveis de plasmina; 2)
regulacdo da adesdo celular e 3) modificando a formag&do, ou manutencéo, de

gradientes quimioatraentes (113).

O polimorfismo 4G/5G foi associado a suscetibilidade & SOP no estudo desenvolvido
por Diamanti-Kandarakis et al. (2004), mas nenhuma associa¢gdo em outros estudos foi

observada (114, 115). No trabalho desenvolvido por Diamanti-Kandarakis et al. (2004)
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na populacédo grega, foi demonstrado pela primeira vez que o genétipo homozigoto
4G/4G e o heterozigoto 4G/5G estavam presentes em frequéncia significativamente
maior em mulheres portadoras de SOP quando comparadas com controles. As
mulheres que apresentavam o polimorfismo 4G/4G apresentaram niveis maiores de
PAI-1 quando comparadas com 0s outros gendtipos, com excec¢do do grupo controle
com gendtipo 4G/4G. Nestes grupos, o fendtipo 5G/5G mostrou estar associado a
niveis diminuidos de PAI-1 (114).

2.11 - Vitamina D e SOP

A vitamina D3 é obtida da dieta ou sintetizada pelo organismo através da conversao
fotoquimica induzida pela luz solar do 7-dihidrocolesterol presente na pele. O 7-
dehiidrocolesterol passa por uma fotélise sob a luz ultravioleta para formar a vitamina
D3. Posteriormente, a vitamina D3 sofre duas hidroxilagdes sucessivas, a primeira no
figado formando a 25-hidroxivitamina D (250HD). A segunda hidroxilagéo é regulada
pelo paratormdnio e mediada pela 25-hidroxivitamina D3 la-hidroxilase e ocorre
predominantemente nos rins. Esse segundo passo produz a forma ativa da molécula,
a 1,25-dihidroxivitamina D3. A molécula circula ligada a proteina ligadora de vitamina
D até alcancar seus tecidos alvos e entdo se ligar aos receptores de vitamina D para
iniciar seu efeito. A deficiéncia de vitamina D é um quadro comum na maioria dos
paises, mesmo nos paises tropicais com maior incidéncia solar, sendo que 10 a 60%
dos adultos tém valores menores que 20 nG/mL (116). A deficiéncia da vitamina D tem
sido associada a um grande numero de efeitos ndo relacionados ao metabolismo
mineral, uma vez que ela é responsavel pela hemostasia do célcio e do fésforo no
organismo. Sua deficiéncia parece aumentar o risco de desenvolvimento de doencas
malignas como doencas do c6lon, mama, préstata; doencas inflamatérias crénicas e
autoimunes, doencas intestinais inflamatorias, esclerose mudltipla, desordens
metabdlicas como sindrome metabdlica, diabetes e hipertenséo (117-119). Danescu et
al. (2009) (120) apontaram para uma diminuicdo na incidéncia de DM2 em pacientes
com deficiéncia de vitamina D apds correta reposicdo. A deficiéncia também parece
estar associada a depressao e quadros de dor crbénica (116). Entretanto, 0 mecanismo
através do qual a vitamina D exerce seus efeitos benéficos ainda é desconhecido
(120).

Estudos tém demonstrado a associacdo entre os niveis de vitamina D e sintomas da
SOP, incluindo resisténcia a insulina, infertilidade e hirsutismo (121-124). Mahmoudi et

al (2009) apontaram que polimorfismos nos receptores da vitamina D possam ter um
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importante papel no desenvolvimento da SOP, bem como na resisténcia a insulina
(125). Existem relatos na literatura sobre niveis diminuidos ou mais elevados de
vitamina D em mulheres com SOP (126-129). No entanto, outros trabalhos né&o
apontam evidéncias de que os niveis de vitamina D diferem entre mulheres com e sem
a SOP (119, 129).
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3— OBJETIVOS



1)

2)

3)
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Objetivo Geral

Avaliar os parametros de risco cardiovascular e resisténcia a insulina em mulheres
com a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) por meio da frequéncia do polimorfismo

4G5G no gene do PAI-1, de pardmetros hormonais, metabdlicos e inflamatérios.

Objetivos Especificos

Avaliar, através de um estudo comparativo entre um grupo de mulheres com SOP e

um grupo controle, as seguintes variaveis:

Frequéncia do polimorfismo 4G/5G no gene do PAI-1

Concentracao de glicose, HOMA-IR e perfil lipidico

Caracteristicas antropométricas, como: IMC, CA e LAP

Niveis plasmaticos de testosterona, insulina e FSH para avaliagdo de funcao
endocrina

Niveis plasmaticos da PCR, sVCAM-1, PAI-1 e 25 OHD como marcadores de
processo inflamatério e hemostatico

Historico familiar para diabetes e doencas cardiovasculares.

Avaliar a associacao entre o polimorfismo 4G/5G e os niveis de PAI-1, bem como a
escala de Ferriman — Gallwey e os parametros metabélicos no grupo com SOP

Relacionar os parametros avaliados entre si.
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4 - CAPITULO 1
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ABSTRACT

Introduction: Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common
endocrinopathy among women, affecting 4%-8% of women of reproductive age. PCOS
is associated with insulin resistance, increased cardiovascular risk, and low chronic

proinflammatory state.

Objective: We analyzed the association of metabolic, hormonal, and proinflammatory
factors with PCOS development in 63 women with PCOS compared to 63 healthy
controls. PAI-1 4G/5G polymorphism frequency was also compared between a group

of 79 PCOS women and a control group with the same subject size.

Results: The PCOS group showed insulin resistance, worse anthropometric and lipid
profiles associated with cardiovascular risk, and increased levels of testosterone and C
Reactive Protein (CRP). PAI-1 levels positively correlated with sVACM-1, lipid
accumulation product (LAP), body mass index, abdominal circumference, glycemia,
homeostatic model assessment, and VLDL-C. 250HD deficiency was negatively
associated with sVCAM-1 levels in the PCOS group. Significant difference in allele and
genotypic frequencies were observed between PCOS and control groups, and the

4G/AG genotype in the PCOS group was associated with increased PAI-1 levels.

Discussion: sVCAM-1, 250HD, CRP measurements and 4G allele research in PAI-1
gene might work as good predictors of the low pro-inflammatory state and
cardiovascular risk observed in PCOS women. The results also point to a possible use
of LAP as a tool to efficiently assess cardiovascular risk. Alterations in metabolic and
hormonal variables evidence the pro-inflammatory and pro-atherogenic state observed
in PCOS.

Keywords: Polycystic Ovary Syndrome, sVCAM, 250H vitamin D, PAI-1, CRP, insulin.
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INTRODUCTION

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a heterogenic condition affecting 4% to 8% of
women of reproductive age, making it the most common female endocrinopathy and
one of the main causes of infertility in these patients ' . Besides infertility, the disease

is also associated with a range of reproductive manifestations 2.

Metabolic disorders are found in patients with PCOS, mainly insulin resistance and
compensatory hyperinsulinemia, increased risk for glucose intolerance, type 2 diabetes
mellitus (DM2), metabolic syndrome, and development of cardiovascular diseases °.
Most PCOS women present alterations in their lipid profile. These abnormalities include
high levels of total cholesterol (TC), low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C), very
low density lipoprotein cholesterol (VLDL-C), triglycerides, and low levels of high
density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) *.

Obesity is a common feature of PCOS women of whom 38 to 88% present overweight
or obesity °. Obesity is characterized by a chronic proinflammatory state developed by
adipokines which are associated with insulin resistance, diabetes, and atherosclerosis

®. Therefore PCOS women are under elevated risk to develop these conditions ’.

Inflammation in PCOS may also be supported by other findings. First, these patients
present increased levels of C-reactive protein (CRP), plasminogen activator inhibitor 1
(PAI-1), and many other inflammatory mediators #*°. Furthermore, 25- hydroxivitamin D
(250HD) deficiencies, associated to inflammatory states, were found to be more

common in PCOS women *.

Recently, the soluble vascular cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1) has been also
implicated in PCOS. Elevated sVCAM-1 gene expression in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) was detected in young, non-obese women with PCOS,
with a significant association with insulin resistance but independent of body mass
index (BMI) *2.

Although heterogeneity in PCOS may reflect the involvement of multiple
pathophysiological mechanisms, it is still unknown how they contribute to develop the
syndrome. It is possible that PCOS is influenced by various genetic factors due to the

high frequency of the syndrome and insulin resistance in mothers and sisters of PCOS
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women. However, the heredity model remains uncertain as well as the role of

environmental factors like diet and life style *°.

In this study, we performed a comprehensive analysis of PCOS women in an attempt
to correlate changes concerning reproductive hormones and metabolic, inflammatory,
and anthropometric factors. Familial history of cardiovascular diseases and diabetes
were also considered. We also employed the Lipid Accumulation Product (LAP), a tool
only recently introduced in the PCOS study field, in order to provide a standardized
mean to evaluate the risk of cardiovascular diseases in these patients.

The present study is unique in analyzing the association of so many factors with PCOS
development. Because PAI-1 showed correlation with other parameters within the
PCOS group and because 4G/5G polymorphism is known to play a role in

Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) plasmatic level *4*¢

, We also investigated the
contribution of this polymorphism frequency to the levels of PAI-1 protein and

correlated it with occurrence of PCOS.

MATERIALS AND METHODS

Ethics

The study was approved by the Ethical Research Committee of the Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Informed consent was obtained from all participants
after a full explanation of the study.

Subjects

This case-control study included 158 subjects, 79 PCOS and 79 healthy women for the
genetic evaluation. From this group, 63 PCOS women and 63 controls (average age =
30.515.1 and 28.0+5.6, respectively, p=0.04) were evaluated for the other parameters.
PCOS women were recruited at a reference service of PCOS - Hospital Borges da
Costa at UFMG, Brazil. The control group was matched with case group regarding

social/leconomic status.

Criteria for diagnosis of PCOS followed Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored PCOS
consensus . Complete clinical history was collected from all the study subjects

including an interview assessment of the subjects’ cardiovascular risk factors and
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diabetes. Detailed information about body mass index (BMI), abdominal circumference
(AC), family history of cardiovascular diseases, diabetes mellitus, and use of medicines
was obtained from each subject.

Exclusion criteria for both groups included smoking, diabetes mellitus, auto-immune
diseases, kidney disease, cancer, acute inflammatory disease, congenital adrenal
hyperplasia, Cushing Syndrome, androgen secretor tumors, thyroid pathologies,
hyperprolactinemic diseases, hypo or hypergonadothrophic hypogonadism, and
pregnant subjects. Subjects under treatment with the following medicines were also
excluded: steroids, isotretinoin, cyclosporine, antiretroviral, non-steroidal anti-
inflammatory, insulin, metformin, and oral contraceptives. Women who presented CRP

> 10 mg/L were also excluded.

The homeostatic model assessment 1 — (HOMA-IR) (fasting glycemia x 0.0555 x
insulin/22.5) and LAP [(Abdominal circumference -58) x (triglycerides)] were calculated
in both groups in order to estimate insulin resistance and cardiovascular risk,
respectively. BMI was categorized in three groups: 1) < 25 kg/m2; 2) 25 to 30 kg/m2; 3)
> 30 kg/m2 and then in two groups: 1) BMI < 25 kg/m2 and 2) BMI > 25 kg/m2 in order
to better understand the contribution of obesity to PCOS complications. Abdominal
circumference values were classified into three groups: 1) < 80 cm, 2) 80-88 cm; 3) >

88cm 8.

Sample collection and laboratory determinations

Serum and plasma samples were collected from all subjects (citrate, heparin, and
fluoride). The samples were centrifuged at 2,500 rpm for 20 min for plasma and serum
separation. Aliquots were stored at -80 °C, except the fluoride which was rapidly used

to measure glucose levels.

Subjects’ samples were tested for fasting glycemia, sVCAM-1, PAI-1, CRP, and
250HD levels. Hormone profile testing included insulin, testosterone, and FSH
measurements. Lipid profile included evaluation of TC, HDL-C, triglycerides, LDL-C,
and VLDL-C.

Prolactin, 17-hydroxyprogesterone (170HP), and thyroid stimulating hormone (TSH)
were evaluated in order to exclude hyperprolactinemic, adrenal, and thyroid disorders,

respectively.


http://en.wikipedia.org/wiki/Non-steroidal_anti-inflammatory_drug
http://en.wikipedia.org/wiki/Non-steroidal_anti-inflammatory_drug
http://en.wikipedia.org/wiki/17-Hydroxyprogesterone
http://en.wikipedia.org/wiki/17-Hydroxyprogesterone
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Testosterone, follicle stimulating hormone (FSH), prolactin, 170HP, TSH, glucose, and
CRP levels were measured using Vitros (Johnson and Johnson®), according to the
manufacturer’s instructions. Insulin and 250HD levels were measured using Abbott
ARCHITECT®. sVCAM-1 and PAI-1 levels were evaluated using the Human sVCAM-1
Platinum ELISA from eBioscience®. PAI-1 ELISA was performed using Imubind® -
America Diagnostics Inc®, following the manufacturer's instructions. Oral glucose

tolerance test (OGTT) was performed only in PCOS group.

Venous blood was collected from all subjects into 5 mL EDTA tubes and submitted to
genomic DNA extraction using Biopur Genomic DNA Purification reagent kit
(Biometrix®). The PAI-1 polymorphism 4G/5G was investigated by PCR allele specific
using oligonucleotides as previously described '°. Three controls with different
genotypes (4G/4G, 5G/5G, and 4G/5G) were included in each set of analyzed samples
in order to evaluate PCR amplification. Samples were then analyzed by silver stained

acrylamide gel electrophoresis.

Statistical analyses

To evaluate normal distribution Shapiro-Wilk test was conducted. T-test was applied for
parametric variables to compare two groups and ANOVA to compare three groups.
Mann-Whitney test was used to compare two groups in non-parametric variables while
Kruskal Wallis followed by Bonferroni correction was applied to compare three groups.
Spearman correlation was tested in non-parametric variables and Pearson’s correlation
in parametric variables. Statistical significance was considered for p values lower than
0.05. A forward stepwise multivariate logistic regression analysis was applied to identify
the independent factors associated with PCOS among the variables with a p-value
<0.2 in a univariate analisis. It was included: BMI, LAP, CA, glycemia, HOMA-IR,
insulin, TC, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglycerides, testosterone, CRP, VCAM-1, PAI-
1, 250HD, and PAI-1 genotype Hosmer-Lemeshow Test was applied to evaluate the

adequacy of the multivariate model.

RESULTS
PCOS X CONTROLS

We first analyzed the contribution of various reproductive hormones, metabolic,

inflammatory, and anthropometric factors in PCOS and control groups.



51

PCOS patients showed significant alterations regarding hormonal (testosterone), lipid,
and carbohydrate (HOMA-IR and insulin) profiles. Moreover, this group presented
higher BMI, AC, and LAP when compared to the control group (Table 1).

Table 1: Clinical and biochemical variables comparing PCOS and control groups

. PCOS Controls
Variables p
n =63 n =63
BMI (kg/m?) 28.19 23.80 <0.001*
a a
(5.58) (3.68)
AC (cm) 96.38 76.04 <0.001*
(13.35) 2 (8.08)
59.15 15.49
LAP <0.001*
(81.19)"° (19.93)°
Glycemia (mg/dL) | 8831 85.57 0.704
(9.76) ® (7.45)°
HOMA-IR 3'58 1'7§ 0.004*
(2) )
Insulin (mUI/mL) 16.50 8.50 0.002*
(8.58)° (6.38) "
TC (mo/dL) 193.06 183.11 0.020*
(34.88) ° (31.33) 2
HDL-C (mg/dL) 44.06 58.54 <0.001*
(13.97)° (12.26) 2
LDL-C (mg/dL) 118.31 104.50 0.003*
(34.34)° (26.98) *
VLDL-C (mg/dL) 26.50 16.00 0.001*
(28)° (10)°
Triglycerides 133.50 79.50 0.001*
(mg/dL) (137)° @n’
Testosterone 49.64 33.53 <0.001*
(ng/dL) (40.35) ° (14.74)°
FSH (mUl/mL) 5.06 511 0.563
(1.40)° (2.99)°
CRP (mg/L) 2.90 4.00 0.354
(9.58) (2.00)
PAI-1 (ng/dL) 43.86 36.24 (27.96)° | 0.621
(41.57)°
250HD nG/mL 2585 22.85 0.113
(13.50) (29.40)
SVCAM-1 672.27 825.26 0.089
nG/mL (232.37) 2 (260.21)%

Body mass index (BMI), abdominal circumference (AC), homeostatic model assessment 1-insulin resistance (HOMA-
IR), total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), very
low density lipoprotein cholesterol (VLDL-C), lipid accumulation product (LAP), follicle stimulating hormone (FSH), C
reactive protein (CRP), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), 25-hydroxy vitamin D (250HD), and soluble vascular
cellular adhesion molecule 1 (sVCAM-1). ® = median standard deviation difference calculated with t-test; ® = median

interquartile range difference calculated with Mann-Whitney test. *Significance p < 0.05.
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No significant difference was observed when comparing PCOS and control group for
the inflammatory factors analyzed herein, even when the analyses were corrected for
BMI. sVCAM and 250HD also did not show significant difference between the groups
(Table 1). Although no significant difference in CRP levels was found between PCOS
and control group, a significant difference was observed when the levels were
categorized in two groups: (1) < 5 mg/L; (2) 2 5 mg/L (p = 0.008) with increased
frequency of higher CRP levels in PCOS women *.

To further investigate the association of familial history of cardiovascular diseases and
diabetes with PCOS development, we compared the frequencies of occurrence of
these clinical variables in both groups. Higher frequency of familial history of
cardiovascular diseases and diabetes was observed in the PCOS group (58% and
66.7% respectively), when compared to control group (42.0% and 33.3%; p = 0.002; <
0.001, respectively).

The comparison of LAP values between PCOS and control group showed no
significant difference when this analysis was conducted within a group of patients with
BMI < 25 kg/m2 (BMI1) (p = 0.110). However, a significant difference was observed
when LAP was compared between PCOS and control group with BMI > 25 kg/m2
(BMI2) (p = 0.017) (Figure 1).

p=0.017
500
400
300
200-L
200—
1754
150 p=0.110
125
100
75+

ié;LL%

PCOS BMIT Contred BMIT PCOS BMIZ Control BMIZ

LAP index

Figure 1: LAP values in PCOS and control group. Lipid accumulation product
(LAP), body mass index (BMI), BMI < 25 kg/m? (BMI1), BMI > 25 kg/m? (BMI2).

Median interquartile range difference calculated with Mann-Whitney test. *Significance p < 0.05.
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A significant difference was observed when comparing the allele (p = 0.032) and
genotypic (p = 0.045) frequencies in PAI-1 gene between PCOS and control group,
since PCOS group presented higher 4G allele and 4G/4G genotype frequencies when
compared with the control group (Table 2).

Table 2: Allele and genotype frequency in PCOS and control group for PAI-1 4G/5G

polymorphism

PAI-1 PCOS Controls p
Allele frequency (N)
0.51 (80 0.38 (61
4G (80) (61)
0.032*
0.49 (78 0.62 (97
G (78) (97)
Genotype frequency
0.32 (25 0.20 (16
4G/4G (3) (16)
0.38 (30) 0.37 (29)
4G/5G 0.045~
0.30 (24) 0.43 (34)
5G/5G

Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), Polycystic Ovary Syndrome (PCOS). Difference calculated with chi-square
test. *Significance p < 0.05.

Multivariate logistic regression showed that none of the analyzed variables presented

significant and independent association with PCOS (p > 0.05 for all variables).

PCOS GROUP

Facing the scarce information regarding the involvement of proinflammatory factors in
PCOS, we attempted to correlate these variables among themselves and with

metabolic and anthropometric parameters within the PCOS group.

PAI-1 levels showed significant positive correlation with LAP, glycemia, HOMA-IR,
OGTT, VLDL-C, triglycerides, and sVCAM-1 (Table 3). A positive correlation with BMI
(p =0.013; r =0.320) and AC (p = 0.006; r = 0.364) was also observed.
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Table 3: Correlation between PAI-1 levels and metabolic/hormonal variables

Variables r p
LAP 0.372 0.005
Glycemia 0.309 0.050
HOMA-IR 0.503 0.003
OGTT 0.362 0.039
VLDL-C 0.347 0.007
Triglycerides 0.360 0.005
sVCAM-1 0.329 0.010

Lipid accumulation product (LAP), homeostatic model assessment 1-insulin resistance (HOMA-IR), Oral
glucose tolerance test (OGTT), very low density lipoprotein (VLDL-C), soluble vascular cellular adhesion
molecule 1 (sVCAM-1). Correlation determined by Pearson test. Significant difference p < 0.05.

When PCOS women were classified according to BMI groups 1 to 3 (Figure 2A), a
significant difference between PAI-1 levels was found between the groups 1 (< 25
kg/m?) and 3 (> 30 kg/m? (p = 0.001). A significant difference between PAI-1 levels
and AC were also found for groups 1 (< 80 cm) and 3 (> 88cm) (Figure 2B; p = 0.006).

AS PCOS group showed higher frequency of increased CRP levels, higher BMI and
AC measurements when compared with the control group, we aimed to correlate these
factors with the other ones analyzed in this study. CRP levels were positively correlated
with AC (p = 0.02, r = 0.305), HOMA-IR (p = 0.030, r =0.384) and insulin (p = 0.001,
r = 0.573). When HDL-C was categorized in two groups: 1) HDL-C < 35 mg/dL, 2)
HDL-C = 35 mg/dL, a negative correlation was observed between HDL-C levels and
CRP levels (p = 0.050, p = - 0.256). BMI measurements were positively correlated with
CRP (p < 0.001, r = 0.444), AC (p < 0.001, r = 0.880), HOMA-IR (p = 0.013, r = 0.433)
and insulin (p = 0.001, r = 0.558). We observed a positive correlation between AC and
HOMA-IR (p = 0.045, r = 0.368) and AC and insulin levels (p = 0.006, r = 0.502).

We also evaluated the correlation between CRP, BMI and AC with TC, LDL-C, VDLD-
C, triglycerides, testosterone and FSH. However, no correlation was observed when

these variables were considered (p > 0.05).
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Figure 2. A - PAI-1 level distribution according to BMI in PCOS women. Body
mass index (BMI), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1). B - AC x PAI-1 levels.

Abdominal circumference (AC).

Median interquartile range difference calculated with Kruskal-Wallis test. Significant difference p < 0.05

A positive correlation was found between LAP and PAI-1 (r=0.372, p=0.005) and BMI
(r=0.332, p=0.012). A negative correlation was observed between LAP and HDL-C (r=-
0.323, p=0.014). A tendency for a positive correlation was found between LAP and
insulin (r=0.360, p=0.060).

Analysis concerning the relationship between sVCAM-1 levels and the other variables
revealed a statistical difference regarding the presence of familial history of
cardiovascular diseases (444.32 + 133.60 for those with no familial history, and 726.70
+ 289.29 for those with familial history, p = 0.036). This result was not found when PAI-
1 levels were compared with the presence of familial history of cardiovascular diseases
(p = 0.196).
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No statistical correlation between 250HD and sVCAM-1 levels was observed (p =
0.438). However, when 250HD levels were classified in two groups: (1) < 30 nG/mL;
(2) > 30 nG/mL %, a significant difference was demonstrated with higher sVCAM-1
levels in patients from group 1 (799.44 + 363.89 for patients in group 1, and 627.41 +
186.87 for patients in group 2; p = 0.020). No association was found when the same
analysis was applied for PAI-1 levels (p = 0.774).

Given the importance of PAI-I 4G/5G polymorphism in the control of PAI-I gene
expression, we next evaluated the genotype contribution to the levels of PAI-1 in PCOS

women.

Significant difference in PAI-1 levels was found between 4G/4G and 5G/5G genotypes
(p = 0.040) and higher PAI-1 levels were observed in 4G/4G group (Figure 3).
Significant difference was not observed when 4G/4G - 4G/5G and 4G/5G - 5G/5G

groups were compared.
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Figure 3: PAI-1 level distribution according to 4G/5G polymorphism in PCOS

women - Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)

Median interquartile range difference calculated with Kruskal-Wallis test. Significant difference p < 0.05

DISCUSSION

In this study, we searched for a correlation among an extensive list of factors

comprising reproductive hormones, as well as metabolic and inflammatory variables in
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an attempt to reveal their contribution to PCOS disease development. Moreover, we
genotyped 4G/5G polymorphism to correlate with the PAI-1 levels found in the PCOS
group and investigated the allele and genotype frequencies in PCOS and control

group.

We found higher insulin levels in the PCOS women when compared with the control
group. Although glucose levels were not significantly different between them, increased
HOMA-IR rates were observed in PCOS women. Taken together these data suggest
the presence of higher frequency of insulin resistance in this group. Several studies
have documented that fasting serum glucose levels may be normal in women with
PCOS, despite the presence of impaired glucose tolerance or DM2 #. A higher HOMA-
IR rate is thought to be the initial state of hyperinsulinemia amongst PCOS women . It
is known that insulin resistance is a risk factor for diabetes, hypertension, endothelial
dysfunction, and cardiovascular disease. The etiology of insulin resistance in PCOS is
not completely understood. Some molecular mechanisms have been suggested to
explain the origin of insulin resistance in PCOS including decreased content of GLUT4
glucose transporter and excessive phosphorylation of insulin receptor on serine

residues %,

Hormone analysis revealed a significant increase in the levels of testosterone in PCOS
women when compared with controls. This finding confirms the hyperandrogenic state
frequently observed in PCOS. Indeed, it is estimated that 60% to 80% of women with
PCOS have elevated circulating androgen levels #°. Studies performed both in vivo and
in vitro (in cultured human theca cells) indicate that ovarian theca cells in PCOS
women are more efficient at converting androgenic precursors to testosterone 2°.We
did not observe any difference between the two groups concerning FSH levels. In fact,

the literature is controversial about the levels of FSH in PCOS women 272,

Considering the lipid profile analysis, our results showed higher plasmatic levels of TC,
LDL-C, VLDL-C, and triglycerides in PCOS when compared with control group. On the
other hand, decreased levels of HDL-C were observed in the PCOS group. This
condition indicates a complete disturbance in PCOS lipid profile in these patients.
Approximately 70% of PCOS women exhibit an abnormal serum lipid profile *.Both
insulin resistance and hyperandrogenemia have been shown to contribute to this
atherogenic lipid profile in PCOS. High testosterone levels decrease lipoprotein lipase
activity in abdominal fat cells, and insulin resistance impairs the ability of insulin to

exert its antilipolytic effects. Although these abnormalities would be expected to
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increase the morbidity and mortality from coronary artery disease and other vascular

disorders in women with PCOS, this frequency has not yet been established *.

BMI measurements were significantly increased in PCOS patients when compared to
control group, indicating that these women present a proinflammatory condition and are
under greater cardiovascular risk. This suggestion is corroborated by the correlation
between BMI and CRP in the PCOS group observed in this study. Although obesity
itself is not considered the inciting event in the development of the syndrome, excess
adiposity can exacerbate the reproductive and metabolic complications *. Excess body
fat affects blood pressure, lipid profile, and platelet activation. Furthermore obesity
contributes substantially to the increased prevalence of insulin resistance, impaired

glucose tolerance, and DM2 in PCOS women *

. In fact, we observed a positive
correlation between BMI and insulin levels and HOMA-IR ratio when these variables
were evaluated in the PCOS group. Oh et al. (2010) ** showed that obesity might also
contribute to ovarian hyperandrogenism due to low-grade chronic inflammation through

secretion of adipokines such as leptin that exert direct effects on the ovary.

Obesity is particularly associated with visceral adiposity that is reflected by an elevated
AC commonly seen in PCOS patients **. We found considerably higher measurements
of AC in PCOS women when compared with controls. Moreover, the PCOS group
presented a positive correlation between AC and metabolic factors and between AC
and proinflammatory factors such as insulin, HOMA-IR ratio, and CRP. Thus, our data
adds support to previous reports indicating that abdominal adiposity may be associated

to insulin resistance and glucose intolerance * *

. It is thought that these complications
are due to the increase of free fatty acids and other adipocyte-derived factors which
affect insulin sensitivity in liver and muscle tissues . Cytokines such as tumor necrosis
factor and interleukin-6 are produced by macrophages as well as by adipocytes and act
directly on the liver, inducing the production of acute phase proteins such as CRP.
These cytokines also induce suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3), impairing
insulin signaling. SOCS-3 levels are elevated in obesity and represent a final common

pathway of obesity-associated resistance to insulin .

We observed a significant difference in LAP in the PCOS group when compared to
controls. However this difference was only observed in women with BMI > 25 kg/m?.
Moreover, when this variable was analyzed in the PCOS group a positive correlation
was found with VLDL-C, PAI-1 and a negative correlation with HDL-C. These data

suggest that LAP index is associated with an unfavorable lipid profile and
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proinflammatory condition mainly in overweight or obese women with PCOS. Although
no significant difference between LAP index and glucose metabolism was found, we
observed a tendency toward a positive correlation between LAP and insulin levels
indicating that this parameter might be associated with insulin resistance in this group.
Wiltgen et al. (2009) * showed that the LAP index is highly correlated with HOMA-IR
index in PCOS patients. The National Health and Nutrition Examination Survey
population in the USA involving 9,180 subjects *° concluded that LAP performed better
than BMI for identifying adults at cardiovascular risk. Hence, LAP is probably a better
predictor of the incidence of cardiovascular diseases * .Thus, LAP index should be
employed by health professionals as an efficient tool to precociously screen PCOS
women who are under greater risk to develop insulin resistance-related comorbidities,

including cardiovascular disease.

CRP levels were not significantly different between PCOS and control group.
Nevertheless, when CRP levels were correlated with other variables in the PCOS
group, a positive correlation was observed with HOMA-IR and insulin levels. These
findings indicate that CRP might be involved with insulin resistance. Besides, HDL-C
levels presented a negative correlation with CRP. It is known that PCOS women may
have an increase in subclinical atherosclerotic disease, as suggested by greater carotid

intimamedia thickness and higher levels of coronary calcifications **.

Regarding PAI-1 analysis, we did not find any significant difference in PAI-1 levels
between PCOS patients and controls. However, when comparing PAI-1 with other
parameters in the PCOS group a positive correlation was identified with glycemia,
HOMA-IR, OGTT, VLDL-C, and triglycerides. The present study was the first in which a
positive correlation between PAI-1 and sVCAM-1 was observed. These findings
suggest that increases in PAI-1 levels are associated with insulin resistance, lipid
profile alterations, and a proinflammatory condition in PCOS. Evidence supports the
view that insulin plays a role in the elevation of PAI-1, as hyperinsulinemic DM2
patients often display reduced fibrinolysis. Furthermore, increased levels of both
triglycerides and free fatty acids are associated with obesity and insulin resistance, and

stimulate PAI-1 expression in adipocytes *'.

PAI-1 levels in PCOS women positively correlated with BMI. When PCOS women were
classified in BMI groups 1 to 3, a significant difference between PAI-1 levels was found
with groups 1 and 3. These data suggest that PCOS obese women present higher

levels of the PAI-1 when compared with lean PCOS patients. AC obeys the same
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pattern when analyzed in the PCOS group, indicating that abdominal fat may affect
PAI-1 level in this group. The knowledge that obesity directly contributes to adipose
PAI-1 expression has recently gained considerable attention. In addition, clinical
studies have demonstrated that weight loss due to surgical treatment, diet, etc.,
significantly reduced plasma PAI-1 levels in obese humans *.

The main PAI-1 polymorphism is a common single pair insertion (5G) / deletion (4G)
polymorphism, 675 bp upstream from the start of transcription of PAI-1 gene. It has
been shown that the variant 4G is associated with higher plasmatic PAI-1 levels ***°.
Thus, we genotyped 4G/5G polymorphism to investigate the allele and genotype
frequencies in PCOS and control group and to correlate with the PAI-1 levels found in
the PCOS group. A significant difference was found comparing allele and genotype
frequencies between PCOS and control group. Moreover, PCOS women with 4G/4G
genotype had higher PAI-1 levels than those with 5G/5G genotype. This finding
suggests that 4G/4G PCOS women have increased cardiovascular risk and increased
thrombogenic tendency. In fact, some studies have demonstrated that 4G allele is

involved in increased cardiovascular risk**°,

We found a correlation between sVCAM-1 and familial history of cardiovascular
disease. Although the role of heredity in PCOS remains unclear, these data suggest
those PCOS women who present this history might have increased risk to develop
atherosclerotic events initiated by endothelial activation. We did not observe any
difference when evaluating plasmatic sSVCAM-1 levels between PCOS and controls.
This finding is different from that reported by Seow et al. (2012) ** who found increased
SVCAM-1 gene expression in PBMC cell from PCOS. Future studies to further
understand the involvement of sVCAM-1 with hyperglycemia, dyslipidemia, insulin

resistance, and endothelial function in PCOS women will be enlightening.

Many studies have reported an association between deficiency of 250HD levels and
insulin resistance, ovulatory and menstrual irregularities, lower pregnancy success,
hirsutism, hyperandrogenism, metabolic syndrome features, and obesity ** “¢“®
Association between 250HD and oxidative stress, inflammation, and endothelial
activation is well known ** *° In turn, these events lead to an increase in sVCAM-1
release ®. In this study we found, for the first time, a negative correlation between
250HD and sVCAM-1 levels in PCOS, suggesting that higher 250HD levels present

an anti-inflammatory effect in PCOS women.
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The present study did not observe any significant and independent association
between PCOS development and the variables BMI, LAP, AC, glycemia, HOMA-IR,
insulin, TC, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglycerides, testosterone, CRP, VCAM-1, PAI-
1, 250HD, and PAI-1 genotype in a multivariate logistic regression. This finding
corroborates the fact that PCOS is a complex disease in which both metabolic and
hormonal alterations concur for the disease phenotype, although the exact mechanism

explaining its development remains unclear *.

A sample of 158 healthy or PCOS women was analyzed in the present study and is
therefore, to our knowledge, the largest sample studied so far regarding these
variables. Still, further research involving more subjects should be conducted to confirm
these results and search for possible correlations between factors which were not

observable under the current sample size.

Taken together, our results suggest that increased insulin resistance and inflammatory
processes could be associated with cardiovascular disorders in PCOS. We also add
evidence to support that analysis of LAP index may be a useful tool to help health
workers to evaluate these risks. Further, our study expands the current knowledge
about the metabolic, hormonal, and inflammatory complications in PCOS in which PAI-
1, CRP, sVCAM-1, and 250HD seem to be good biomarkers to evaluate the disease

prognosis.
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ABSTRACT

The Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is commonly associated with
hypernadrogenism. Hyperandrogenism in women leads to several clinical features
such as hirsutism and metabolic syndrome and, consequently, increased risk for
cardiovascular diseases. This study aimed to evaluate the correlation between clinical
hyperandrogenism assessed by modified Ferriman-Gallwey (F-G) score and metabolic
parameters in PCOS women. Fifty PCOS subjects were included. Detailed information
about body mass index (BMI) and abdominal circumference (AC) were obtained from
each subject. (F-G) score was applied to assess hirsutism through visual method.
Insulin, glucose and testosterone were measured. A positive correlation was observed
between F-G score with BMI, AC and insulin. No correlation between testosterone and
F-G score was found. Obesity, mainly abdominal adipose tissue, and insulin resistance
correlate with hyperandrogenism in PCOS women, analyzed by F-G score. F-G score
could be a better than testosterone measurement to evaluate hyperandrogenism and

cardiovascular risk in PCOS women.

Keywords: Polycystic Ovary Syndrome, Ferriman-Gallwey score, hirsutism, insulin,

obesity.
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INTRODUCTION

The Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a heterogenic condition that affects four to
eight percent of women in reproductive age. It is the most common endocrinopathy and
one of the main causes of infertility in this group (1). PCOS is characterized by the
presence of cronic olygo or anovulation and polycystic ovary morphology. Besides
infertility, the disease is also associated with other obstetric manifestations and

hypernadrogenism (2).

The hyperandrogenism in women leads to clinical features of varied intensity, including
early puberty, acne, alopecia, seborrhea, menstrual dysfunction, metabolic syndrome,
psychological disorders, virilization and hirsutism (3). Simple laboratory measurement
of total and free testosterone, dehydroepiandrosterone sulfate, and androstenedione
identifies about half of the patients with hyperandrogenism (4).

Hirsutism represents a primary clinical indicator of hyperandrogenism (5) and is defined
as the presence of excess body or facial terminal hair growth in females in a male-like
pattern, as a result of androgen excess or increased sensitivity of hair follicle to normal
levels of androgen (6). The modified Ferriman-Gallwey (F-G) scoreis used to
determine the severity of hirsutism by assessing the extent of hair growth in nine key

anatomical sites (7).

The intensity and extension of these clinical manifestations depend on several factors
and there is no strict correlation between the intensity of clinical conditions and
biochemical alterations (3). Thus, clinical evaluation of hyperandrogenism is
recommended to identify the hyperandrogenic women with no alterations in androgen

levels detected by current laboratory assays.

Metabolic disorders are found in patients with PCOS, mainly insulin resistance and
compensatory hyperinsulinemia, increased risk for glucose intolerance, diabetes
mellitus 2, metabolic syndrome, and development of cardiovascular diseases (8).
Furthermore, obesity is a common feature of PCOS women of whom 38 to 88%
present overweight or obesity (9, 10). There is a close correlation between adiposity
and clinical severity in PCOS women, and even smallest reductions in weight generally
leads to significant improvements in menstrual regularity, fertility and hyperandrogenic

features (9). Therefore, adipose tissue plays an important role in the development and
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maintenance of PCOS and influences the severity of both its clinical and endocrine
features (11).

Therefore, in this study, we aimed to correlate clinical defined hyperandrogenism

assessed by modified F-G score and metabolic variables in PCOS women.

MATERIALS AND METHODS

Ethics

The study was approved by our local Ethical Committee — Comité de Etica em
Pesquisa from Universidade Federal de Minas Gerais. Informed consent was obtained

from all participants after a full explanation of the study.
Subjects

This study included 50 PCOS subjects who were recruited at Hospital Borges da Costa
at Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil.

The criteria for PCOS were established according to the Rotterdam ESHRE/ASRM-
sponsored PCOS consensus (12). Exclusion criteria included diabetes mellitus 1 or 2,
auto-immune diseases, kidney disease, cancer, acute inflammatory disease, congenital
adrenal hyperplasia, Cushing Syndrome, androgen secretor tumors, thyroid
pathologies, hyperprolactinemic diseases, hypo or hypergonadothrophic hypogonadism
and pregnant subjects. Subjects under treatment with the following medicines were
also excluded: steroids, isotretinoin, cyclosporine, antiretroviral, anti-inflammatory,

insulin, metformin and oral contraceptive.

Detailed information about body mass index (BMI) and abdominal circumference (AC)
were obtained from each subject. In order to assess hirsutism, modified F-G score (7)
was applied through visual method. The density of terminal hairs at upper lip, chin,
chest, upper back, lower back, upper abdomen, lower abdomen, upper arms and
thighs was visually scored on a scale of zero to four in which zero indicates no terminal
hair growth and four indicates full male-pattern hair growth. Total score was calculated.

A single examiner scored all subjects to avoid bias in the classification.
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Sample collection and laboratory determinations

A serum sample was collected from all subjects which was centrifuged at 2.500 rpm for
20 min for separation. Insulin was measured in Abbott ARCHITECT® in a
chemiluminescent assay. Glucose and testosterone were measured using Vitros, by
Johnson and Johnson® (New Brunswick/USA), and insulin using Abbott ARCHITECT®

(Chigaco/USA), according to the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed in SPSS 13.0 software. In order to evaluate
normal distribution, Shapiro-Wilk test was conducted. Spearman correlation was tested
in non parametric variables and Pearson’s correlation in parametric variables. A 0.05 p

value was considered significant.

RESULTS

We evaluated a total of 50 PCOS patients with mean age of 31 (5) years old. The
majority of the patients were overweight (19/50 — 38%) or obese (19/50 — 38%),
considering IMC 25 to 30 kg/m? and > 30 kg/m?, respectively. Only 12 women (12/50 —
24%) present IMC < 25 kg/m?®. Regarding the AC, 12 patients had AC < 88 cm (24%)
and 38 showed AC > 88cm (76%). The range of Ferriman-Gallwey score was 0 to 30.
The biochemical variables evaluated are presented in Table 1.



Table 1: Clinical and biochemical characteristics of PCOS women.

VARIABLE

Mean or median

Age (range)

31+5 (14-42)

BMI (range) 28.9+5.3 (18.3-40.0)
AC (range) 96.0+13.5 (65.0-142.0)
F-G score (range) 11+7 (0-30)

Fasting glucose 87.1+9.7

Insulin 11.7; 8.6*
Testosterone 58.0+37.1

Values represented as mean + standard deviation (parametric variables).
*Median and interquartile range (non parametric variables). Body mass

index (BMI), abdominal circumference (AC).
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F-G score was correlated with each anthropometric and biochemical variables in PCOS

women. A positive correlation was observed with BMI (p=0.035; r=0.302), AC
(p=0.009, r=0.367) and insulin (p=0.010, r=0.477) (Figure 1). No linear correlation
between fasting glucose (p=0.654, r=0.084), testosterone (p=0.218, r=0.194) and F-G

score was found.
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Figure 1 - Scatterplot showing
correlation between Ferriman-
Gallwey modified score (x axis)
and BMI (A), AC (B) and Insulin
(C) (y axis). Body mass index
(BMI), abdominal circumference

(AC). Pearson and Sperman test.
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DISCUSSION

Many studies have been performed in order to characterize variables linked to
hirsutism in women. Although testosterone is the hormone most commonly evaluated
in this condition, some PCOS hirsute women do not present elevated testosterone
levels as measured by routine laboratory methods (6). Indeed, we did not observe a
correlation between testosterone levels and F-G score, indicating that testosterone

levels may not be as sensitive as clinical evaluation to estimate hyperandrogenism.

In contrast, a positive correlation between F-G score versus BMI and F-G score versus
AC was observed, suggesting that obesity and abdominal adiposity correlate with
higher hirsutism grade in PCOS women. In fact, obesity per se represents a condition
of sex hormone imbalance in women. Levels of the sex hormone-binding globulin tend
to linearly decrease as body fat increases, and this may lead to an increased fraction of
free androgens delivered to target sensitive tissues (13). This may particularly occur in
the presence of the abdominal phenotype of obesity in which fat abdominal tissue is
characterized by specific hormonal and metabolic activities. On the other hand, this
type of adipose tissue might increase metabolic syndrome development risk (14).
Women with central fat tissue distribution generally have lower sex hormone-binding
globulin levels when compared with age- and weight-matched controls with peripheral
obesity. Furthermore, women with abdominal obesity have higher testosterone and
dihydrotestosterone levels than those with peripheral obesity, which may exceed their
metabolic clearance rates (15). Increased production rate is also observed even for
androgens not bound to sex hormone-binding globulin, such as androstenedione and
dehydroepiandrosterone (16). Therefore, the abdominal phenotype of obesity can be

defined as a condition of relative functional hyperandrogenic state.

Fasting glucose did not show correlation with F-G score, as expected, since diabetic
women were excluded of this study. However, insulin levels showed a significant and
positive correlation with F-G score. This finding suggests that increases in insulin
levels, which are associated to insulin resistance as commonly seen in PCOS women;
with hirsutism. The clinical and/or biochemical signs of androgen excess in PCOS
result from increased synthesis and release of ovarian androgens. Insulin and LH
increase synergistically with androgen production. Insulin resistance leads to
hyperinsulinaemic condition, reducing SHBG and raising free circulating testosterone
(17). Both animal and human models demonstrated the associations between serum

testosterone and insulin resistance or metabolic syndrome/diabetes mellitus 2/PCOS
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risk in women (18). In addition, hyperinsulemia increases the production of ovarian
androgen and insulin growth factors | (IGF-I) and Il in liver (19). The direct effect of
insulin and IGF-I is the increase in 17-hydroxylase activity in ovaries leading to
androgen hyperproduction, manly androstenendione, testosterone and 17-
hydroxyprogesterone (testosterone precursor) (20). Besides, IGF-1 inhibits aromatase
which prevents the conversion of testosterone in estrogens and, indirectly, insulin
seems to increases LH action in ovaries (21). Hyperinsulinemia also decreases the
liver production of SHBG and insulin growth factor binding protein — 1 (the last, the
protein which transports IGF-1), contributing to an increased activity of free
testosterone and IGF-1, respectively, in target cells (22).

This study analyzed, for the first time, the correlation of F-G score and metabolic
features of PCOS associated with insulin resistance and cardiovascular risk. Taken
together, our results suggest that F-G score may be a better parameter to evaluate
hyperandrogenism and cardiovascular risk in PCOS women. Furthermore, weight loss
and insulin resistance control may impact hyperandrogenism status in PCOS women,
contributing to better quality of life and preventing further possible complications of this
disease. Still, further studies should be conducted to confirm these results in a larger

sample and potentially find other clinically relevant correlations in PCOS.
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e Niveis elevados de PAI-1, sVCAM-1, PCR e niveis diminuidos de vitamina D estédo
associados com um estado inflamatério crénico em mulheres com SOP e, juntamente
com o indice LAP, podem predizer o risco cardiovascular e resisténcia a insulina neste
grupo.

e O alelo 4G e o gendtipo 4G/4G no gene do PAI-1 estdo associados ao
desenvolvimento da SOP.

e A escala de Ferriman-Gallwey correlacionou-se positivamente com IMC, CA e niveis
de insulina, sendo um marcador promissor para avaliar resisténcia a insulina e risco

cardiovascular em mulheres com SOP.
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8.1 - Anexo 1 - Fichaclinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE FARMACIA

DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

FICHA CLINICA

Projeto de Pesquisa “O PAPEL DAS CITOCINAS E OS PARAMETROS BIOQUIMICOS NA
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS”

| — IDENTIFICACAO:

1. Nome:

2. Data de nascimento: / / Naturalidade:

3. Endereco:

4 Telefone:

5. Data da entrevista/coleta de sangue: / /

6.Jejum:

Il - DADOS DEMOGRAFICOS:

1.Sexo: ( )M ( )F

2. Estado Civil: ( ) solteiro ( ) casado ( )viuvo ( ) separado ( ) divorciado
3.Tabagista: ( ) Nado ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em meédia:

4. Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou a quanto tempo:

5. Etilista: ( ) Nao ( ) Sim Qual bebida: Quantidade/dia:

6. Ex-etilista: ( ) Ndo ( ) Sim Parou a quanto tempo:

7. Doencas:
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() Hipertenséo arterial () Insuficiéncia cardiaca () Arritmia

() Doencga coronariana () Asma, enfisema () Doenca renal
() Doencga hepética ( ) Doenca hematolégica () Tromboses

() Neoplasias () Hipotireoidismo ( ) Diabetes
() Angina Outras:

8. Cirurgias prévias:

9. Atividade fisica regular? ( ) Nao () Sim : Qual modalidade:

Frequéncia semanal: Duracao dos exercicios:

10. Diagnostico de dislipidemia prévia: ( ) Ndo ( ) Sim Qual:

Tempo de diagndéstico: Medicamento em uso e doses:

11. Outros medicamentos em uso e dose:

12. Faz uso de anticoncepcional? ( ) Nado ( ) Sim H& quanto tempo:
13. Numero de gestacdes: Intercorréncias na gestagdo? ( )sim ( ) nédo

14. Apresenta infertilidade? ( ) sim ( ) ndo

Il - HISTORIA FAMILIAR:

1. Etnia: () Caucasiano () Mestico - mulato, pardo ( ) Negro ()indio () Asiatico
2. Pai, mde ou filhos tem/tinha alguma doenca? ( ) Nao ( ) Sim
(Qual? )

3. Existe alguma doenca presente em mais de uma pessoa de sua familia (incluindo

tios, tias, primos, avés, sobrinhos) () Ndo ( ) Sim (Qual e membros afetados?
)

IV- AVALIACAO METABOLICA INICIAL:

Peso: Altura:
IMC: Circunferéncia abdominal:
Pressao Artéria: Medida do quadril:

Outras alteracdes ao exame:

Acantose nigrans () sim ( ) ndo



Hirsutismo ( )sim () nao

Tireodide ( )normal ( ) alterada

V- CRITERIOS SOP

() Oligo/amenorréia ou Anovulacao
() Hiperandrogenismo clinico ou laboratorial

() Ultra-som evidenciando ovarios micropolicisticos

VI - EXAMES RECENTES:

Glicemia de jejum:

HOMA -IR

Insulina

GPD

CT:

HDL:

LDL:

VLDL:

TG:

10- Testosterona total:

11- 17 OH progesterona

12-FSH
13-TSH
14- PRL
15- Outros

99



100

8.2 - Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

/A

‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

N

FACULDADE DE FARMACIA

DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa “O PAPEL DAS CITOCINAS E OS PARAMETROS BIOQUIMICOS NA
SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS”

Prezado(a) Senhor(a) ou responsavel,

A pesquisa que vocé esta sendo convidado a participar como voluntario (a) € um
estudo cientifico que tem o objetivo de detectar algumas alteracdes genéticas em
citocinas relacionadas a sindrome dos ovarios policisticos. O beneficio que vocé
receberd sera através da possibilidade de conhecimento da presenca de possiveis
alteracdes genéticas e suas implicagfes, importantes para que o clinico possa planejar
melhor o tratamento adequado e possa investigar também a sua familia com relagéo a
esta alteracdo. Os individuos participantes serdo selecionados no Hospital das
Clinicas, em Belo Horizonte. Nesta pesquisa, cada participante deve participar de uma
Unica entrevista e responder a um questionario, que sera aplicado pela equipe da
pesquisa, e deve doar uma Unica amostra de sangue, na qual seréo realizados varios
exames laboratoriais gratuitos cujos resultados serdo encaminhados para o seu
médico. A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncao,
representado, principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena
gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e formacdo de um pequeno
hematoma. Para minimizar este risco, a coleta de sangue sera realizada no préprio
Hospital das Clinicas, por um profissional treinado, com capacidade técnica e
experiéncia que estara atento e tomara todas as providéncias necessarias. Na coleta
de 16 mL de sangue sera utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e

tubos a vacuo).
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O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em
segredo e privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu
tratamento ou na assisténcia recebida pelo seu médico.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato, por
telefone, com as pessoas responsaveis pela mesma, cujos nhomes estao relacionados

a seguir.

Profa. Dra. Marinez de Oliveira Sousa — Tel: (31) 34996896 / 93061124.

Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

Profa. Dra. Karina Braga Gomes Borges — Tel: (31) 84820894

Coordenadora do Projeto, Professora de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

Mirelle Oliveira Soter —Tel. (35) 91350572

Aluna de Doutorado do Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmécia da UFMG.

Agradecemos pela sua valiosa participacao!

PARTICIPANTE

Como patrticipante deste projeto de pesquisa, declaro estar de acordo com os objetivos
propostos no mesmo, bem como doar uma amostra de sangue para a realizagdo dos

exames laboratoriais.

Nome:

Documento de Identificacéo: ou
responsavel:

Data: / /

Assinatura do pesquisador

Data:
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9 — Adendos
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9.1 - Adendo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa - COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0379.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Marinez de Oliveira Sousa
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de setembro de 2011, apds atendidas as solicitacdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "O papel das citocinas e os
parametros bioquimicos na sindrome de ovarios policisticos" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa M:q?sl\ér;rél

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepl@prpg.ufimg.br
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9.2 — Adendo 2 — Carta de submisséao artigo 1

Dear Dr Karina Gomes

Thank wvou for submitting 'PAI-1, CRP, sVCAM-1, 250HD, and LAP index as predictors of insulin resistance and cardiovascular
risk in Polycystic Ovary Syndrome women' to Clinical Endocrinology.

Your paper iz now bkeing processed. You can keep track of

the progress of yvour manuscript through its review by

logging into your author centre at http://mc.manuscriptcentral.comfcen

We will also write to you again as soon as your paper has

been peer reviewed.

Please mention the manuscript number in all future
correspondence or when calling the office with gquestions.
If there are any corrections to yvour street address or
e-mail address, please let us know.

Please note that we cannot publish your paper until we hawve received an Authors Declaration form, Conflict of Interest
form and a signed Copyright Transfer Agreement or COnline OCpen form.

Yours sincerely

Clinical Endocrinology Editorial Office
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9.3 - Adendo 3 - Carta de submisséao artigo 2

From: susana.benedetfgu.ase

Date: Mon, 19 Nowv 2012 04:29:49 -0500 (EST)

Subject: RActa Obstetricia et Gynecologica Scandinavica (ROGS) -
Manuscript ID AOG3-12-0831

To: karinabgblgmail.com

19-Now-2012
Dear Dr Gomes:

Tour manuscript entitled "Ferriman - Gallwev score correlates with
cbesity and insulin lewvels in women with Polycystic Ovary Svndrome™
has been successfullv submitted online and is presently bkeing given
full consideration for publication in Acta Obstetricia et Gynecoclogica
Scandinavica (RAOGI).

Your manuscript ID is RAOES5-12-0831.

Please menticn the above manuscript ID in all future correspondence or
when calling the cffice for qguesticns. If there are any changes in
your street address or e-mail address, please log in to Manuscript
Central at http://mc.manuscriptcentral.com/acgs and edit your user
information as appropriate.

¥You can alsc view the status of yvour manuscript at any time by
checking your Author Center after logging in to
http://mc.manuscripteentral . comfacds

Thank vou for submitting your manuscript to Acta Obstetricia et
Gynecologica Scandinavica (ADGS).

Sincerely,
Lecta Cbkstetricia et Gynecclogica Scandinavica (ROGS) Editorial Office
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certificamos que
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9.5 - Adendo 5 - Certificado de apresentacéo do trabalho 2

certificamos que

MIRELLE OLIVEIRA SOTER
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) Congresso Brasileiro
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