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RESUMO

Acredita-se que uma disfuncdo no tecido adiposo desempenhe um importante papel na
etiopatogenia da Sindrome dos Ovérios Policisticos (PCOS- Polycystic Ovary Syndrome). Os
peptideos natriuréticos sdo hormonios liberados pelas células cardiacas com funcgdes de
manutengdo da homeostase cardiovascular e reconhecida atividade no metabolismo do tecido
adiposo. Estudos prévios demonstraram a reducdo dos seus niveis na obesidade e no diabetes.
Material e Métodos: Realizamos um estudo transversal com 40 pacientes diagnosticadas como
portadoras da PCOS segundo os critérios de Rotterdam e com 36 mulheres controle pareadas
por idade e IMC. Foram realizados os exames séricos relacionados ao perfil metabdlico,
dosados os niveis séricos da adiponectina, do peptideo natriurético atrial (ANP) e do peptideo
cerebral natriurético (BNP) em ambos os grupos. Calculou-se o homeostasis model
assessment insulin resistance index (HOMA-IR) e o Lipid Accumulation Product (LAP). As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prisma v4.0. Na comparacao
entre 0s grupos utilizaram-se os testes t de Student, Mann-Whitney, Correlacdo de Pearson e
de Spearman, conforme a indicacdo. O resultado foi considerado significativo quando p
<0,05.

Resultados: Os valores relativos ao perfil metabdlico- insulina, glicemia, HDL e triglicérides-
bem como os resultados do LAP e do HOMA-IR néo se diferiram entre os grupos (p>0,05). O
LDL colesterol apresentou-se mais elevado no grupo com PCOS (168,5 + 33,7 vs 147,1 +
30,32 mg/dl, p<0,05). Os niveis do ANP e da adiponectina apresentaram-se reduzidos no
grupo da PCOS em relacdo ao grupo controle ( p<0,0001 e p=0,0143, respectivamente). Os
valores das dosagens de BNP néo diferiram entre os dois grupos (p=0,979). Niveis séricos do
ANP apresentaram fraca correlacdo com aqueles da adiponectina e do BNP na anélise geral
(r= 0,35 e p= 0,006, r=0,26 e p=0,040, respectivamente) mas ndo na analise dos grupos
separadamente . N&o houve correlacdo entre os niveis do ANP com o0s parametros
metabolicos e com os indices HOMA-IR e LAP.

Conclusdo: Pacientes portadoras de PCOS apresentam niveis séricos de ANP e adiponectina
reduzidos em relacdo a controles pareados por idade e IMC especulando-se uma possivel
contribuicdo desses horménios na patogénese dessa sindrome.

Palavras-Chave: Sindrome dos Ovarios Policisticos, Peptideo Natriurético Atrial,
Adiponectina

10



1. INTRODUCAO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (PCOS) é uma das endocrinopatias mais comuns
em seres humanos acometendo entre 6 e 10% da populacdo feminina em idade reprodutiva
(1). Foi descrita, inicialmente, em 1935 por Stein e Leventhal, ao observarem uma associa¢ao
entre amenorréia, hirsutismo, obesidade e ovarios aumentados de volume, com aspecto
policistico (2). Atualmente, diversos critérios diagndsticos tém sido adotados (Tabela 1),

gerando uma heterogeneidade nos fen6tipos dessa sindrome (3).

Tabela 1. Critérios diagnosticos para a sindrome dos ovarios policisticos
segundo os Consensos do NIH, Rotterdam e AE-PCOS Society’

NIH Rotterdam® AES-PCOS Socielyt
Presenca de dois Presenca de dois dos Presenca de dois
critérios: trés critérios: critérios:
Disfuncdo menstrual Disfuncdo menstrual Disfuncao menstrual

g/ou ovarios policisticos

Hiperandrogenemia Hiperandrogenemia Hiperandrogenemia
e/ou hiperandrogenismo  e/ou hiperandrogenismo  &/ou hiperandrogenismo

Ovarios policisticos
(Extraido da referéncia 4)

Os sintomas da PCOS usualmente se iniciam na menarca, mas podem ocorrer anos
apos esse periodo como resultado da acdo de modificadores ambientais como ganho de peso e
sedentarismo (5). As portadoras da PCOS apresentam graus variados de hiperandrogenemia
que se manifestam através de sinais clinicos de hirsutismo, acne e alopécia de padrdo
masculino (6). A presenca de anovulacdo crbnica, caracterizada por oligomenorréia (menos
que oito menstruacGes por ano) ou amenorréia (auséncia de menstruacdo por periodo superior
a 3 meses), também constitui achado frequente e é causa importante de infertilidade nestas
pacientes (7). Finalmente, a identificacdo ecogréfica das alteracBes na arquitetura ovariana

acrescentou novas caracteristicas a essa endocrinopatia. A presenca de 12 ou mais foliculos
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medindo entre 2-9 mm de diametro ou volume ovariano aumentado(>10ml) sdo as
caracteristicas utilizadas na definicdo do critério ultrassonografico da PCOS (7).

Existe uma forte associacdo entre a PCOS e 0 excesso de peso, sendo descrita uma
prevaléncia de até 75% de obesidade em portadoras dessa sindrome (6). Observa-se um
acumulo preferencial de gordura visceral na PCOS, refletindo em um aumento da
circunferéncia abdominal, que se associa a hiperandrogenemia, a resisténcia insulinica (IR-
insulin resistance), a intolerancia a glicose e a dislipidemia observadas nessa sindrome (6,8).

Diversas hipdteses tém sido elaboradas para esclarecimento da etiopatogenia da
PCOS, destacando-se a teoria da presenca de um ambiente hiperandrogénico determinante na
distribuicdo da gordura corporal e favorecedor do acimulo de gordura no tecido visceral (9).
Essa concentracdo de gordura em regido abdominal seria um fator desencadeador da IR
presente nesse grupo de mulheres. Entretanto, outros fatores etioldgicos, além do excesso de
peso, podem contribuir para o surgimento da IR na PCOS (10-11).

O peptideo natriurético atrial (ANP) é um hormonio sintetizado pelas células
miocardicas em resposta a distensdo atrial observada em situacdes de sobrecarga de volume
cardiaco. Possui acdes cardioprotetoras como vasodilatacdo, natriurese e inibicdo do sistema
nervoso simpatico e do eixo renina-angiotensina-aldosterona (12). A identificacdo da
expressdao de seus receptores no tecido adiposo humano (13) foi um fato de extrema
relevancia e desde entdo, diversos estudos tém demonstrado seu efeito como agente mediador
da lipdlise (14-16).

Desde a constatacdo de sua importante atividade lipolitica, diversos estudos, avaliando
o0s peptideos natriuréticos (NP- Natriuretic Peptides) em populacdo obesa, tém sido realizados.
O maior deles, um estudo de coorte com participantes da sexta geracdo do Framingham Heart
Study, identificou uma relacdo inversa entre os niveis circulantes destes horménios e a

obesidade (17,18) bem como um efeito aditivo do diabetes na reducdo dos NP. Em outro
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estudo, Khan e colaboradores demonstraram que a redugdo dos NP esta mais relacionada a
presenca de IR do que a obesidade, tendo em vista que os individuos obesos sem IR nédo
apresentaram niveis reduzidos desses hormonios (19).

Considerando que a etiopatogenia da PCOS estd relacionada a IR e que os NPs
apresentam-se reduzidos na IR, o presente estudo, avaliando os niveis de ANP na PCOS, é
uma contribuicdo para a compreensdo dos possiveis mecanismos de associacdo entre essa

sindrome e a IR.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome dos Ovérios Policisticos

2.1.1 Definicoes:

A PCOS foi descrita inicialmente por Stein e Leventhal em 1935, ao observarem uma
associagdo entre amenorréia, hirsutismo, obesidade e ovérios de aspecto anatdmico alterado,
com aumento de volume, espessamento capsular, multiplos cistos e estroma denso e
hipertréfico (2).

Posteriormente, com a heterogeneidade das caracteristicas clinicas associadas a esta
entidade e com a introducdo de novas técnicas de investigacdo, 0 que antes era um
diagndstico baseado apenas em aspectos clinicos e anatdmicos passou a incorporar critérios
bioquimicos e ultrassonograficos (4). Dessa maneira, apesar da evolugcdo dos exames
propedéuticos ter trazido maiores possibilidades para investigacdo e pesquisa dessa sindrome,
tornou-se mais dificil definir os critérios que fossem universalmente aceitos para o
diagnostico da PCOS.

Com a intengdo de se solucionar esse problema, diversas reunides de consenso tém
sido realizadas por especialistas e estudiosos da area. A primeira delas, elaborada pelo
National Institute of Child Health and Human Disease (NIH) do U.S. National Institutes of
Health (1), em 1990, concluiu que dentre os critérios maiores para definicdo da PCOS,
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deverdo ser incluidos, em ordem de importancia: 1) Hiperandrogenismo e/ou
hiperandrogenemia 2) Oligo-ovulacdo e 3) exclusdo de outras desordens conhecidas
associadas ao hiperandrogenismo. Este consenso definiu a PCOS como uma manifestacéo de
um estado de anovulacdo cronica hiperandrogénica resultando em disfuncdo menstrual e
excesso de androgénios ao exame clinico (hiperandrogenismo) e/ou ao exame laboratorial
(hiperandrogenemia).

A segunda reunido de consenso, realizada pela European Society for Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) e pela American Society for Reproductive
Medicine, em Rotterdam, no ano de 2003 (20), recomendou que o diagnéstico da PCOS fosse
realizado quando pelo menos duas das seguintes caracteristicas estivessem presentes :

1) oligo-e/ou anovulacéo, 2) sinais clinicos e/ou bioquimicos de hiperandrogenismo ,

3) ovérios policisticos ao ultrassom. Essa orientacdo também considerou que outras situacdes
caracterizadas pelo excesso de androgénio fossem excluidas antes de se fazer o diagnostico da
PCOS.

Incluindo a apresentacdo dos ovarios policisticos a ecografia como um critério
diagnostico, o consenso de Rotterdam reconheceu mais quatro fendtipos para a PCOS (3)

(tabela 2).

Tabela 2. Todos os fenétipos possiveis baseado na preseng¢a ou auséncia de
oligoanovulagéo, hiperandrogenemia, hirsutismo e ovarios policisticos

Potential phenotypes
Features

A B € D E F G H I J K L M N 0
Hyperandrogenemia + O+ o+ o+ - -+ - -+ - -
Hirsutism + o+ - L L L -+ -
Oligoanovulation + o+ o+ + + - - + - -
Palycystic ovaries + -+ -+ -+ 4 +o- - -
NIH 1990 criteria Y L
Rotterdam 2003 eriteria  /  /  / / / /L
AES 2006 criteria N N N

+, Presence; —, ahsence.

(Extraido da referéncia 3)
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Esta definicdo fez surgir questdes controversas e ndo resolvidas com implicacdes no
diagnostico clinico e no delineamento das pesquisas atuais e futuras em PCOS. O
reconhecimento de alguns fenétipos ndo carreadores do hiperandrogenismo resultou em
discordancia entre aqueles que consideravam esse achado fundamental no desenvolvimento
futuro de doencas enddcrino-metabdlicas, risco comum em portadoras da PCOS, e 0s que
pretendiam ampliar a populacéo de pacientes com o diagnéstico desta sindrome.

O posicionamento oficial da The Androgen Excess and PCOS Society (AE-PCOS
Society), em 2006 (3), recomendou, baseado em evidéncias cientificas, que o consenso do
NIH seja adotado com algumas modificacdes, levando-se em conta as observacdes realizadas
na conferéncia de Rotterdam em 2003. Este consenso definiu que para se ter um diagnéstico
de PCOS,sdo necessarios dois dos seguintes critérios: 1- oligo e/ou anovula¢do ou ovarios
policisticos a ultrassonografia 2- Hiperandrogenismo clinico ou hiperandrogenemia.

Essencialmente a AE-PCOS Society considerou que essa sindrome seja definida por
todos aqueles fendtipos que potencialmente apresentem um risco aumentado para IR e,
consequentemente, para doencas cardiometabolicas (3).

O mais recente consenso realizado em Amsterdam, em 2010, sumarizou 0s conceitos
atuais e identificou lacunas no conhecimento dos diversos aspectos da salde das mulheres
com a PCOS (21). Foram abordadas questdes referentes as diversas situacdes associadas a
essa sindrome e realizadas recomendacdes para 0 manejo clinico individualizado dessas
pacientes e para a elaboracdo de novos estudos nessa area de pesquisa.

2.1.2 Fisiopatologia:

A heterogeneidade da PCOS pode refletir multiplos mecanismos fisiopatoldgicos desta
doenca. Tradicionalmente considera-se que este estado resulte de um ciclo vicioso onde uma
excessiva producdo de androgénios pelo tecido ovariano e/ou pela adrenal favoreca uma

redistribuicdo da gordura corporal aumentando o acumulo do tecido adiposo em regido
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abdominal (6,9). A obesidade central predispde a resisténcia insulinica que, por sua vez,
estimula a producdo de androgénios pelo tecido ovariano (células da teca responsivas a
hiperinsulinemia) fechando, portanto, este ciclo vicioso. Além disso, varias outras teorias tém
sido descritas para se esclarecer 0 mecanismo desencadeador desta sindrome. A principio
todas elas séo plausiveis e podem associar-se na patogénese de um distdrbio em comum, a
producdo excessiva de androgénios e a anovulagéo:

2.1.2.1) Resisténcia Insulinica:

A resisténcia insulinica € definida como uma resposta bioldgica menor do que a
esperada para uma dada concentracdo de insulina. H& varios mecanismos determinantes da
resisténcia insulinica dos quais destacam-se resisténcia periférica tecidual, clearance hepatico
reduzido e sensibilidade pancreatica aumentada em condicdes basais e reduzida apds as
refeicbes (22).

Estudos com técnica do clamp euglicémico indicaram que a resisténcia insulinica é
uma manifestacdo comum em pacientes portadoras da PCOS tanto em obesas quanto em nédo
obesas (23,24). Além desta sensibilidade reduzida a insulina, pacientes com PCOS
apresentam disfungdo secretoria nas células [ pancreaticas. A secrecdo insulinica esta
aumentada em condi¢des basais e reduzida apos as refei¢cbes resultando em quantidade
insuficiente de insulina para compensar a resisténcia insulinica ja existente. Estudos
demonstraram que a perda de peso pode melhorar o quadro de resisténcia insulinica mas o
defeito das células B pancreaticas permanece, sugerindo que este seja um problema primario
da PCOS.(25).

Outro potente mecanismo de resisténcia insulinica atingindo aproximadamente 50%
das portadoras da PCOS parece estar relacionada a excessiva fosforilagdo, pela serina, de
receptores de insulina inibindo a sinalizacéo da insulina e aumentando a atividade enzimatica

da P450c17, responsavel pela sintese de androgénios pelos ovarios pela adrenal (26).
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Book e Dunaif (27), realizando um estudo com fibroblastos cultivados de pele de
mulheres com e sem PCOS, lancaram a hipotese da existéncia de um defeito pos receptor
nesse ultimo grupo que afetaria a sinalizacdo da via metabolica sem comprometer a via
mitogénica de acdo da insulina.

Hiperinsulinemia compensatoria a resisténcia insulinica € um achado frequente na
PCOS e o fendmeno responsavel pelo aumento da secrecdo ovariana de androgénios pelas
células da teca. A insulina atua diretamente nos ovarios, aumentando a acdo do hormonio
luteinizante (LH- Luteinizing Hormone) através da estimulacdo de receptores de insulina e de
fatores de crescimento insulina simile ovarianos e, indiretamente, aumentando a amplitude
dos pulsos séricos de LH (22).

Outros dois importantes mecanismos de acdo da hiperinsulinemia resultantes em
hiperandrogenismo sdo a inibicdo da producdo hepatica de Globulina Ligadora de
Hormdnios Sexuais (SHBG) e inibicdo da producdo hepatica da proteina ligadora do fator de
crescimento insulina simile tipo 1 (IGFBPB-1) que resultam em aumento da concentracdo de
androgénios e estrogénios e de Fator de Crescimento Insulina Simile tipo | (IGF 1)
respectivamente (28,29) .

Entretanto a hiperinsulinemia, por si, ndo é suficiente para a expressdo da PCOS. E
possivel que a IR e distarbios reprodutivos reflitam defeitos genéticos separados e que a IR
“desmascare” a sindrome em pacientes geneticamente susceptiveis (30,31).
2.1.2.2) Disfun¢do neuroenddcrina:

Aumento da secre¢do basal de LH sob estimulo do GnRH é caracteristica importante
da PCOS.(32,33) Este fenbmeno tem sido descrito como sendo a anormalidade priméria da
PCOS classica e como a causa do hiperandrogenismo. Niveis elevados de LH sao
parcialmente decorrentes do aumento da sensibilidade hipofisaria ao estimulo do GnRH

resultando em um aumento da amplitude e da frequéncia dos pulsos de LH. O aumento da
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concentracdo plasmatica de LH e da relacdo GnRH/LH nédo se deve somente aos baixos
niveis de progesterona em decorréncia da anovulacdo mas reflete uma insensibilidade
hipotaldmica intrinseca a inibi¢do do estrogénio/ progesterona na liberacdo do GnRH (34).
2.1.2.3) Defeito Ovariano:

Grande numero de autores propuseram um modelo alternativo para PCOS em que uma
anormalidade na regulacdo enzimatica da esteroidogénese pelas células da teca , com aumento
na produ¢do da 17a-hidroxiprogesterona e androstenediona em resposta ao LH, seria o
mecanismo desencadeador desta sindrome. Esta alteracdo envolve, principalmente, a
atividade da enzima P450c17. (35,36)
2.1.2.4) Papel das Gonadotrofinas e dos Fatores de Crescimento:

Diversos peptideos controlam a foliculogénese e esteroidogénese através de
mecanismos autocrinos, paracrinos e endocrinos. A estimulacdo da sintese de androgénios
pelo LH parece estar aumentada por fatores como inibina e reguladas para baixo (down-
reguladas) por fatores como ativina, fator de crescimento epidermal (EGF), fator
transformador do crescimento a (TGFa) e fator transformador do crescimento B (TGF B).
Fatores de crescimento modulam a funcdo ovariana induzida pelas gonadotrofinas. Os fatores
de crescimento insulina simile (IGF) estimulam a mitose ovariana, inibem a apoptose e
aumentam a esteroidogénese. Pacientes com PCOS apresentam fluido folicular com padréo de
expressdo de IGF semelhante ao de foliculos atrésicos , achado condizente com atividade de
IGF reduzida (37,38). O hormdnio de crescimento (GH- Growth Hormone) parece estar
envolvido na génese e manutengdo do estado de anovulagdo crdnica hiperandrogénica e na
morfologia de ovarios policisticos, pelo menos no subgrupo de pacientes magras com PCOS
(39). A acdo do GH sobre os fatores de crescimento e suas proteinas ligantes é similar a da
insulina.

2.1.2.5) Metabolismo periférico do Cortisol Aumentado:
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Um aumento da producdo de androgénio pela adrenal é observada em 25% das
portadoras de PCOS (40,41). Um aumento do metabolismo periférico do cortisol por maior
atividade da enzima 5 o redutase e consequente inativacdo do cortisol (42,43) ou atividade
deficiente da 11B-hydroxysteroid dehydrogenase (11BHSD) com conseqliente regeneracdo
deficiente do cortisol (44) resultam em producdo compensatéria aumentada de hormonio
adrenocorticotropico (ACTH- Adrenocorticotrofic Hormone). Isto ocorre devido a reducdo da
retroalimentacdo (feedback) negativa a producdo de ACTH, com conseqliente manutencéo
dos niveis séricos de cortisol, a despeito do excesso de androgénio adrenal.

2.1.3 Genética:

A hiperandrogenemia parece ser 0 achado dominante em parentes de primeiro grau de
mulheres portadoras da PCOS (45,46). A distribuicdo dos niveis de testosterona é bimodal,
sugerindo uma caracteristica monogénica controlada por dois alelos hum locus autossémico
(47). Legro et al. (48) também identificaram uma associacdo entre resisténcia insulinica e
hiperandrogenemia em vez de irregularidade menstrual em irméas de mulheres com PCOS.

Experimentos em cultura de células da teca revelaram a existéncia de genes que
codificam enzimas esteroidogénicas como loci candidatos a etiologia da PCOS. (49,50). Um
polimorfismo — uma repeticdo de pentanucleotideos- foi identificada como regido promotora
do CYP11la. Evidéncias tem sido encontradas da associacao e ligacdo de variantes do locus
CYP1la com hiperandrogenismo em mullheres portadoras de PCOS (51). Embora seja
improvavel que essa seja a causa exclusiva da PCOS, variacdo neste locus pode contribuir
para 0 excesso da producéo de androgenos, apoiando a visdo de que hd uma anormalidade da
funcdo ovariana geneticamente determinada. E possivel que o funcionamento anormal da
célula da teca seja a consequéncia do desenvolvimento folicular ovariano alterado. Portanto, o
padrdo de heranca da PCOS sugere um componente genético porem 0s genes candidatos

ainda estéo por ser identificados.
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Mulheres anovulatérias com PCOS sao relativamente hiperinsulinémicas e possuem
maior resisténcia insulinica que mulheres controle pareadas pelo peso (Dunaif 1997). As
causas desta anormalidade metabodlica permanecem incertas mas incluem uma anormalidade
intrinseca no sinal da insulina pos receptor (excessiva fosforilagdo pela serina) e secrecéao
insulinica alterada (25, Dunaif 1997,Eisner et al. 2002). A pergunta chave € se esta
caracteristica representa um defeito primario na via de sinalizacdo da insulina (ou na célula)
ou se reflete um ambiente androgénico anormal.

Trés artigos identificaram polimorfismo em genes envolvidos na secrecdo de insulina
e no seu receptor em portadoras da PCOS (Waterworth et al. 1997,47 , Tucci et al.2001).

Por outro lado, Holte et al.(25) observaram que a reducéo de peso em mulheres obesas
com PCOS melhora significativamente a sensibilidade a insulina, evidenciando que o indice
de sensibilidade & insulina pos dieta, apos reducdo da adiposidade abdominal, foi
normalizado, comparado com os valores em individuos controles pareados pelo peso. Este
achado suporta a hipétese que a distribuicdo da gordura corporal é o maior determinante da
sensibilidade a insulina na PCOS e que ele seja fortemente influenciado pelo ambiente
hormonal, especialmente durante a vida pré natal e a puberdade.

A hipétese mais defendida (54), atualmente, é a de que o ambiente endécrino (em
particular a hiperandrogenemia) durante o desenvolvimento (especialmente durante a vida pré
natal e a puberdade) tenha um efeito determinante na distribuicdo da gordura corporal com a
tendéncia a adiposidade abdominal predispondo a resisténcia insulinica.

2.2 Resisténcia Insulinica e PCOS

Apesar da obesidade per se ndo ser o principal condutor da PCOS, é possivel que uma
disfuncéo do tecido adiposo, existente nas pacientes com PCOS, desempenhe um importante
papel na IR e, portanto, na fisiopatologia da PCOS e da Sindrome Metabolica a ela associada

(55).
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O tecido adiposo € um 0Orgdo endocrinologicamente ativo produtor de indmeros
peptideos, notavelmente as adipocinas (das quais incluem as citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, hormoénios neuralmente ativos entre outros), lipidios e esteroides.(10) As
adipocinas exercem seu papel de maneira autocrina e paracrina, no proprio tecido adiposo, e
via endocrina, atuando em outros tecidos e 6rgaos como o musculo esquelético, cortex adrenal
e 0 sistema nervoso simpatico e central. Estas moléculas protéicas modulam inumeras acdes,
dentre as quais, a atividade insulinica e os processos inflamatorios subclinicos presentes na
sindrome metabdlica (56-59). Adiponectina, peptideo natriurético atrial, leptina, resistina e
fator de necrose tumoral alfa sdo alguns exemplos de adipocinas com efeitos hormonais
(8,10).

A adiponectina € uma proteina de 244 aminoacidos secretada predominantemente pelo
tecido adiposo (adipocina). Este horménio desempenha sua funcéo favorecendo uma maior
sensibilidade a acdo da insulina e reduzindo o estado pro- inflamatério encontrado nas
doencas metabdlicas (60). Ele atua através de dois mecanismos basicos: reduzindo a producéo
hepatica da glicose e aumentando a acdo da insulina no figado (60). Niveis séricos de
adiponectina alterados estdo associados a patogénese da IR relacionada a obesidade, ao
diabetes e ao risco cardiovascular. (60,61). Adipocitos isolados de mulheres com PCOS
expressam baixos niveis de RNAm de adiponectina em relacdo as pacientes nao portadoras
desta sindrome.

2.3. Peptideos Natriuréticos:

2.3.1 Definigdes:

A familia dos peptideos natriuréticos consiste em pelo menos quatro peptideos: atrial,
cerebral, tipo C e peptideo natriurético dendroapis (ANP, BNP, CNP e DNP
respectivamente). Estes dividem uma estrutura comum que consiste em um anel de 17

aminoacidos unidos por pontes dissulfito intracelular necessarias para sua atividade
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natriurética e diurética (62) (Figl). Cada peptideo é codificado por um gene distinto e sua

expressao varia entre os tecidos.

Figura 1- Sequéncia dos aminoacidos e estrutura dos peptideos natriuréticos biologicamente
ativos peptideo natriurético atrial (ANP) e peptideo natriurético tipo C (CNP)- Os membros da
familia dos peptideos natriuréticos apresentam uma estrutura comum que consiste em um anel
de 17 aminoacidos unidos por pontes dissulfito intracelular necessarias para sua atividade
natriurética e diurética.

CNP é altamente homologo ao ANP mas perde a cauda carboxi-terminal. ( Extraido da referéncia
62)

Os NP exercem um papel importante na regulagé@o dos sistemas cardiovascular, renal e
endocrino através de suas propriedades diuréticas, vasodilatadoras e anti-mitogénicas (12,62).
Recentes estudos demonstraram sua importancia no metabolismo lipidico através da
regulacao da lipolise (14-16).

O ANP foi identificado em 1981 por De Bold e colaboradores (63) que demonstraram

a inducéo da diurese e natriurese em ratos apds a administracdo de extrato atrial. Este achado
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inédito transformou os conhecimentos da comunidade cientifica que passou a entender melhor
a fisiologia cardiaca e reconhecer que o coracdo ndo é apenas uma bomba mecanica mas um
orgéo endaocrino.

O ANP € um peptideo de 28 aminoacidos que € sintetizado, estocado e liberado pelo
tecido cardiaco atrial em resposta ao estresse mecanico ou estimulo neuroendocrino (al-
adrenergic stimulation and endothelin-1) (64,65). Este hormo6nio também € identificado no
pulmdo, cérebro, adrenal, rim trato gastrointestinal e timo, mas sua maior expressao €
constatada no tecido cardiaco atrial.

O ANP ¢é sintetizado a partir de um grande precursor, um peptideo de 151
aminoacidos, conhecido como prepro-ANP (66). Esse precursor, que contém uma sequéncia
final de 25 aminoéacidos, é clivado e passa a ser composto de 126 aminoacidos. O pro-
horménio de 126 aminoacidos (proANP) é armazenado em granulos nos cardiomiocitos
atriais. Ao ser secretado, o pro-ANP sofre um processo proteolitico liberando, em quantidades
iguais, um fragmento da porcdo aminoterminal de 98-aminoacidos (ANP 1- 98), bem como
um fragmento carboxiterminal de 28-aminoacidos (ANP 99-126) que é a principal forma ativa
do peptideo (12). Por essa razdo, a dosagem do fragmento de ANP com 98 aminoéacidos pode
ser usada como estimativa da liberacdo do (ANP 99-126) pelo coracéo, ja que o ANP (1-98)
tem meia-vida aproximadamente 10 vezes maior no plasma que o ANP ativo. Ambas as
formas circulam no plasma e estdo aumentadas na insuficiéncia cardiaca. (67,68) A expressao
do ANP nos ventriculos desaparece apds a vida fetal e é extremamente reduzida em adultos
saudaveis (1% dos niveis do RNA mensageiro do ANP) (12). Porém diversas doencas
cardiovasculares associam-se a expressao rapida e sustentavel nos niveis do ANP ventricular
conseqliente ao aumento da pressdo ou da sobrecarga ventricular (69-71). O ANP exerce um
importante papel na manutencdo da funcédo cardiaca e renal através da reducdo da sobrecarga

de volume no sistema cardiovascular. Ele promove vasodilatagdo, natriurese e diurese (72,73)
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bem como possui efeito antagdnico ao sistema renina-angiotensina-aldosterona e ao sistema
simpatico (74). A intensidade do seu efeito é controlada pelo balanco entre a sua sintese e sua
degradacéo. (12)

O BNP originalmente identificado no cérebro de porcos € intensamente expresso no
ventriculo cardiaco humano. O BNP também e sintetizado inicialmente como preproBNP, um
precursor de 134 aminoacidos. Este é clivado e o sinal peptidico com 26 aminoacidos é
removido, dando origem ao proBNP com 108 aminoacidos (66). O proBNP é entdo
fragmentado e libera a forma ativa do BNP, uma molécula com 32 aminoacidos (BNP-32) e
um fragmento da porcdo aminoterminal (NT-ProBNP). O proBNP é expresso pelos
ventriculos e o BNP ¢é secretado através do seio coronariano (75). A expressdo do gene do
BNP é rapidamente ativada em cardiomiocitos em resposta ao estresse na parede cardiaca
(76). A concentracdo fisiologica do BNP € baixa e aumenta com a idade, sendo mais alta em
mulheres (77). Uma sobrecarga crbnica de volume e/ou pressdo aumenta a expressao
ventricular dos genes do ANP e, de modo mais pronunciado, do BNP.

O CNP é um peptideo de 22 aminoacidos (Fig. 1) que foi inicialmente descrito no
cérebro de porcos e atualmente € conhecido como produto da sintese do endotélio vascular
(78-81). A clivagem do seu precursor produz fragmentos de 22 e 53 aminoacidos (82). O
fragmento de 22 aminoéacidos ¢é considerado ativo e o outro fragmento possui acdo ainda nao
compreendida (83).

O CNP exerce acdo vasodilatadora direta através da interferéncia no ténus vascular
controlado pelo tecido muscular liso de artérias e veias. Diferentemente do ANP, que possui
uma funcdo enddcrina, o CNP exerce predominantemente uma agdo autdcrina/ paracrina, ja
que seus niveis séricos sdo quase que indetectaveis (84). O CNP é também o peptideo
natriurético mais altamente expresso no sistema nervoso central de porcos e humanos (85-87),

o principal peptideo natriurético presente no fluido cerebroespinhal e 0 mais ativo na captacéo
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e liberacdo de norepinefrina no hipotdlamo de ratos (88). Apesar de possuir estrutura
homologa ao ANP — um anel de 17 aminoacidos unidos por pontes dissulfito- o CNP perde
uma regido carboxi-terminal que é uma extensao do anel, resultando no enfraquecimento de
sua atividade diurética e natriurética em relacdo a dos demais membros da sua familia (89,
90). Além do importante papel na regulacdo do tbnus vascular, este peptideo previne a
proliferacdo do tecido muscular liso, o recrutamento leucocitario e a agregacdo plaquetaria
vascular. Consequentemente, 0 CNP exerce um potente efeito anti-aterogénico assim como o0
oxido nitrico e a prostaciclina (91).

O DNP foi identificado no veneno da serpente africana da espécie Dendroaspis
angusticeps e sua imunoreatividade tem sido descrita no plasma humano (92). Estudos
experimentais com administracdo deste peptideo em cées demonstraram seu efeito na
regulacao do volume sanguineo e na funcao renal. Acredita-se que ele se origine do atrio (12).
2.3.2 Receptores dos peptideos natriuréticos:

Ha trés subtipos de receptores dos peptideos natriuréticos (NPR): receptor de peptideo
natriurético tipo A (NPR-A), receptor de peptideo natriurético tipo B (NPR-B), receptor de
peptideo natriurético tipo C (NPR-C) (93-95). O NPR-A possui maior afinidade para o ANP
que para os demais peptideos natriuréticos. O NPR-B apresenta maior afinidade para o CNP
enguanto o NPR-C apresenta alta afinidade para todos peptideos natriuréticos (95-97).

Os NPR-A e NPR-B séo receptores do tipo transmembrana e membros da familia da
guanilato-ciclase (GC) (98,99). Estruturalmente, o receptor da familia da GC apresenta um
dominio transmembrana Gnico, composto por um dominio de ligacdo na regido extracelular,
um pequeno eixo hidrofébico e um dominio com homologia a quinase e uma atividade GC
intrinseca na regido intracitoplasmatica (Fig 2). A funcdo do NPR depende do estado de

fosforilagédo do dominio com homologia a quinase (100,101).
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Figura 2- Representacao esquematica dos receptores dos peptideos natriuréticos. O dominio
ligante extracelular, o dominio proteina quinase like e o dominio guanilato ciclase (GC) dos
receptores do peptideo natriurético tipo A(NPR-A) e tipo B (NPR-B) possuem 44, 62 e 88% de
homologia, respectivamente. Diferente dos NPR-A e NPR-B, o receptor NPR-C é constituido de
um dominio de ligagao extracelular e uma cauda de 37 aminoacidos. O dominio extracelular do
NPR-C é 30% semelhante ao

NPR-A e ao NPR-B. The NPR-C é acoplado a inibi¢ao da adenilato ciclase (AC) que é mediada
pela subunidade a da proteina regulatéria guanina nucleotideo (Gi) e a estimulagao da
fosfolipase C (PLC) mediada pela subunidade By da mesma proteina Gi. (Extraido da referéncia

O ligante acoplado ao receptor induz alteracdes conformacionais, ativacdo da GC que

converte Guanosina 5’ trifosfato (GTP) em Guanosina 3°, 5’-monofosfato ciclica (GMPc), o

segundo mensageiro intracelular. Este segundo mensageiro ativa diversos alvos a jusante

incluindo GMPc-dependente quinase (CGK), fosfodiesterases (PDE) e o canal fechado de

nucleotideo ciclico (GNC). Em varios tipos de células, GMPc regula positiva ou

negativamente a concentracdo de AMPc através da modulacdo da atividade da PDE como no

pulméo, adrenais e plaquetas (102).

A atividade da GC é rapidamente regulada para baixo ( downregulated) quando o

dominio de homologia a quinase é desfosforilado (103). Esse estado de dessensibilizacdo se
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segue ou a exposicdo cronica ao NP ou a agentes vasoconstritores como a angiotensina Il, a
endotelina e a vasopressina (104).

O NPR-A, que possui a maior afinidade para o ANP e o0 BNP, é expresso pela células
da musculatura lisa vascular, glandula adrenal, rins, coracdo, baco e cerebro(105), utero e
tubas uterinas (106). Seu RNA mensageiro foi identificado no tecido adiposo subcutaneo e
visceral.

O NPR-B tem maior afinidade pelo CNP em relagdo aos demais peptideos e seus
niveis sdo mais abundantes nos fibroblastos cardiacos, células mesangiais e no trato urogenital
(107).

O NPR-C ndo é um integrante da familia guanilato ciclase. Ele promove o clearance
dos peptideos natriuréticos da circulacdo pela sua capacidade de internaliza-los para,
posteriormente, serem degradados por enzimas lisossomicas (108). Estudos recentes
demonstraram que estes efeitos ocorrem pelo menos nos rins e pulmdes e que, em outros
tecidos, como nos acinos pancreaticos, glandula submandibular, midcitos atriais e
ventriculares e tecido muscular liso do trato gastrintrestinal (109) e vascular (110), este
receptor relaciona-se com o processo de sinalizacdo associado a respostas fisioldgicas. Nestes
tecidos, 0 NPR associa-se a inibicdo da adenilato ciclase e a ativacdo da fosfolipase C, o que
nos faz compreender a acdo dos peptideos natriuréticos ndo mediada pelo GMPc (111-115).
Ao contrario do NPR-A e NPR-B, o NPR-C, que representa mais de 95% dos receptores dos peptideo
natriuréticos expressos em tecidos, ndo é acoplado a GMPc [116,117]. Apesar do dominio
extracelular do receptor de NPR-C ser 30% idéntico ao NPR-A e ao NPR-B, o dominio intracelular é
composto por apenas 37 aminoacidos. O RNA mensageiro do receptor tipo C foi identificado em
varios tecidos como nos rins e no tecido adiposo. Animais com deficiéncia genética do NPR-
C apresentam anormalidades esqueléticas e sdo propensos a hipotensdo em decorréncia de

atraso no metabolismo do NP plasmatico circulante (118).
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A demonstracdo da expressdo génica do receptor do peptideo natriurético no tecido
adiposo sugeriu uma possivel acdo metabolica deste hormdnio (119). Um crescente nivel de
evidéncia tem demonstrado que estas proteinas exercem um efeito lipolitico diferente ao
daquele exercido pelas catecolaminas, bem como ao daquele inibido pela insulina (12) . O
ANP, particularmente, € o agente lipolitico mais potente dentre os demais peptideos
pertencentes a este grupo. Este papel tornou-se evidente tanto em estudos com tecido adiposo

humano quanto em pesquisas com células adiposas isoladas, in vitro (14).

2.4 Lipdlise:
2.4.1. Definicdes:

As células adiposas sdo compostas por uma propor¢do de mais de 95% de triglicérides.
O fendmeno da lipolise consiste na hidrolise de uma molécula de triglicerideo em uma
molécula de glicerol e trés moléculas de &cidos graxos (Fig3) Entretanto, a liberacdo destes
produtos da lipdlise ndo ocorre numa fracdo de 3:1 ja que alguns acidos graxos Sao re-
utilizados pelas células adiposas na producao de novos triglicérides (120). Além de servirem
de substrato energético, os acidos graxos, ligados a albumina e transportados na circulacéo,
interferem na atividade e na producéo insulinica e no metabolismo da glicose.

O processo de lipdlise € catalizado por pelo menos trés enzimas (121). A lipase
hormonio sensivel é responsavel pela hidrdlise dos triglicérides em diglicérides e destes em
monoglicerideos. Corresponde a enzima de maior importancia ja que é a Unica sujeita a
regulacdo hormonal. A lipase monoglicerideo cataliza a quebra do substrato de mesmo nome

em acidos graxos e glicerol. Uma terceira enzima, recentemente
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Figura 3- Regulagao da lipélise nos adipdcitos. § 1,2,3- receptores adrenérgicos beta 1,2,3; a2A-
receptor adrenérgico a2A; Gis- proteina G inibitéria(i) ou estimulatéria(s); AC-adenilato ciclase;
cAMP- AMP ciclico; cGMP- GMP ciclico; NPRA- receptor de peptideo natriurético A; GC-
guanilato ciclase, PKG- proteina quinase dependente de cGMP; PKA- proteina quinase A; TNFa-
fator de necrose tumoral alfa; P44/42 e JNK- vias MAP quinases; TNFR I- receptor | do TNFaq;
ATGL- lipase de triglicérides especifica do tecido adiposo; HSL- lipase horménio sensivel; MGL-
lipase de monoglicérides; TG-triglicérides; DG- diglicérides, MG-monoglicérides; FA-acidos
graxos; IR- receptor de insulina; IRS 1,2- substratos 1 e 2 do receptor de insulina; PI3K- fosfatidil
inositol 3 quinase; PDE3-fosfodiesterase 3. (Extraido da referéncia 122 )

descoberta, a triglicerideo lipase adipdcito especifica, cataliza os triglicérides em diglicerides .

Enquanto que em roedores a lipdlise é regulada por diversos horménios, inclusive o
ANP, no ser humano, apenas trés substancias com funcdo endocrina controlam este
fendmeno: as catecolaminas, 0s peptideos natriuréticos e a insulina. Os horménios do
crescimento, a longo prazo, também tém apresentado efeitos facilitadores a lipdlise em

humanos.
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Os adipdcitos e as células vasculares do estroma do tecido adiposo também produzem
substancias com acgdo autdcrina no processo da lipolise. Destacam-se neste ultimo grupo as
prostaglandinas, adenosina e as citocinas (122).

Até recentemente, as catecolaminas eram consideradas as Unicas responsaveis pela
lipolise no ser humano (122). Estes hormonios se ligam a receptores [ adrenérgicos na
membrana dos adipocitos que, se ligam a proteina Gs e formam um complexo ativador da
adenilato ciclase, aumentando a producdo de AMP ciclico. O AMP ciclico ativa a proteina
kinase A levando a fosforilacdo da lipase hormonio sensivel (HSL) e a hidrolise dos
triglicérides. O ser humano possui, além dos trés receptores  adrenérgicos ativos nas células
adiposas, receptores adrenérgicos o, que se ligam a proteina G; inativando a adenilato ciclase.
Em geral a via de estimulo dos receptores  adrenérgicos predomina sobre a via inibitoria dos
receptores oy.

A insulina é um potente inibidor da lipdlise (123). Este hormonio se liga a receptores
especificos nas células adiposas induzindo a fosforilacdo da tirosina e, portanto, ativando 0s
seus receptores. Isto resulta na interacdo com proteinas denominadas substrato do receptor de
insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2) . Essas moléculas protéicas ativam o complexo fosfatidil
inositol 3-quinase resultando na fosforilacdo e, portanto, na ativacdo da enzima
fosfodiesterase 3 A que, por sua vez, cataliza a quebra do AMP ciclico no correspondente
inativo 5 AMP. Consequentemente, a proteina quinase A e, portanto, a HSL sd8o menos
ativadas.

O tecido adiposo produz prostaglandinas e adenosinas, também inibidores da lipdlise.
Estas moléculas se ligam a seus receptores especificos nas células adiposas que, por sua vez,
se ligam a proteina G; e inibem a lipolise da mesma forma que os receptores adrenérgicos o,

Entretanto o papel das prostaglandinas e adenosinas no processo da lipélise é menor.
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Citocinas, particularmente Fator de Necrose Tumoral a (TNF a), sdo reguladores
importantes da atividade lipolitica basal (124,125). Essas proteinas de acdo paracrina
estimulam as MAP quinases (p44/42 e JNK) resultando na fosforilacéo e reducdo da producao
de uma proteina denominada perilipina. Essa proteina envolve as goticulas de gordura
protegendo-as da hidrolise pela HSL. Quando a perilipina é fosforilada ou seus niveis
reduzem, seu mecanismo de protecdo da hidrolise das gorduras pela HSL é reduzido.

Recentemente descobriu-se que os peptideos natriuréticos (NPs) possuem potente acéo
lipolitica em seres humanos (14-16). Esta acéo lipolitica é mediada NPR-A que ativa a GC na
producdo do GMPc. Esse ultimo ativa a producdo da proteina quinase dependente de GMP
levando fosforilacdo da HSL. A regulacdo dos NP neste processo ainda é objeto de estudos.
Especula-se que os NPs estejam envolvidos no aumento da lipélise do tecido adiposo em
pacientes com caquexia onde 0s seus niveis séricos estdo aumentados (128).

2.4.2 VariacOes Regionais na Lipolise:

Em condi¢des normais, a maioria do tecido adiposo localiza-se em area subcutanea
porém também existem importantes depositos de gordura em regido intra abdominal e
perirenal (122). O tecido adiposo intra-abdominal ou visceral é drenado pelo sistema porto-
hepatico e os demais depdsitos de gordura sdo drenados pelo sistema venoso periférico.
Existem diferencas importantes na lipolise do tecido adiposo visceral e do subcutaneo. O
efeito lipolitico induzido pelas catecolaminas é mais pronunciado no tecido adiposo intra-
abdominal que no subcutaneo devido a diferengas no sinal de transducdo dos receptores
adrenérgicos. O efeito anti-lipolitico da insulina € muito mais pronunciado no tecido adiposo
subcutaneo que no visceral, o que se deve , em parte, a menor afinidade do receptor de
insulina na regido abdominal. .

Estas variagdes regionais na lipdlise estdo pronunciadas na obesidade e na PCOS e sdo

importantes fatores de risco para dislipidemia, hiperinsulinemia e intolerancia a glicose.
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Na obesidade, a maior produ¢do de TNF a pelo tecido adiposo correlaciona-se com
um aumento da atividade lipolitica no tecido visceral por ativacdo das MAP quinases. Sob
acdo das catecolaminas, observa-se uma reducdo da lipélise no tecido subcutaneo e um
aumento da lipolise na gordura visceral nestas pacientes. Estas variacOes resultam na
liberacdo de acidos graxos livres para o sistema porta resultando em graus variados de
resisténcia insulinica.

Em pacientes portadoras da PCOS, adipdcitos e fibroblastos apresentam reducéo na
lipolise, mediada pelas catecolaminas, no tecido adiposo subcutaneo e aumento na lipolise,
mediada por este hormonio, no tecido adiposo visceral (126). Estas alteracfes resultam em
uma redistribuicdo da mobilizacdo dos acidos graxos em situacGes de estresse, favorecendo o
tecido visceral e podem explicar algumas das anormalidades metabolicas encontradas nesta
sindrome. Multiplos defeitos na lipolise mediada pelas catecolaminas tem sido descrito em
adipécitos de mulheres com a PCOS incluindo niveis
reduzidos de receptores adrenérgicos 32, da subunidade RII B da proteina quinase dependente
de AMP (PKA) e da proteina que compde a lipase hormdnio sensivel (126)

Um estudo realizado com obesas portadoras de PCOS (126) demonstrou melhora da
resisténcia a lipolise induzida pelas catecolaminas apo6s a reducdo do peso. O mesmo nao
aconteceu com o mesmo grupo de mulheres que fizeram uso de contraceptivos hormonais
orais, sugerindo que fatores diversos do hiperandrogenismo estariam envolvidos na
modulacéo da lip6lise

Recente pesquisa (126) envolvendo pacientes obesas portadoras de PCOS evidenciou
através de avaliagdo in vitro e in vivo que a lipolise basal e a induzida por ANP e
Isoproterenol, um agonista [ adrenérgico, estavam consideravelmente reduzidas nesta
populacdo. A atividade fisica reverteu parcialmente esta condicdo, independente das

modificagdes no peso e nos hormonios sexuais.
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2.5 ANP e IR:

Tem sido demonstrado que os niveis de NPs sdo inversamente proporcionais ao indice
de massa corporal em diversas condicGes clinicas como hipertensdo arterial e insuficiéncia
cardiaca. Em um estudo realizado com mais de trés mil participantes, foram observados uma
relacdo inversa entre os niveis circulantes destes hormonios e a obesidade (17) bem como um
efeito aditivo do diabetes na reducdo dos NP. Recentemente, Khan e cols (19) mostraram que
a reducédo dos niveis dos NP aconteceu devido a IR comumente associada a obesidade e que
pacientes obesos, sem IR, ndo apresentaram reducdo destes hormonios

Essa relacdo inversa entre 0 ANP e a IR pode ser explicada por diversos fatores
associados a reducdo do ANP. A ativacdo do sistema renina-angiotensina, a auséncia de
inibicdo de proteinas com propriedades inflamatdrias como TNFa, ciclo-oXigenase e proteina
quimiotatica de mondcitos (monocyte chemoattractant protein), o acumulo de lipides no
tecido adiposo e no musculo esquelético e 0 comprometimento no transporte de glicose por
reducdo dos niveis de GMPc representam, portanto, estes estados aonde a reducdo da
atividade do ANP predispbe a IR (18). Além disso demonstrou-se que o ANP atua como
substrato para enzimas que degradam a insulina (127).

Portanto, considerando que a PCOS é uma endocrinopatia comumente associada a IR
e que este estado de IR pode ser um componente fundamental na etiopatogenia desta

sindrome, realizamos esta pesquisa..
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Primario:
Avaliar os niveis do ANP em uma populacéo de pacientes com PCOS, sem uso de
contraceptivos hormonais e sensibilizadores de insulina e comparar a um grupo controle,

pareado pela idade e indice de massa corporal (IMC).

3.2 Objetivos Secundarios:
Avaliar os niveis de BNP e de adiponectina nos mesmos sujeitos da pesquisa.
Avaliar o perfil metabdlico, os marcadores de resisténcia insulinica e de risco cardio-
metabolico (HOMA-IR e LAP) em portadoras de PCOS e no grupo controle.
Correlacionar os niveis de ANP com os niveis de BNP e adiponectina.

Correlacionar os niveis de ANP com o IMC, HOMA-IR e LAP.
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Abstract

Background: It is believed that a dysfunction in adipose tissue plays an important role in the
pathogenesis of polycystic ovary syndrome (PCOS). Natriuretic peptides are hormones with
important roles in cardiovascular and body fluid homeostasis and in adipose tissue
metabolism. Previous studies have demonstrated a reduction in their levels in obesity and
diabetes.

Objective: The study aim was to investigate whether natriuretic peptide levels are altered in
women with PCOS and if they correlate with adiponectin levels or insulin sensitivity markers.
Design: We conducted a cross-sectional study with 40 patients diagnosed as having PCOS
according to the Rotterdam criteria and 36 control women matched for age and BMI.
Methods: Serum adiponectin and plasma atrial natriuretic peptide (ANP) and brain natriuretic
peptide (BNP) levels were measured by enzyme immunoassays in both groups. Metabolic
markers such as fasting glucose, insulin, total cholesterol, HDL, LDL and triglycerides were
measured. In addition, we calculated the homeostasis model assessment insulin resistance
index (HOMA-IR) and the Lipid Accumulation Product (LAP) index and tested the linear
correlation between these metabolic indexes and the plasma ANP and serum adiponectin
concentrations.

Results: The levels of ANP and adiponectin were reduced in the PCOS group compared to
the control group (p <0.0001 and p = 0.014, respectively). BNP concentrations did not differ
between the two groups (p = 0.059). There was no correlation between ANP and any of the
metabolic markers evaluated. In the control group, serum adiponectin levels were inversely
correlated with BMI (p=0.011), waist circumference (p=0.021), insulin (p=0.013), fasting
glucose (p=0.010), HOMA-IR (p=0.007) and LAP (p=0.022). Remarkably, all these

correlations were lost in the PCOS women.
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Conclusion: Women with PCOS have lower ANP and adiponectin levels compared to
controls matched for age and BMI. Thus, the mechanisms that affect ANP and adiponectin
production and/or clearance may be altered in PCOS regardless of adiposity. These hormones

may be involved in the metabolic features of PCOS.

Keywords: Polycystic Ovarian Syndrome, Atrial Natriuretic Peptide, Brain Natriuretic

Peptide, Adiponectin, Adipose tissue.
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Introduction

Polycystic ovary syndrome (PCOS), first described by Stein and Leventhal in 1935
(1), is the most common endocrine disorder in women, with a prevalence between 6% and
10% based on the U.S. National Institutes of Health (NIH) criteria (2) and as high as 15%
when the Rotterdam criteria are applied (3).

It is mainly characterized by anovulation, clinical or biochemical signs of
hyperandrogenism and polycystic ovaries. The cause of PCOS is unknown (4-6), but the
syndrome is often associated with obesity, insulin resistance (IR) and metabolic diseases (4).
Although obesity is not a precondition to the development of PCOS, it is possible that a
dysfunction of adipose tissue, which exists in patients with this syndrome, plays an important
role in the pathophysiology of PCOS and in the metabolic syndrome associated with it (7).

Natriuretic peptides are hormones produced by cardiomyocytes and also by many
extracardiac sources that play an important role in fluid and hemodynamic homeostasis (8).
They have -cardioprotective actions as vasodilation, natriuresis and inhibition of the
sympathetic nervous system and of the renin-angiotensin-aldosterone system. The
participation of natriuretic peptides in human adipose tissue metabolism has been recently
demonstrated by in vitro experiments with human adipocytes, where both atrial natriuretic
peptide (ANP) and brain natriuretic peptide (BNP) induced lipolysis, in a manner similar to
catecholamines (9,10). Since this finding, many studies have been conducted in order to
elucidate the relationship between ANP, BNP and metabolic diseases (11-14). This led us to
hypothesize that in PCOS, subtle changes in adipose tissue endocrine and metabolic activity
might be manifested by altered ANP and/or BNP levels, and this could be part of PCOS
pathophysiology independently from the confounding effect of obesity.

Adiponectin, a protein hormone produced and released by the adipocytes, has

cardioprotective properties including antiatherogenic and anti-inflammatory effects.
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Adiponectin improves insulin sensitivity, and its circulating levels are decreased in
association with obesity, diabetes, and PCOS (15,16). In particular, women with PCOS have
low serum levels of high-molecular-weight adiponectin, a multimeric form that is less
abundant but more potent than the smaller isoforms (17-19). A recent experimental study in
humans demonstrated that venous infusion of ANP produced an acute stimulation of
adiponectin release (30), suggesting that adiponectin could be a mediator of the metabolic and
vascular actions of ANP.

In this study we analyzed the plasma ANP and BNP concentrations in PCOS women
compared to a control group matched by age and body mass index (BMI) in order to provide
new insights into the pathophysiology of PCOS and its co-morbidity. The study aim was to
investigate whether plasma ANP and/or BNP levels are altered in women with PCOS and if

they correlate with adiponectin levels or insulin sensitivity markers.
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Materials and methods
Study Design

Approval from the local Human Investigation Committee was granted and all
participants gave written informed consent to participate in the study.

Forty women diagnosed with PCOS based on the criteria established by the Rotterdam
Consensus (3) and thirty-six controls paired by BMI and age were recruited to the study at the
academic hospital of Federal University of Minas Gerais at Belo Horizonte, Brazil, between
March 2009 and July 2011. The volunteers in the control group were healthy women with
regular menstrual cycles, attending the gynecology outpatient clinic for family planning
and/or routine pelvic examination.

Women in both groups were off use of contraceptive hormones, metformin, anti-
androgenic drugs, antihypertensive drugs, statins and any medication that could interfere with
the laboratory tests. Furthermore, all subjects had no other causes of oligomenorrhea and
hyperandrogenism (hyperprolactinemia, congenital adrenal hyperplasia, Cushing syndrome,
thyroid dysfunction) according to medical reports and laboratory tests. In addition, none of the
study subjects had hypertension (as defined below), diabetes, or a history of being diagnosed

with renal, cardiovascular or pulmonary diseases.

Assessment of Clinical Variables

Medical evaluation and anthropometric measurements were first obtained from all
subjects. They were weighed without shoes and wearing light clothing on a calibrated balance
with an accuracy of 100 grams. Height was measured with the patient barefoot and erect, with
feet parallel and heels, torso, shoulders and head touching the stadiometer (accuracy of 0.5
cm). The waist-hip ratio was calculated as the ratio of waist circumference at the midpoint

between the last rib margin and the iliac crest, with the patient standing, and the hip
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measurement, in its largest circumference over the great trochanters (15). For evaluation of
hirsutism we used the modified Ferriman—Gallwey score (hirsutism if score > 8) (22). Blood
pressure measurements were performed with a cuff appropriate for arm circumference, at least
30 minutes after any caffeine consumption or cigarette smoking. Hypertension was defined
according to the criteria of the Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure as systolic blood pressure > 140

mmHg and / or diastolic blood pressure > 90mmHg (18).

Blood sample collection

Peripheral venous blood samples were collected after at least 12 hours fasting and 72
hours abstaining from alcohol from all study participants at random dates. One sample was
drawn into a plain tube, allowed to clot and centrifuged for 10 min at 1500 g at room
temperature, and serum aliquots were stored at -80° C. Another blood sample was placed in a
chilled tube containing a protease inhibitor cocktail (50 microliters of 0.001 M Pepstatin, 50
microliters of 0.001 M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 100 microliters of 0.001 M
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)), centrifuged for 15 min at 4°C, and plasma aliquots

were stored at -80° C until the hormone assays.

Metabolic measurements and calculations

The following biochemical measurements were performed in the serum samples:
insulin, glucose, total cholesterol, high density lipoprotein (HDL-c), low density lipoprotein
(LDL-c) and triglycerides. Total cholesterol, triglycerides, HDL-c and glucose concentrations
were determined by semi-automated enzymatic methods (Roche Diagnostics GmbH.

Mannheim, Baden- Wurttemberg - Germany); LDL-c was calculated using the Friedewald
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equation (20); and insulin was measured by chemiluminescence (Beckman Coulter Inc.
Fullerton, CA, USA).

The Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance Index (HOMA-IR) (21) and
the Lipid Accumulation Product (LAP) index {24} were determined. The HOMA-IR was
calculated by the formula: [insulin (mIU / mL) x glucose (mg / dL) x 0.0555 / 22.5] {21}. The
cutoff point to define IR was defined as a HOMA-IR > 2.71, based on a reference for the
Brazilian population {23}. The LAP index was obtained by the following equation:
abdominal circumference (cm) - 58 x triglycerides [mmol / I] and was categorized as normal
(<34.5) and increased (> 34.5). The conversion of triglyceride concentrations to mmol/l was

performed by multiplying the measured value in mg/dl by 0.0113.

Adiponectin assay

Adiponectin concentration was determined by non-competitive enzyme immunoassay
(Human Adiponectin ELISA kit, EMD Millipore, St. Charles, MO, USA), and all the assay
steps were carried out according to the manufacturer’s protocol. The assay sensitivity is 0.2

ng/ml, and the appropriate range of the assay is 2-100 ng/ml.

ANP and BNP assays

The peptides were extracted from plasma samples using C-18 SepPak columns
(Waters Associates, Milford, MA, USA ). The columns were activated with 9 ml of
acetonitrile, followed by 9 ml of 0.2% ammonium acetate (pH 4.0). Plasma samples (1 ml)
were acidified with 0.2% ammonium acetate (pH 4.0) and applied to the activated C-18
column. Columns were then washed with 5 ml of 0.2% ammonium acetate (pH 4.0), and the

adsorbed products were eluted with 3 ml of 60% acetonitrile. The extracts were placed in a
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vacuum centrifuge for 12-18 hours for drying process. The dried pellet obtained was stored at
-70°C until the time of testing.

ANP and BNP concentrations were determined using competitive enzyme
immunoassays [ANP, alpha (1-28) (Human, Ovine, Canine) EIA Kit and BNP-32 (Human)
EIA Kit, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, USA]. The assay sensitivity limits for
detection of ANP and BNP are described by the manufacturer as 0.12 ng/ml and 0.2 ng/ml,

respectively, and the assay ranges are 0-25 ng/ml and 0-100 ng/ml, respectively.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the Prism v6.0 program (GraphPad, San
Diego, CA). Normality tests (D'Agostino-Pearson omnibus normality test and Shapiro-Wilk
test) indicated that most variables departed from normal distribution. Therefore, data are
reported as medians and interquartile ranges and the comparisons between the two groups
were done by the non-parametric Mann-Whitney U test. For correlation analyses, we used the

Spearman's rank correlation coefficient, and p<0.05 was considered significant for all tests.
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Results

Table 1 summarizes the demographic and metabolic characteristics of the study
groups. The groups were similar for age and BMI, as expected from the inclusion criteria.
Total cholesterol and LDL-c levels were significantly higher in the PCOS patients compared
to controls (respectively 169 [142-184] vs 142 [124-168] mg/dl, p<0.05 and 107 [89-126] vs
87 [68-111] mg/dl, p<0.05). The other characteristics analyzed were similar between the
PCOS and control groups (Table 1).

ANP levels were significantly reduced in the PCOS group compared with the control
group (0.10 [0.08-0.15] vs 0.59 [0.29-0.85] ng/ml, p<0.0001, Figure 1-A).

BNP levels showed no statistically significant differences between the PCOS and the
control group (0.31 [0.20-0.82] vs 0.44 [0.32-0.91] ng/ml, p= 0.059, Figure 1-B).

Adiponectin levels were significantly lower in the group of women with PCOS
compared to the control group (10.39 [5.53-12.78] vs 13.02 [9.35-23.88] ng/ml, p=0.014,
Figure 1-C).

While both ANP and adiponectin concentrations were decreased in women with
PCOS, they were not correlated to each other (r = 0.08, p=0.524, Figure 1-D). As shown in
Table 2, there was no correlation between plasma ANP and anthropometric or metabolic
markers (age, BMI, waist circumference, triglycerides, insulin, fasting glucose, HOMA-IR or
LAP index). In the control group, serum adiponectin levels were inversely correlated with
BMI (p=0.011), waist circumference (p=0.021), insulin (p=0.013), fasting glucose (p=0.010),
HOMA-IR (p=0.007) and LAP (p=0.022). Remarkably, all these correlations were lost in the

PCOS women (Table 2).
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Discussion

PCOS is a common endocrine disorder characterized by hyperandrogenism, oligo-
anovulation and associated insulin resistance {8}. The cause of PCOS is not well understood,
but there is evidence that abnormalities in the adipose tissue may be associated with this
disorder {25,26}.

In this study we examined the possible relationship between plasma ANP and PCOS,
taking into account the previously observed changes of ANP in obese individuals, the effects
of ANP on the adipose tissue, the increased prevalence of overweight and obesity among
women with PCOS and the recently described alterations in adipose tissue function associated
specifically with PCOS. To avoid the confounding effect of BMI, women with PCOS and
controls were matched for this variable. We also applied exclusion criteria to avoid the
interference of oral contraceptives and insulin sensitizing drugs, which could also be a
potential source of bias. Our results showed lower levels of ANP in the PCOS group when
compared to BMI-matched controls.

Natriuretic peptide hormones are well known as key elements in maintaining
hemodynamic homeostasis {8}. They are produced by cardiomyocytes and act as reducers of
volume overload of the cardiovascular system by inducing vasodilation, natriuresis and
diuresis. Recently, researchers have demonstrated that ANP is a powerful lipolytic agent and
may be involved in the pathogenesis of metabolic diseases {8;9}. In the Framingham Heart
Study offspring cohort { 13}, when patients were stratified by BMI there were lower levels of
pro-ANP in overweight and obese individuals. ANP levels were further reduced in patients
with increased risk for insulin resistance and in individuals with diabetes mellitus, regardless
of BMI.

We believe that the reduction of ANP levels in PCOS might be related to the

pathogenesis of this disorder. It is well known that reduced activity of ANP is associated with
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several changes that predispose to insulin resistance {11}. Reduced ANP activity leads to
greater activation of the renin-angiotensin system, which promotes the development of insulin
resistance via multiple mechanisms, such as oxidative stress, inflammation, reduced adipocyte
differentiation and decreased perfusion to the skeletal muscle and pancreas {11}.

Despite all these mechanistic associations between reduced ANP and IR, it is not clear
whether low levels of ANP precede or follow the development of IR. A small clinical trial on
normotensive volunteers with type 2 diabetes has implicated IR as a causal factor for reducing
the levels of plasma ANP {Nannipieri, 2002 #17}. In contrast, the present results suggest that
plasma ANP may be lower in women with PCOS who still have not developed IR, as the
PCOS group in this study had normal insulin levels and IR indexes. It seems therefore that the
relationship between ANP and IR is bidirectional and further research is necessary to clarify
which alteration comes first.

Previous studies have shown ANP action in an autocrine and paracrine manner in
various extracardiac tissues {Gerbes, 1994 #33}. ANP is produced by luteinized granulosa
cells of preovulatory ovarian follicles {Dineva, 2011 #34}, where it acts as a survival factor
through cGMP signaling. ANP levels in follicular fluid are positively associated with the
number of aspirated follicles for in vitro fertilization {Dineva, 2011 #34}. Another study
concluded that ANP can directly modulate progestin steroidogenesis in both undifferentiated
and differentiated rat ovarian granulosa cells in vitro and, therefore, may play an important
role in granulosa cell differentiation and follicular maturation {Johnson, 1994 #35}. Since
PCOS is an important cause of anovulatory infertility due to abnormalities of folliculogenesis
{Tsilchorozidou, 2004 #4;Franks, 2008 #6}, we can therefore postulate that the low serum
levels of ANP might contribute to the ovulatory dysfunction in this syndrome.

Among the possible explanations for the reduction in circulating levels of ANP in

PCOS are increased gene expression of its receptors in adipose tissue or decreased peptide
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release by myocardial cells. Natriuretic peptide clearance receptors (NPR-Cs) are abundant in
adipose tissue, suggesting that adipocytes participate in the removal of natriuretic peptides
from circulation {Sarzani, 1996 #39;Sarzani, 1995 #40;Crandall, 1989 #41}. Experimental
studies have shown that fasting and a hypocaloric diet resulted in a dramatic reduction in gene
expression of these receptors {Sarzani, 1995 #40}. Physical activity has also been shown to
have an effect in reducing gene expression of NPR-C receptors, thereby increasing the
bioavailability of their ligands. These experimental observations require more prospective
studies aiming to test whether individuals with PCOS may have increased expression of NPR-
C.

Beyond the stimulation of lipolysis {Sengenes, 2000 #9;Moro, 2004 #10}, the
phenomenon of browning of white adipose tissue with consequent increase of thermogenesis
may be another favorable metabolic effect associated with natriuretic peptides. A recent study
evaluating genetically engineered mice lacking NPR-Cs identified enhanced natriuretic
peptide signaling and overexpression of genes characteristic of brown adipocytes
{Bordicchia, 2012 #42}, which ultimately leads to enhanced thermogenesis and energy
expenditure.

Our study showed no differences in BNP levels between PCOS and control groups.
Several studies have found an inverse relationship between BNP and metabolic diseases, but
this hormone has a weaker lipolytic activity when compared to ANP {Wang, 2004 #13},
which might explain the lack of association with PCOS.

Adiponectin has been linked to the pathophysiology of hormonal disturbances in
PCOS, especially those related to IR, but it is unclear whether it is related to the IR present in
lean women with PCOS {Olszanecka-Glinianowicz, 2011 #28}. The present study showed
reduced levels of adiponectin in women with PCOS, which is in accordance with previous

observations {Chazenbalk, 2010 #7;0lszanecka-Glinianowicz, 2011 #28}. However, our two
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study groups were paired for BMI and had similar HOMA-IR, suggesting that the lower
adiponectin levels in PCOS were not due to the confounding effect of obesity or IR.
Moreover, the inverse correlation between adiponectin levels and several metabolic markers
was lost women with PCOS, further suggesting that serum adiponectin levels in this group
were unrelated to BMI, waist circumference, and IR indexes.

We have not found any correlation between the levels of ANP and adiponectin,
suggesting that the mechanisms involved in the reduction of both hormones in PCOS may be
independent. Experimental evidence suggests that ANP induces adiponectin release from
adipose tissue cultures in vitro {Tsukamoto, 2009 #29} and intravenous ANP infusion
increases circulating adiponectin levels in healthy male volunteers {Birkenfeld, 2012 #30}.
However, the lack of correlation between these hormones in our patients, either with or
without PCOS, shows that independent regulatory mechanisms predominate over any
physiological stimulation of adiponectin release by ANP. Thus, the low serum adiponectin
levels in PCOS women are not likely to be explainable by a reduced ANP stimulation on the
adipose tissue.

Another feature of our study was that PCOS and control groups had no significant
differences in HOMA-IR and LAP, two surrogate markers of IR. Indeed, patients in both
groups were not hyperinsulinemic according to the laboratory reference range, possibly
because most participants in the study sample were young and non-obese. Findings similar to
ours were reported in a clinical study performed to evaluate the effects of a drug for the
treatment of IR in PCOS women {Hernandez-Yero, 2012 #38}. We hypothesize that our
PCOS women had not developed enough IR to be detected by standard indexes. Beyond that,
by excluding women using metformin from the study, we probably missed a subgroup of

PCOS subjects in which IR could be more evident.
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Despite the lack of metabolic difference between groups, our study showed a
component that distinguished one group from the other, the LDL-c. Previous studies
demonstrated that PCOS women have qualitative LDL-c alterations characterized by an
increase in small low-density lipoproteins in the so-called ‘“atherogenic lipoprotein
phenotype” {Berneis, 2007 #31}. A recent study analyzing the correlation between lipid
profile and IR {Xiang, 2012 #32} also showed high levels of LDL-c in PCOS women
compared to a control randomized group.

This study has some limitations. First, it is cross-sectional, so we cannot establish the
temporal changes in plasma ANP and its relation with pre-existing metabolic risk factors or
the future development of complications. Second, blood samples were obtained at a random
day of menstrual cycle. However, previous studies have not shown important menstrual cycle
related changes in ANP levels {Yeko, 1995 #36;Bisson, 1992 #37}. Finally, our data should
not be extrapolated to women with high grade obesity, diabetes, cardiovascular disease, or
any other condition known to affect ANP production or clearance.

In conclusion, this study shows that patients with PCOS have reduced plasma ANP
and serum adiponectin levels compared to controls matched for age and BMI. Also
adiponectin levels were lower in the PCOS group, but showed no correlation with ANP.
Conversely, BNP levels were similar between cases and controls. Finally, serum adiponectin
levels correlated with metabolic markers only in control women, not in those with PCOS.
These findings suggest that low ANP and adiponectin levels are part of the pathogenesis of

this syndrome and may play important roles in the metabolic disturbances associated with it.
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Figure Legends
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Figure 1: Circulating levels of atrial natriuretic peptide (A), brain natriuretic peptide (B) and

adiponectin (C) in the control group vs. women with PCOS. The box plots represent the

interquartile ranges, the horizontal bars represents the medians and the error bars indicate the

10" and 90™ centiles. *p<0.05 (Mann-Whitney U test). D) Scatter plot showing the absence of

correlation between ANP and adiponectin levels in the two groups of patients.
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Table 1: General characteristics of women with PCOS and controls

PCOS (n=40) Control (n=36) P
Age(years) 29 (25-34) 30 (15-43) 0.300
BMI (kg/m?) 27.0 (23.6-30.7) 24.2 (21.3-29.7) 0.136
Waist Circumference (cm) 91 (83-101) 94 (83-103) 0.790
Waist-Hip Ratio 0.91 (0.87-0.95) 0.88 (0.84-0.92) 0.168
Total cholesterol (mg/dl) 169 (142-184) 142 (124-168) 0.005
HDL cholesterol (mg/dl) 43 (34-50) 39 (33-44) 0.260
LDL cholesterol (mg/dl) 107 (89-126) 87 (68-111) 0.015
Triglycerides (mg/dl) 81 (65-108) 71 (58-94) 0.192
Insulin (Micro Ul/ml) 7.5 (5.5-10.7) 7.7 (5.5-12.9) 0.960
Fasting Glucose (mg/dl) 84 (77-93) 86(81-92) 0.330
HOMA-IR 1.5 (1.1-2.5) 1.6 (1.2-2.8) 0.701
LAP 34.0 (16.4-44.2) 25.4 (17.3-53.2) 0.670

Values are expressed as Median (25-75 interquartile range)-Mann Whitney test.

BMI, body mass index; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein;

HOMA-IR, homeostasis model assessment insulin resistance index; LAP, lipid accumulation

product.
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Table 2: Spearman’s rank correlation coefficients between plasma ANP, serum adiponectin,

and several anthropometric and metabolic markers in each study group.

ANP Adiponectin
Control PCOS Control PCOS
Age -0.05 (0.789) 0.29 (0.167) 0.05 (0.789) 0.00 (0.999)
BMI 0.10 (0.561) 0.03(0.897)  -0.42 (0.011)  -0.03(0.837)
Waist Circumference 0.06 (0.737) -0.14 (0.501) -0.42 (0.021) -0.17 (0.319)
Triglycerides 0.07(0.682)  -0.27(0.176)  -0.32(0.061)  -0.35 (0.035)
Insulin 0.04 (0.812) 0.06 (0.772)  -0.41(0.013)  -0.26 (0.119)
Fasting Glucose 0.17 (0.325) 0.20 (0.324)  -0.43(0.010)  -0.21(0.215)
HOMA-IR 0.08 (0.646) 0.06 (0.784)  -0.44 (0.007)  -0.25(0.142)
LAP 0.12(0.545)  -0.26 (0.192)  -0.42(0.022)  -0.27 (0.118)

P values are given in parenthesis and the significant correlations are highlighted.

BMI, body mass index; HOMA-IR, homeostasis model assessment insulin resistance index;
LAP, lipid accumulation product.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo, comparando um grupo de mulheres portadoras da PCOS com um
grupo controle pareado por idade e IMC demonstrou a existéncia de uma associacdo entre
niveis séricos reduzidos do ANP e da adiponectina com esta endocrinopatia. Os valores do
BNP e dos marcadores para risco metabolico e resisténcia insulinica ndo se diferenciaram
entre 0s grupos. Observou-se uma fraca correlacdo entre os valores do ANP com os da
adiponectina e do BNP.

As participantes portadoras da PCOS recrutadas em nossa pesquisa eram jovens, em
geral apresentavam peso normal ou sobrepeso e ndao eram usuarias de metformina. Essas
caracteristicas podem explicar a auséncia de diferencas nos indicadores de resisténcia
insulinica e de risco metabdlico entre os grupos estudados. A ndo inclusdo das mulheres que
estavam usando metformina previamente ao primeiro atendimento em nosso servi¢o pode ter
deixado de incluir aquelas com riscos metabolicos comprovados e com IR mais grave.

Entretanto, com base nos nossos dados, é possivel pressupor que o ANP, assim como a
adiponectina, apresente uma maior sensibilidade na deteccdo de alteracbes metabdlicas nas
pacientes com PCOS. Além disso, a possibilidade de uma associacdo entre a reducdo dos
niveis do ANP com distarbios reprodutivos presentes neste grupo de mulheres anovulatérias
deve ser aventada.

Esse trabalho apresenta algumas limita¢6es. Primeiramente, por ser um estudo clinico
e transversal, a relagdo de causalidade entre ANP e PCOS ndo pode ser afirmada, sendo
necessarios novos experimentos avaliando a expressdao e o0 mecanismo de acdo deste
horménio em ambiente ovariano neste grupo de mulheres. Além disso, por questdes técnicas,
as nossas dosagens de NP foram realizadas através de técnicas imunoenzimaticas e nao por
radioimunoensaio, que € considerado um método mais sensivel para essas dosagens.

Acreditamos, entretanto, que essas limitagdes ndo nos prejudicaram na avaliagdo dos nossos
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objetivos. Com este trabalho, obtivemos um resultado inédito, com uma base fisiopatologica
plausivel e que contribui para a maior compreensdo dos distirbios metabolicos relacionados a

PCOS.
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