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RESUMO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) é uma condicdo enddcrina que se
relaciona com diversas manifestagdes clinicas metabdlicas, reprodutivas e
psicologicas. O GDF-15 é uma citocina associada a disturbios metabdlicos e pode
regular o metabolismo de lipideos, glicose e como consequéncia aumentar a
sensibilidade a insulina em pacientes que possuem resisténcia insulinica e/ou
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A metformina € comumente usada no tratamento de
DM2 e atualmente também tém sido utilizada na SOP. Considerando que o GDF-15
esta relacionado a doencgas inflamatoérias e metabdlicas, nossa hipotese € de que o
GDF-15 pode estar associado a SOP e suas complicagdes, bem como pode ser
modulado pelo tratamento com metformina. No presente estudo, investigamos a
relagédo entre GDF-15 e SOP, o efeito da metformina nos niveis de GDF-15 e possiveis
vias biologicas relacionadas ao GDF-15. Para isso, 35 pacientes com SOP e 32
mulheres higidas foram incluidas e os niveis de GDF-15 foram comparados entre
esses grupos. Além disso, amostras de 7 pacientes com SOP tratadas com
metformina e 15 sem tratamento foram incluidas nesta analise. Os niveis de GDF-15
foram analisados através do kit MILLIPLEX® MAP. As vias bioldgicas relacionadas ao
GDF-15 foram avaliadas usando conjuntos de dados STRING, SIGNOR e Pathway
Commons. Os niveis de GDF-15 no grupo SOP foram maiores em comparag¢ao aos
controles (p=0,039). No grupo de mulheres com SOP tratadas com meftormina, os
niveis de GDF-15 também foram significativamente maiores (p=0,007). Apds analise
de proteinas relacionadas ao GDF-15 entre os conjuntos de dados, encontramos uma
interacdo significativa com proteinas relacionadas a SOP e suas complicagdes, como
resposta ao estrogénio, estresse oxidativo, infertilidade ovariana, IL-18, IL-4,
AGE/RAGE , leptina, TGF-beta, adipogénese e insulina. Desta forma, os achados
sugerem que existe uma relagdo entre GDF-15 e SOP, e que o tratamento com
metformina pode aumentar os niveis de GDF-15. Além disso, 0 mesmo poderia
participar de vias biolégicas relacionadas a complicagbes na SOP.

Palavras-chave: GDF-15; sindrome dos ovarios policisticos; metformina; vias

bioldgicas.



ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an endocrine condition that is related to several
metabolic, reproductive and psychological clinical manifestations. GDF-15 is a
cytokine associated with metabolic disorders and can regulate lipid and glucose
metabolism and, as a consequence, increase insulin sensitivity in patients with insulin
resistance and/or type 2 diabetes mellitus (DM2). Metformin is commonly used in the
treatment of T2DM and is now also being used in PCOS. Considering that GDF-15 is
related to inflammatory and metabolic diseases, our hypothesis is that GDF-15 may
be associated with PCOS and its complications, as well as being modulated by
metformin treatment. In the present study, we investigated the relationship between
GDF-15 and PCOS, the effect of metformin on GDF-15 levels and possible biological
pathways related to GDF-15. For this, 35 patients with PCOS and 32 healthy controls
were included and the levels of GDF-15 were compared between these groups. In
addition, the sample of 7 PCOS patients treated with metformin and 15 without
treatment were included in this analysis. GDF-15 levels were analyzed using the
MILLIPLEX® MAP Human kit Magnetic Bead Panel for Cardiovascular Disease 2.
Biological pathways related to GDF-15 were evaluated using STRING, SIGNOR, and
Pathway Commons datasets. GDF-15 levels in the PCOS group were higher
compared to controls (p=0.039). In the group of women with PCOS treated with
meftormin, GDF-15 levels were also significantly higher (p=0.007). After analyzing
GDF-15-related proteins across datasets, we found a significant interaction with
proteins related to PCOS and its complications, such as estrogen response, oxidative
stress, ovarian infertility, IL-18, IL-4, AGE/RAGE , leptin, TGF-beta, adipogenesis and
insulin. Thus, the findings suggest that there is a relationship between GDF-15 and
PCQOS, and that treatment with metformin can increase GDF-15 levels. In addition, it

could participate in biological pathways related to complications in PCOS.

Keywords: GDF-15; polycystic ovary syndrome; metformin; biological pathways.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) € uma condi¢do clinica complexa, definida
como uma doenca enddcrina, resultante de um desbalango hormonal, acometendo de
5% a 18% das mulheres em idade reprodutiva, sendo considerada um importante
problema de saude publica diante das comorbidades relacionadas e prevaléncia
(GOORDARZI et al., 2011; PATEL et al., 2018). Sua caracterizagdo se da pela
presenga de dois dos trés critérios a seguir: (1) oligo ou anovulagédo crénica; (2)
hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial e; (3) caracteristicas ultrassonograficas de

ovarios policisticos.

Por ser uma sindrome heterogénea, a SOP também pode estar associada as
disfungcdes metabodlicas e cardiovasculares (BARTHELMESS & NAZ, 2014
GOORDARZI et al., 2011), diante do estado de inflamacé&o crénica e de baixo grau,
incluindo a resisténcia insulinica (RlI) no musculo e tecido adiposo, com
hiperinsulinemia compensatoéria, associada a disfung¢ao intrinseca das células B; o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2); dislipidemias; doenga hepatica
gordurosa nao-alcéolica; aumento do risco de doengas cardiovasculares; obesidade
e sindrome metabdlica (TASALI et al., 2008; TEEDE et al., 2010).

A inflamacéo crénica de baixo grau, observada na SOP, possui quadro persistente,
devido a exposigéo prolongada a estimulos inflamat6rios, como ocorre nas doencgas
cronicas nao transmissiveis (DCNT). Estes estimulos ativam as células inflamatorias,
como macrofagos, e induzem a produgdo de citocinas relacionadas a inflamacéo,
como o fator de crescimento e diferenciacao-15 (growth differentiation factor 15 - GDF-
15) (DULEBA & DOKRAS, 2012; SILVA et al., 2006).

O GDF-15 é uma citocina da familia do fator de transformacéo de crescimento Beta
(TGF-B), também conhecida como citocina inibidora de macréfagos-1 (MIC-1)
(BOOTCOV et al., 1997; ROCHETTE et al., 2021; WISCHHUSEN et al., 2020). Seu
mecanismo esta associado a agéo antagonista, apos a ativagdo de macrofagos, por
citocinas inflamatorias (MAY et al.,, 2021; ROCHETTE et al.,, 2021), estando
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aumentada principalmente em doencgas inflamatoérias, como por exemplo, obesidade,
cancer, resisténcia a insulina, diabetes e doencgas cardiovasculares (TSAl et al., 2018).
A inflamagédo crénica de baixo grau, juntamente com o hiperandrogenismo, a
resisténcia insulinica (RI) e a obesidade, criam um ciclo que tornam a SOP ainda mais
complexa, fazendo-se necessario o uso de farmacos, como a metformina, com o
intuito de reduzir o quadro hiperinsulinémico, ocorrendo a diminui¢do do estimulo para

a esteroidogénese ovariana (VIOLLET et al., 2012).

A metformina, da classe das biguanidas, é um dos farmacos utilizados no tratamento
do DM2 e, também, da SOP (LV & GUO, 2020; UDHANE, 2017; XIAO et al., 2022).
Além de aumentar a utilizagao da glicose nos tecidos sensiveis a insulina, ela diminui
a neoglicogénese hepatica, reduzindo os niveis plasmaticos de insulina e regulando a
homeostase (ARIE et al., 2009). No estudo de Udhane (2017), foi demonstrado que,
em pacientes que possuem SOP e diabetes, a metformina ndo s6 melhorou os
sintomas do diabetes, como restaurou a ovulagéo e reduziu os sintomas ligados ao

hiperandrogenismo.

Assim, o GDF-15 é uma proteina que pode estar ligada a fisiopatologia das
complicagcdes da SOP, em especial na infertilidade, por ser uma complicacdo ainda
pouco conhecida na sindrome. Este estudo propde avaliar os niveis deste potencial
biomarcador em pacientes com SOP, as potenciais vias biolégicas por ele reguladas,

bem como avaliar o efeito da metformina na sua producéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP)

A SOP foi descrita pela primeira vez por Irving Stein e Michael Leventhal, em 1935
(STEIN & LEVENTHAL, 1935). E considerada a condi¢do endécrina mais comum em
mulheres e sua caracterizagdo se da pela presenca de (1) oligo ou anovulagao
cronica, (2) hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial e/ou (3) caracteristicas
ultrassonograficas de ovarios policisticos e/ou volume ovariano > 10 mL, segundo dos
critérios de Rotterdam, apds a exclusdo de outras alteracbes como sindrome de
Cushing, hiperprolactinemia, deficiéncia enzimatica da supra-renal e disturbios da
tireoide (MUJICA et al., 2020; PATEL, 2018; SIRMANS & PATE, 2013).

Por haver uma convergéncia consideravel entre os sinais fisiologicos da puberdade
(como acne, menstruacéo irregular e ovarios policisticos) e a SOP, os especialistas
consideraram critérios bem definidos para a sua diferenciagdo (MANIQUE &
FERREIRA, 2022). A SOP é diagnosticada quando pelo menos 2 dos 3 critérios
especificados forem atendidos (BEDNARSKA & SIEJKA, 2017; GANIE et al., 2019).
Ainda, através dos critérios de Rotterdam, € possivel diferenciar os quatro fenétipos.
Estes auxiiam no melhor entendimento da fisiopatologia da SOP e,
consequentemente, na compreensao do quadro clinico de sintomas de cada paciente,
uma vez que sao considerados heterogéneos. O fendtipo classico pode apresentar a
maior parte dos sinais e sintomas e o0 nao classico/normoandrogénico possui menor
risco de disturbios metabodlicos (ARMANINI et al., 2022):

1. Fendtipo classico (HOP): hiperandrogenismo (H), disturbios de ovulagéo (O) e

ovario policistico (P);

2. Fendtipo classico nédo cistico (HO): hiperandrogenismo (H), disturbios de ovulagéo

(O), e critérios ultrassonograficos normais;

3. Fendtipo ovulatorio ndo classico (HP): hiperandrogenismo (H), ovario policistico
definido através dos critérios ultrassonograficos (P) e sem disturbios de ovulagao;
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4. Fenotipo nédo classico/normoandrogénico (OP): disturbios de ovulagao (O); critérios
de ovario policistico definido através dos critérios ultrassonograficos (P) e sem
evidéncias de hiperandrogenismo clinico ou laboratorial, sendo 0 menos comum
(BEDNARSKA & SIEJKA, 2017; SPRITZER, 2014).

A SOP pode ocasionar manifestagdes obstétricas resultantes das disfuncdes
metabdlicas, uma vez que a auséncia de ovulagao e/ou ciclo menstrual desregulado
impedem a fertilizagdo e a concepgéo, tornando a gravidez dificil. Deste modo, a SOP
€ considerada uma das principais causas de infertilidade anovulatéria, acometendo
mulheres em idade fértil (HOEGER et al., 2021). Por ser uma sindrome bastante
heterogénea, além do acometimento obstétrico e metabdlico, a SOP também pode
estar associada a doengas cardiovasculares e psicologicas (BARTHELMESS & NAZ,
2014; GOORDARZI et al., 2011).

Em relacdo as caracteristicas reprodutivas, sdo observadas em pacientes que
possuem a condi¢cdo: puberdade precoce, acne, alopecia, seborreia, ciclos menstruais
irregulares, hirsutismo, infertilidade e complicagbes na gravidez (KUMAR et al., 2011;
VANKY et al., 2004). O hirsutismo muitas vezes n&o se correlaciona diretamente com
0s niveis circulantes de andrégenos, portanto, sempre que o hiperandrogenismo
clinico nao for detectado, o hiperandrogenismo bioquimico deve ser avaliado por meio
da dosagem da testosterona sérica total e da globulina de ligagdo de horménios
sexuais (sex hormone binding globulin - SHBG) (MANIQUE & FERREIRA, 2022).

As caracteristicas psicologicas sdo demonstradas principalmente pelo
desenvolvimento de ansiedade, depressdo e nao aceitacdo da imagem corporal
(BARTHELMESS & NAZ, 2014). As caracteristicas metabolicas incluem o efeito
primario da resisténcia insulinica no musculo e tecido adiposo, com hiperinsulinemia
compensatoéria (estima-se que 50-70% das mulheres com SOP apresentam esta
condicdo (BEDNARSKA & SIEJKA, 2017)), associada a disfung&o intrinseca das
células B, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemias, doenga hepatica gordurosa
nao-alcoolica, aumento do risco de doengas cardiovasculares, obesidade e sindrome
metabolica (TASALI et al., 2008; TEEDE et al., 2010).
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A SOP também tem sido associada a inflamac&o crénica de baixo grau, caracterizada
por aumento da contagem de glébulos brancos, altos niveis de proteina C reativa
(PCR) e Inter leucinas 6 e 18 (IL-6 e IL-18) (ARMANINI et al., 2022). Desequilibrios
em relagdo a marcadores inflamatérios também foram vistos no estudo do nosso
grupo, onde foi observado niveis mais baixos de TNF e diminuicdo das relagdes
TNF/IL-6, TNF/IL-2 e TNF/IL-4 em pacientes com SOP em comparagdo com o grupo
controle, podendo ser considerada uma produgdo maior de citocinas contra-
reguladoras na SOP (TOSATTI et al., 2020).

Outra relagdo importante, considerada pro-inflamatéria, € o aumento do tecido
adiposo, principalmente na regido abdominal, sendo uma caracteristica frequente nas
pacientes com SOP e uma consequéncia direta do hiperandrogenismo e da
resisténcia insulinica. A hipertrofia deste tecido estabelece um ambiente caracterizado
por hipdxia, aumento da liberagdo de acidos graxos livres, invasdo de macrofagos e
resisténcia insulinica. Os macrofagos residentes neste tecido liberam citocinas proé-
inflamatorias que pioram o quadro metabdlico. Além disso, os exames bioquimicos
mostram niveis de perfil lipidico alterados, caracterizado por elevagdo dos
triglicerideos e dos niveis de LDL-c, bem como redug¢do do HDL-c (MUJICA et al.,
2020).

Segundo Armanini et al. (2022), o hormdnio envolvido na fisiopatologia da SOP é a
aldosterona, um horménio sintetizado na zona glomerulosa do cortex das gléandulas
suprarrenais. E um fator subestimado no diagnéstico e tratamento da SOP, mas a
relagdo aldosterona/renina se encontra frequentemente aumentada e este fato ndo so6
acentua o estado inflamatdrio subjacente, como também pode estar envolvido no

desenvolvimento de alguns disturbios metabdlicos e cardiovasculares.

O eixo feminino hipotalamo-hipofise-ovariano (HPO) é uma rede sincrona e regulada,
responsavel pela competéncia reprodutiva e sobrevivéncia. A SOP interrompe a
funcdo do eixo HPO, ocasionando um desequilibrio hormonal. O aumento de
androgenos circulantes, uma das principais caracteristicas, € ocasionado pela
secrecao exagerada de androgénios por parte dos ovarios e das glandulas adrenais
e pode ser explicado pelo hiperestimulo do horménio luteinizante (LH) nas células da

teca ovariana. Alguns estudos evidenciaram que nestas mesmas células ha aumento
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da expressao do gene CYP17A1, sendo considerado um gene chave na regulagéo da
esteroidogénese (MARCONDES, 2012; MUJICA et al., 2020).

A resisténcia a insulina, o hiperandrogenismo, a inflamagao crénica de baixo grau e o
aumento de tecido adiposo contribuem para o ciclo de complica¢des que a SOP traz,
entretanto, a patogénese da SOP n&o é totalmente esclarecida, por ser uma condigéo
complexa e multifatorial, incluindo fatores genéticos, ambientais e transgeracionais,
conforme demonstrado na Figura 1 (ARMANINI et al., 2022; BEDNARSKA & SIEJKA,
2017; GANIE et al., 2019).

Figura 1. Fatores que estao relacionados com a fisiopatologia da SOP.
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Fonte: Adaptado de WITCHEL et al., 2019.

2.2 Epidemiologia da SOP

A SOP é uma disfuncdo enddcrina considerada um importante problema de saude
publica diante da prevaléncia atual e comorbidades (GOODARZI et al., 2011; PATEL,
2018). Os sintomas surgem normalmente durante os primeiros anos da puberdade
(WITCHEL et al., 2019). O entendimento acerca de sua prevaléncia € essencial,
porém, & importante considerar fatores geograficos e étnicos por possuir mais de um

fendtipo (LIZNEVA et al., 2016). E considerada um dos distarbios endécrinos mais
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comuns entre as mulheres com idade fértii (BEDNARSKA & SIEJKA, 2017). Este
desbalango hormonal acomete de 5% a 18% das mulheres em idade reprodutiva,
dependendo do método de avaliagao utilizado para o diagnostico utilizado e regido
geografica (PATEL, 2018). Entre as mulheres que possuem anovulagdo crbénica, a
prevaléncia da SOP é de cerca de 30% (REINDOLLAR et al., 1986).

Estudos realizados em paises como Estados Unidos e nos continentes europeu e
asiatico mostram que a SOP é mais comum em mulheres jovens e obesas, e esta
associada a um maior risco de DM2, doencas cardiovasculares e infertilidade. Além
disso, pode estar relacionada com grupos étnicos especificos, como é citado no
estudo de Engmann et al. (2017), no qual as mulheres hispanicas com SOP possuem
um fendtipo mais grave, com maior prevaléncia de RI, hiperglicemia e
hiperandrogenismo do que mulheres SOP brancas nao hispanicas. Mulheres negras
com SOP nao hispanicas possuem o fenotipo com menor sintomatologia (AZZIZ et al.,
2016). Ha ainda outros fatores que sao considerados de risco para o seu
desenvolvimento, como: baixo peso ao nascer, exposicdo uterina a andrégenos,
rapido ganho de peso apds o nascimento, menarca precoce, e adolescéncia com
indice de massa corporea (IMC) alto, fazendo com que a hipétese de que aspectos
ambientais, incluindo a dieta e exposicdo a esterdides sexuais, associados a uma
predisposi¢cao genética, possam desencadear a sindrome (MANIQUE & FERREIRA,
2022; MUJICA et al., 2020).

E visto que o pico da incidéncia de SOP ocorre entre 18 e 30 anos de idade, uma vez
tratar-se de faixa etaria reprodutiva. E uma fase em que as mulheres possuem maior
preocupagao em encontrar um parceiro, dar inicio a vida sexual e formar uma familia.
Desta forma, a condigdo pode ocasionar efeitos negativos sobre a aparéncia fisica e
comprometer a fertilidade, causando ansiedade e disturbios psicossexuais. Também
esta associada a um maior risco de complicagdes durante a gestagdo, como diabetes
gestacional, pré-eclampsia e parto prematuro (AZEVEDO, 2016; GANIE et al., 2019;
BEDNARSKA & SIEJKA, 2017). Além disso, é a causa mais comum de hirsutismo,
sendo responsavel por até 80% dos casos. A presenca do hirsutismo possui um
impacto negativo sobre a autoestima e a identidade feminina (AZEVEDO, 2016).
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Levando em consideragdo os critérios diagndsticos da Sociedade Europeia de
Embriologia e Reprodu¢do Humana e da Sociedade Americana para Medicina
Reprodutiva (ESHRE/ASRM) (SIRMANS & PATE, 2013) utilizados atualmente, até
70% das mulheres afetadas podem n&o ser diagnosticadas (MARCH et al., 2010), e
uma explicacao para este fato seria de que a SOP possui caracteristicas bastante
heterogéneas, impossibilitando muitas vezes a determinagéo definitiva do que é uma

causa e o que € um efeito no desenvolvimento da patologia (LIZNEVA et al., 2016).

As variagdes na prevaléncia da SOP relatada entre os paises nos estudos podem ser
explicadas em parte pelas diferengas étnicas, pela variedade de abordagens usadas
para definir a populacdo estudada e pela aplicagdo de diferentes critérios de
diagnostico (LIZNEVA et al., 2016). No entanto, por desencadear disturbios
metabdlicos, € visto que nas populagdes que apresentam IMC menores e possuem
baixa prevaléncia de DM2, o risco de desenvolvimento de SOP provavelmente é
menor, uma vez que a historia familiar constitui um fator de risco importante para o
seu desenvolvimento, sugerindo assim, que os fatores genéticos exercem um papel
importante em sua etiologia (EHRMANN et al., 2005).

Estudos destacam que o aumento da RI esta presente em pelo menos 60% das
mulheres com SOP e vem sendo considerada, junto com o hiperandrogenismo, a base
fisiopatoldgica da doenca (FERNANDES, 2017). A obesidade, observada em até 50%
dos casos, pode estar associada a niveis elevados de insulina, que semelhantemente
ao LH, é estimulador da secregédo de androgénios pela teca (MUJICA et al., 2020). A
SOP e a sindrome metabdlica possuem caracteristicas semelhantes como o
desenvolvimento de RI, DM2 e obesidade, por isso, prevaléncia dessa sindrome é
quase trés vezes maior em mulheres com SOP (MANIQUE & FERREIRA, 2022).

Algumas evidéncias sugerem que adolescentes que possuem menstruagao irregular
desde os 14 a 19 anos estao pré-dispostas a um risco aumentado de desenvolvimento
de SOP, principalmente quando sao obesas ou apresentam niveis elevados de LH
(LIZNEVA et al., 2016; VAN HOOFF et al.,, 2004). Além disso, & geralmente
reconhecido que a obesidade aumenta os disturbios menstruais e o
hiperandrogenismo, enquanto a redugdo de peso reduz os sinais clinicos
(BEDNARSKA & SIEJKA, 2017; GANIE et al., 2019).
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2.3 Tratamento da SOP

As pacientes que possuem SOP, geralmente, procuram servigos meédicos para
orientagdo e tratamento pelos ciclos menstruais irregulares, acne, hirsutismo e
infertilidade (MANIQUE & FERREIRA, 2022).

Segundo o Ministério da Saude (2019), a identificacdo dos fatores de risco da doenca
em seu estagio inicial e o encaminhamento precoce e adequado para o atendimento
especializado dao um carater essencial para um resultado terapéutico e prognostico
satisfatérios dos casos de SOP. Os tratamentos utilizados para manejo clinico dos
sinais e sintomas possuem o objetivo de melhorar os niveis hormonais e metabdlicos
para melhora da qualidade de vida e a saude em geral a longo prazo, evitando a
incidéncia de complicagdes, como as ja citadas (FERNANDES, 2013; MINISTERIO
DA SAUDE, 2019).

O tratamento de primeira escolha consiste em intervengdes no estilo de vida, incluindo
a pratica de atividades fisicas regulares e o acompanhamento nutricional, para assim,
ocorrer o controle do peso corporal, ja que pacientes com SOP podem possuir
sobrepeso ou obesidade que dificultam a melhora do quadro (MANIQUE &
FERREIRA, 2022).

E descrito que as mudancas no estilo de vida podem melhorar os niveis hormonais e
metabdlicos, diminuindo os niveis de andrégenos e, consequentemente, ocasiona
regulacdo dos ciclos menstruais. Deve também haver suspensdo do consumo de
tabaco e de bebidas alcodlicas. Entretanto, o grande problema neste tipo de
tratamento, é sua adesao baixa e alto grau de recaidas pelas pacientes (CAROLO et
al., 2017).

As opgodes farmacoldgicas para o tratamento incluem anticoncepcionais orais (ACOs),
sensibilizadores de insulina, como a metformina, farmacos que possuem efeitos
antiandrogénicos, como a espironolactona, e medicamentos topicos para hirsutismo e
acne. O uso de ACOS constitui-se em um dos tratamentos mais comumente prescritos

para tratar a sintomatologia relacionada a SOP, particularmente a irregularidade



20

menstrual e o hirsutismo (FERNANDES, 2013), facilitando a contracepgdo no
momento seguinte, que € fundamental quando sdo associados aos antiandrogénios.
Sua acao € caracterizada pela supressao da secrecdo e sintese dos horménios
ovarianos e aumento da sintese de SHBG (ARMANINI et al., 2022). Entretanto, a forte
presenca de comorbidades e os fatores de risco cardiovasculares podem contraindicar
0 uso desta classe de medicamentos, pois o risco da utilizagdo pode ser maior que o
seu beneficio da redugao dos sintomas citados, uma vez que a utilizagdo em excesso
de estrogénio pode piorar a resisténcia a insulina (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Por mais que a resisténcia insulinica ndo represente um dos critérios diagnodsticos, ela
é considerada um alvo de tratamento muito importante (ARMANINI et al., 2022). Os
sensibilizadores de insulina, possuem um o6timo beneficio em relacdo aos efeitos
positivos para diminuigao dos riscos cardiovasculares e da resisténcia a insulina, mas
nao garantem a contracepgéao (SILVA et al., 2006). Sdo farmacos recomendados para
o tratamento das irregularidades menstruais em pacientes que apresentem alteragdes
metabdlicas de risco para o uso de ACOs, e para pacientes em que as mudancas de
estilo de vida sejam falhas na melhoria do quadro (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O sensibilizador de insulina mais utilizado na SOP é a metformina, em funcéo da sua
segurancga e eficacia apresentada. E utilizado comumente no tratamento do DM2,
sendo considerado um “medicamento essencial” pela Organizagdo Mundial da Saude.
E o hipoglicemiante cujos estudos demonstram uma melhora efetiva no controle
glicémico em pacientes com DM2 e raramente causa hipoglicemia, devido ao seu
notavel perfil de seguranca (AL-KURAISHY et al., 2022; LV & GUO, 2020; UDHANE,
2017).

A metformina exerce seus efeitos principalmente pela supressdo da producao
hepatica de glicose, por meio de vias dependentes de AMPK (LV & GUO, 2020). Além
de aumentar a utilizagdo da glicose nos tecidos sensiveis a insulina, ela diminui a
neoglicogénese hepatica, reduzindo os niveis plasmaticos de insulina e regulando a
homeostase. Além disso, espera-se que este farmaco ocasione uma diminui¢cao do
risco cardiovascular (ARIE et al., 2009). O seu efeito em pacientes que possuem SOP
nao esta bem definido, dependendo da populagéo de estudo, mas sabe-se que pode
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contribui para reducdo de medidas antropométricas, como IMC e relagcido cintura-
quadril (RCQ) (OUYANG et al., 2020), e atualmente € utilizada na pratica clinica.

Entretanto, os seus efeitos sdo cada vez mais comprovados em auxiliar na
restauracéo da fung&o ovariana e melhorar o perfil metabalico, principalmente quando
ha mudanca no estilo de vida. Estudos mostram que a metformina pode melhorar o
estado inflamatdrio por seu efeito anti-inflamatorio, e, ainda, trazer melhorias indiretas
em relagdo aos sintomas psicologicos de depressdo e transtornos psiquiatricos,
justamente pela melhoria dos aspectos hormonais e metabdlicos (ARMANINI et al.,
2022; MAZZA et al., 2013). No estudo de Udhane et al. (2017), foi demonstrado que,
em pacientes que possuem SOP e DM2, a metformina n&o s6 melhorou os sintomas
do diabetes, como restaurou a ovulagdo e reduziu os sintomas ligados ao
hiperandrogenismo. E ainda, em outro estudo, o farmaco produziu um efeito redutor

no peso corporal das pacientes com SOP (LV & GUO, 2020).

Outra classe de farmacos utilizada sdo os antiandrogenos, e os mais comumente
utilizados sdo o acetato de ciproterona e a espironolactona. A espironolactona deve
ser o medicamento de primeira escolha devido aos seus beneficios anti-inflamatorios
e por agir bloqueando efeitos dos horménios masculinos, como alopecia, hirsutismo e
acne (MAZZA et al., 2013). Levando em consideracgao os sinais e sintomas clinicos da
SOP, Armanini et al. (2022) descreveram um fluxograma relacionando os sinais
classicos da SOP com os farmacos de escolha para o tratamento (Figura 2).

Figura 2. Fisipatologia da SOP e potenciais farmacos utilizados para melhora do quadro cinico.
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Outra opgéo de tratamento considerada € a cirurgia bariatrica, para aquelas que
possuem obesidade grave, quando a redugao significativa de peso corporal pode ser
dificil de ser alcangada e mantida. Ha evidéncias de beneficios nos principais sintomas
da SOP, como melhora no hirsutismo, fertilidade, parametros hormonais (LH,
androgénios) e bioquimicos (HU et al., 2022; MINISTERIO DA SAUDE 2019).

Apesar da fisiopatologia da SOP ainda n&o ser bem compreendida, ha uma
diversidade de manejos clinicos para melhora dos sinais e sintomas provocados pela
mesma. Entretanto, € importante conscientizar que a terapia escolhida deve ser
individual, principalmente por ser uma condi¢do endocrina bastante heterogénea e
possuir mais de dois fendétipos. Para indicacdo do tratamento, € imprescindivel
verificar o histoérico da paciente e ouvir suas principais queixas. Além da resolugao
clinica, a terapia ideal e individualizada deve objetivar a melhora dos aspectos
estéticos e psicoldgicos, além de considerar efeitos a longo prazo (ARMANINI et al.,
2022; WITCHEL et al., 2019)-

2.4 Infertilidade e SOP
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A SOP é considerada a causa de infertilidade anovulatéria de maior frequéncia
feminina, uma vez que 5-20% das mulheres inférteis possuem esta condi¢cao
endocrina (BUTTERWORTH et al.,, 2016; FROMENT et al., 2022). Para muitas
mulheres, esta consequéncia causa diversos efeitos negativos na vida social,
profissional e conjugal (AZEVEDO, 2016).

A disfungdo da ovulagcdo na SOP esta associada a infertilidade e geralmente se
manifesta por oligomenorréia, com menos de oito periodos menstruais por ano, ou
amenorréia, definida como a auséncia de periodos menstruais (BRASSARD et al.,
2008). Porém, alguns estudos ja evidenciaram que mulheres com SOP, independente
do fendtipo apresentado, possuem um potencial reprodutivo mais baixo, porém,
quando ha acesso a tratamentos relacionados a fertilidade, podem atingir o mesmo
tamanho familiar de outras mulheres (HADDAD-FILHO et al., 2023).

A obesidade ou sobrepeso, que acomete essas pacientes, aumenta a pré-disposi¢cao
a infertilidade e a ineficacia nos tratamentos de fertilidade, e, ainda, na presencga de
gravidez, pode ocasionar complicagbes, como pré-eclampsia, diabetes gestacional e
mortalidade infantil, uma vez que agrava mais cronicamente o disturbio ovulatorio,
fazendo com que a gestacgao seja de risco (BUTTERWORTH et al., 2016; HADDAD-
FILHO et al., 2022).

A Rl e o hiperandrogenismo também contribuem fortemente para a reducédo da
fertilidade, sendo ocasionadas por fatores genéticos e/ou ambientais (BARBIERI,
2000). A RI, e consequentemente a hiperinsulinemia compensatoria, estimula as
células da teca, causando maior liberagdo de androgenos e diminuindo a produgéo da
SHBG, ocasionando um aumento ainda maior nos niveis de androgénios,

ocasionando o hiperandrogenismo (MOTTA et al., 2012).

Em relagdo ao hiperandrogenismo, pode-se compreender que além do processo
descrito, ha um aumento de LH, o qual é responsavel pela regulagdo da sintese de
androgénios na teca, fazendo com que ovarios sintetizem preferencialmente
androgénios. Este desbalan¢go hormonal causa infertilidade, principalmente pelo
prejuizo no desenvolvimento folicular (MOTTA et al., 2012)
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Os possiveis tratamentos para melhora do quadro de infertilidade incluem reducéo do
peso corporal, ja que a indugédo da ovulagdo € menos efetiva quando o IMC é maior,
melhora do estilo de vida e administracdo de uma combinacdo de medicamentos para
melhorar a resisténcia a insulina. Portanto, é fundamental que as mulheres com essa
condicdo recebam um acompanhamento meédico adequado para identificar a
abordagem terapéutica para cada caso e aumentar as chances de uma gestacéo
saudavel, uma vez que a possibilidade de gravidez sem o controle metabdlico pode
gerar complicagbes durante a mesma (FROMENT et al., 2022; MANIQUE &
FERREIRA, 2022)

Na revisao sistematica e metanalise realizada pelo nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que a metformina € capaz de reduzir significativamente os niveis de
testosterona total e o index de androgénio livre em pacientes com SOP comparados
a um grupo controle. Além disso, a mesma possui capacidade de diminuigdo da
producdo de biomarcadores bioquimicos do hiperandrogenismo, além da redugéo da
glicemia e aumento da sensibilidade insulinica. Assim, estes dados corroboram a
pratica do uso da metformina para melhorar o status de infertilidade das mulheres com
SOP (FONTES et al., 2023).

2.5 Fator de crescimento e diferenciagao 15 (GDF-15)

O fator de crescimento e diferenciagéo 15 (GDF-15) € uma citocina da familia do fator
de transformacéo de crescimento Beta (TGF-), também conhecida como citocina
inibidora de macrofagos-1 (MIC-1), gene induzivel por drogas anti-inflamatérias nao
esteroides-1 (NAG-1), fator de crescimento transformador da placenta beta (pTGFB),
préstata - fator derivado (PDF), e proteina morfogenética 6ssea da placenta (PLAB).
(BOOTCOV et al, 1997; ROCHETE et al.,, 2021; WISCHHUSEN; MELERO;
FRIDMAN, 2020). Os estudos em relagdo a esta citocina iniciaram ha mais de 20
anos, e seu interesse clinico foi despertado quanto a sua fungao e existéncia de varios
estudos conectando-o com diferentes patologias (EMMERSON et al., 2018; MAY et
al., 2021).
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O eixo fisiopatologico do GDF-15 ainda ndo esta totalmente compreendido, mas sabe-
se da sua associacdo com a inflamacéo e que sua producgao é induzida por estresse
(MAY etal., 2021). Dessa forma, sua expressao € regulada positivamente na presenga
de injuria tecidual e fisioldgica, e seus niveis aumentam principalmente em doencas
inflamatorias (TSAY et al., 2018).

A expresséo da GDF-15 pode ocorrer em praticamente todos os tecidos, o que sugere
sua importancia nas fungdes celulares gerais e basicas. E uma proteina expressa por
cardiomiocitos, adipécitos, macrofagos, células endoteliais e células musculares lisas
vasculares, tanto em condigdes normais, como em condigdes patologicas, em
resposta a lesao tecidual, hipdxia, inflamacao e estresse oxidativo. Entretanto, é
importante salientar que ha maior expressao de GDF-15 na placenta, seguida pela
préstata. E baixos niveis de expressao foram observados na bexiga, rim, cdlon,

estdbmago, figado, vesicula biliar, pancreas e endométrio (WISCHHUSEN et al., 2020).

O GDF-15 tem sido implicado em varios processos inflamatorios e estudos recentes
tém explorado sua relagdo com a inflamagdo em diferentes contextos, incluindo
cancer, doencgas cardiovasculares, doencgas renais e disturbios metabdlicos, como por
exemplo, obesidade, Rl e DM2 (MAY et al., 2021; ROCHETTE et al., 2021).

O aumento em seus niveis pode estar relacionado com a progressao e prognostico
das doengas e alguns fatores, como, idade, tabagismo, e fatores ambientais também
podem elevar estes niveis (ADELA & BANERJEE, 2015). O GDF-15 pode ainda atuar
na sinalizagdo anti-inflamatéria e pro-inflamatoria em diferentes complicagbes
cardiovasculares, sendo associado a um risco aumentado de eventos adversos, como
infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca e morte
cardiovascular ao longo do tempo. Foi demonstrado que o GDF-15 é considerado um
forte biomarcador para avaliagdo da progressdo de doengas cardiovasculares, uma
vez que a sua elevagao promove inflamagédo e angiogénese (AL-KURAISHY et al.,
2022). Aléem disso, foi visto que esta proteina pode ter um papel na inflamagéo
vascular e no desenvolvimento da aterosclerose, uma doencga inflamatéria crénica que

contribui para a maioria das outras doencgas cardiovasculares (BROWN et al., 2002).
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No estudo de George et al. (2016), foi demonstrado que, em pacientes com doenca
arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca, o GDF-15 correlaciona-se a um risco
elevado de eventos adversos e mortalidade total. No entanto, em modelo animal,
observou-se que o GDF-15 possui um efeito protetor contra as lesdes cardiacas por
suas propriedades anti-inflamatorias e antiapoptéticas (KEMPF et al., 2006),
sugerindo que sua elevagao nas doencgas cardiovasculares pode ser consequéncia, e
nao causa, do status inflamatério, com o objetivo de contrabalancear a quebra da

homeostase.

Em relagdo ao cancer, estudos mostram um aumento dos niveis de GDF-15 no cancer
de mama, célon, pancreas e prostata (ADELA & BANERJEE, 2015). Portanto, o GDF-
15 tem sido bastante estudado como um biomarcador prognéstico e como um possivel
alvo terapéutico, sendo considerado uma das proteinas mais superexpressas nestas
patologias (WISCHHUSEN et al., 2020). E caracterizado por regular a inflamagao
ocasionada pelos tumores, o que pode influenciar o crescimento e a progresséo do
cancer. Um estudo mostrou que a administracdo de GDF-15 em camundongos
reduziu o tamanho do tumor e inibiu a inflamacgao local. Além disso, outros estudos
sugerem que o GDF-15 pode estar envolvido na resposta imune antitumoral, o que
pode ter implicacbes para o desenvolvimento de imunoterapias para o cancer
(WOLLMANN et al., 2005).

E compreendido que o GDF-15 pode atuar como um regulador metabédlico nos lipidios
e glicose, aumentando a sensibilidade a insulina e protegendo da inflamacgao crénica
do tecido adiposo, corroborando a hipotese de que seu aumento nas diversas doencas
decorre da tentativa de contra-balancear o efeito inflamatério (ADELA & BANERJEE,
2015). Varios estudos mostraram niveis séricos de GDF-15 aumentados em
individuos que possuem DM2, obesidade e até mesmo em inflamacéo crénica de
baixo grau, que € comum em pessoas com disturbios metabdlicos, podendo ser
correlacionado com o IMC, gordura corporal, glicose e PCR, preditores de doenca
coronariana (DING et al, 2009; DOSTALOVA et al., 2009).

O GDF-15 atua nas células do tecido adiposo e em resposta a sinais anti-inflamataérios,
o GDF-15 é induzido localmente em macrofagos do tecido adiposo branco. Assim, ele

pode ser capaz de reverter a Rl e ocasionar melhora na sindrome metabdlica,
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modulando metabolicamente a fungdo dos macrofagos (WISCHHUSEN et al., 2020).
O aumento do GDF-15 na DM2 pode ser considerado um mecanismo
compensatorio. Em um estudo in vivo em camundongos com diabetes mellitus tipo 1
(DM1) induzida por estreptozotocina, os niveis de GDF15 aumentaram nos primeiros
7 dias. Ja outro estudo de caso-controle em pacientes com DM2 em comparagao a
controles saudaveis, demonstrou-se que os niveis séricos de GDF-15 foram maiores
em pacientes com DM2 e glicemia de jejum alterada, e correlacionados com RI, IMC
e idade (AL-KURAISHY et al., 2022).

Estudos ainda mostram que o aumento de GDF-15 estad correlacionado com a
progressdo de complicagdes diabéticas, incluindo trombose e neuropatia diabética.
No entanto, essa associagao precisa ser verificada em diferentes estudos pré-clinicos
e clinicos para que a proteina seja utilizada como um biomarcador preditor nestes
quadros clinicos (AL-KURAISHY et al., 2022; WISCHHUSEN et al., 2020).

Atualmente, ha uma escassez de estudos relacionando o GDF-15 com a infertilidade.
Uma analise de transcriptoma de blastocistos de pacientes com infertilidade, incluindo
pacientes com SOP, observou que ha diferengas significativas nos genes expressos
relacionados a transducéao de sinal, ligacédo ao receptor, reproducéo, adesao celular e
resposta a estimulos quando comparados aos od6citos de doadoras férteis, incluindo
o gene GDF-15 (McCALLIE et al., 2017). Ma et al. (2022) analisaram o fluido folicular
de pacientes com SOP e observaram aumento de acido araquiddnico, que é um acido
graxo poliinsaturado que possui relacdo com estresse oxidativo, o qual regulou
positivamente a expressao de GDF15, que por sua vez, possuiu um efeito protetor na
inflamacéao, dano tecidual e apoptose. Ja o estudo de Santoso et al. (2021) avaliou
pacientes com infertilidade e endometriose grave e observou que os niveis de GDF-
15 no liquido peritoneal foram mais altos quando comparados ao grupo controle.
Desta forma, por ser uma proteina muito expressa na placenta, o GDF-15 foi sugerido
como um potencial biomarcador para rastreio de complicagcdes relacionadas a
gravidez, como observado no estudo de Yuksel et al. (2018), onde o GDF-15
aumentou em pacientes com pré-eclampsia em resposta a lesdo endotelial causada
por citocinas relacionadas

2.6 Métodos de quantificagao do GDF-15
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Existem varios métodos de analise para a quantificacdo de GDF-15 em amostras
biolégicas, incluindo imunoensaios, espectrometria de massa e técnicas de biologia
molecular para analise de expressao. Os imunoensaios s&o geralmente os mais
amplamente utilizados devido a sua alta sensibilidade e especificidade, os quais
detectam e quantificam a proteina em uma amostra bioldégica usando anticorpos
especificos contra o GDF-15 (MAY et al., 2021). As técnicas de biologia molecular,
principalmente a reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢cao reversa (RT-PCR)
e sequenciamento de RNAs, podem ser utilizadas para medir a expressao de GDF-
15 em amostras de tecidos e podem fornecer informagbes sobre a regulagdo da
expressdo génica em diferentes condigbes clinicas (BARONI, 2014). Ja a
espectrometria de massa € uma técnica avancada que envolve a separacdo das
proteinas presentes em uma amostra bioldgica e a identificagdo e quantificagdo com
base na massa molecular (LACRAJAN et al., 2015). A escolha do método depende da

finalidade da analise, bem como das limitagcbes e recursos disponiveis.

2.5 Metformina e GDF-15

A correlagdo entre os niveis de GDF-15 e os efeitos da metformina vem sendo
estudada nos ultimos anos, principalmente em sua utilizagdo na DM2 e reducéo de

peso.

Estudos de experimentagdo animal ja relataram que a administragcdo oral de
metformina aumenta os niveis de GDF-15 com subsequente atenuagdo do ganho de
peso em resposta a uma dieta rica em gordura em camundongos. Outros estudos
mostraram evidéncias convergentes de que o GDF-15 medeia o efeito da metformina
no eixo do sistema nervoso intestinal para diminuir o peso corporal, inibindo o centro
da fome e induzindo a saciedade (AL-KURAISHY et al., 2022; COLL et al., 2019; LV
& GUO, 2020). Ja um estudo de caso-controle com 1.438 individuos adultos mostrou
que a metformina foi um fator de influéncia chave na elevagéo do GDF-15 sérico, uma
vez que foi aumentado em 40% nos pacientes com DM2 previamente tratados com
metformina (XIAO et al., 2022).

Para Ouyang et al. (2020) e Al-kuraisky et al. (2022), a metformina induz a expressao
de proteinas reguladoras de resposta ao estresse celular e como consequéncia, ha
estimulo da secregcdo do GDF-15 circulante. Assim, a proteina se liga ao seu receptor
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exclusivo GFRAL e ao co-receptor RET no tronco cerebral. Este complexo de
sinalizagao intracelular do GDF-15-GFRAL-RET leva ao controle do peso e aumento
da sensacado de saciedade. A relacao entre metformina e GDF-15 no controle
glicémico esta demonstrada na Figura 3, na qual a metformina aumenta a expresséo
de GDF-15, no intestino delgado e no rim, que ativa o receptor da familia do fator
neurotroéfico derivado da glia (GDNF) no cérebro, ocasionando a diminui¢gao do apetite
e consequentemente a redugdo de peso. Além disso, ativa a proteina monofosfato
quinase ativada (AMPK) e é capaz de modular a flora bacteriana, que por sua vez,

aumenta a liberacao de peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1).

Figura 3. Mecanismos de redugao dos niveis séricos de glicose e de peso corporal pelo uso de

metformina sob agao do GDF-15.
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Fonte: Adaptado de AL-KURAISHY, Hayder M. et al., 2022.

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral:

Avaliar os niveis de GDF-15 em pacientes com sindrome dos ovarios policisticos
(SOP) e a sua relagdo com o uso de metformina, bem como propor vias metabdlicas
de acado da GDF-15 no contexto da sindrome.

3.2 Objetivos Especificos:

1. Comparar os niveis de GDF-15 entre um grupo de mulheres com SOP e um grupo
controle;

2. Comparar os niveis de GDF-15 em mulheres com SOP tratadas e nao tratadas
com metformina.

3. Realizar um estudo de vias metabdlicas nas quais o GDF-15 tem participacéo e

propor mecanismos relacionados a SOP.
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CAPITULO 1

GDF-15 IN PATIENTS WITH POLYCYSTIC
OVARY SYNDROME (PCOS) TREATED WITH
METFORMIN: A CASE-CONTROL STUDY
AND PATHWAY ANALYSIS

ABSTRACT



32

Background: Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is endocrine disease related to
metabolic, reproductive and psychological manifestations. GDF-15 is a cytokine
associated with metabolic and inflammatory disorders. Metformin is commonly used in
the treatment of PCOS. Aim: We investigated the relationship between GDF-15 and
PCOS, the effect of metformin on GDF-15 levels, and possible biological pathways
related to GDF-15. Methods: In this study, 35 women with PCOS and 32 healthy
controls were included and GDF-15 levels were compared between these groups.
Besides, samples from 22 PCOS patients treated with metformin (n=7) or placebo
(n=15) in a previous randomized clinical trial were included in this analysis. GDF-15
levels were analyzed by the MILLIPLEX®. The biological pathways related to GDF-15
were evaluated using STRING, SIGNOR and Pathway Commons datasets. The
statistical analysis was conducted in SPSS software. Results: GDF-15 levels were
higher in the PCOS group compared to controls (p=0.039). In women with PCOS
treated with meftormin, GDF-15 levels were higher than in those treated with placebo
(p=0.007). After an overlapping of GDF-15-related proteins between the datasets, we
found a significant interaction with proteins related to PCOS and its complications,
such as estrogen response, oxidative stress, ovarian infertility, IL-18, IL-4, AGE/RAGE,
leptin, TGF-beta, adipogenesis and insulin. Conclusion: The findings suggest that
there is a relationship between GDF-15 and PCOS, and that metformin treatment could
increase the GDF-15 levels. Also, GDF-15 could participate in biological pathways
related to complications of PCOS.

Keywords: GDF-15; polycystic ovary syndrome; metfomin; biological pathways.

1. INTRODUCTION



33

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is considered the most common endocrine
condition in reproductive age and affects approximately 5% to 18% of women in this
period. PCOS is an important public health problem due to the current prevalence and
comorbidities [1,2]. Its characterization is based on the presence of at least two of the
three clinical aspects defined by the Rotterdam criteria: (1) chronic oligo or anovulation,
(2) clinical and/or laboratory hyperandrogenism, and (3) ultrasonographic
characteristics of polycystic ovaries and/or ovarian volume > 10 mL [1,3].

In addition to these core symptoms and signs, PCOS may have many clinical
manifestations [4], such as precocious puberty, infertility and pregnancy complications
[5,6]. Its metabolic features include primary insulin resistance on muscle and adipose
tissue, with compensatory hyperinsulinemia, associated with intrinsic dysfunction of 8
cells, type 2 diabetes mellitus (DM2), dyslipidemia, non-alcoholic fatty liver disease,
increased risk of cardiovascular diseases, obesity and metabolic syndrome are also
described [7,8]. Psychological characteristics are demonstrated mainly by the
development of anxiety, depression and non-acceptance of body image [3]. PCOS is
also associated with low-grade chronic inflammation, which has a persistent condition,
due to prolonged exposure to inflammatory stimuli, as occurs in chronic
noncommunicable diseases [9]. These stimuli activate inflammatory cells, such as

macrophages, and induce the production of cytokines related to inflammation [10,11].

Growth and differentiation factor 15 (GDF-15) is a cytokine of the transforming growth
factor beta (TGF-) family that has been increasingly studied for its relationship with
several physiological and pathological processes, including stress-induced
inflammation, cardiovascular diseases, kidney diseases and obesity, probably in a
counter-regulatory way [12-16]. In fact, GDF-15 can regulate lipid and glucose
metabolism, increasing insulin sensitivity and protecting against chronic inflammation

of adipose tissue [17].

Metformin, from the biguanide class, is one of the drugs commonly used in the
treatment of type 2 diabetes mellitus (T2DM) and other diseases like PCOS, due to its
excellent tolerability and safe profile for the patients [18,19,20]. There is evidence that
in patients with PCOS and T2DM metformin not only improved the clinical symptoms
of diabetes but also restored ovulation and reduced symptoms linked to
hyperandrogenism [19]. The correlation between GDF-15 levels and the effects of
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metformin has been studied in recent years, mainly in T2DM control and weight
reduction [21, 22], food intake [23], coronary artery disease and cancer [24]. However,
it is still unclear how GDF-15 levels change in the presence of PCOS and/or in
response to metformin treatment in people with this highly prevalent condition.

Considering that GDF-15 is related to inflammatory and metabolic diseases, our
hypothesis is that GDF-15 could be associated to PCOS and its complications. In
addition, we investigated the effect of metformin on GDF-15 production and possible
biological pathways, in which GDF-15 could be related to the pathophysiology of the

syndrome.

2. METHODS

2.1 Subjects

We initially performed a prospective, cross-sectional study comparing 35 women with
PCOS and 32 healthy controls (Table 1). Patients with PCOS were recruited at the
Hyperandrogenism Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG), according to the inclusion criteria: patients aged
18 to 40 years and diagnosed with PCOS according to the criteria established by the
ESHRE/ASRM PCOS Consensus Workshop Group diagnostic criteria (oligo /
amenorrhoea, clinical and/or laboratory hyperandrogenism and ultrasonographic
morphology of polycystic ovaries) [25]. Participants who had a previous diagnosis of
T2DM, adrenal, kidney, liver, thyroid disorders, tumors, acute inflammatory reaction,
hyperprolactinemia (prolactin >40 ng/mL), hypogonadism, pregnancy, treatment with
steroid and non-steroidal anti-inflammatory drugs, isotretinoin, cyclosporine,
antiretroviral, insulin and oral contraceptives were excluded. The controls were
recruited from the UFMG community, including women aged between 18 and 40 years,

without PCOS, and following the same exclusion criteria.

To assess the regulation of metformin on GDF-15 levels in women with PCOS we
retrieved serum samples from a previous randomized clinical trial (RCT) [26], which

had the same inclusion and exclusion criteria mentioned above. The participants were
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randomly assigned to receive 60 days of treatment with metformin (Glifage XR, Merck,
1,500 mg, single daily dose at night, n = 7), or placebo tablets (n = 15). The samples
were obtained at end of the treatment.

2.2 Ethics

This study was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Minas
Gerais (Protocol ID 0379.0.203.00-11). The previous RCT was also registered at the
Brazilian Clinical Trials Registry, REBEC (Primary ID Number RBR-47tvky) and
Brazilian Ministry of Health Human Research Registry (Protocol ID
17127713.2.0000.5149). Informed consent was obtained in all cases. The protocol was
in accordance with the Declaration of Helsinki.

2.3 Biochemical determinations

Venous blood samples were collected after fasting for 12 h. The samples were
centrifuged at 2500 g for 20 min at 4 °C to obtain the plasma (EDTA or citrate) or
serum. Aliquots were stored at —80 °C until use.

The determination of glucose, total cholesterol (TC), high-density lipoprotein
cholesterol (HDLc), triglycerides (TG) and C-reactive protein (CRP) were performed
through the Vitros System (Johnson & Johnson, New Brunswick, NJ, USA). Low-
density lipoprotein cholesterol (LDLc) and very low-density lipoprotein cholesterol
(VLDLc) levels were estimated. Insulin and total testosterone were measured through
immunoassays in the ARCHITECT equipment (Abbott, Chicago, IL, USA). All

determinations were performed following the manufacturer's instructions.

Weight was measured using a calibrated scale. Height was measured with a rigid
stadiometer and waist circumference with a tape measure. The Lipid Accumulation
Product Index (LAP) was calculated using the following formula: LAP = [waist
circumference (cm) - 58] x TG (mmol/L). Finally, the HOMA-IR index (assessment of
the homeostatic model for insulin resistance) was calculated using the formula: HOMA-
IR = [insulin (mU/L) x glucose (mM/L)]/22.5.
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2.4 GDF-15 levels determination

Plasma samples in citrate-coated vacuum tubes were obtained from the individuals
that participated of the cross-sectional evaluation while serum samples were used from
the RCT study. Aliquots were stored at -80 °C until use. GDF-15 levels were analyzed
using the MILLIPLEX® MAP Human Cardiovascular Disease Magnetic Bead Panel 2
kit (Kit Catalog # HCVD2MAG-67K, Merck, Millipore, Darmstadt, Germany) following
the manufacturer's instructions. The equipment used was the MagPix® (Luminex
MAGPIX system, Luminex Corporation, Austin, TX, USA). Concentrations were
determined after fitting the standard curve using the MILLIPLEX® Analyst Software.
The method presents a coefficient of variation intra-assay = 3.1% and inter-assay =
11.2%; sensitivity = 0.0006 ng/mL.

2.5 Metabolic Pathways
In order to develop an integrated understanding of the proteins related to GDF-15

pathways and PCOS, we applied a network biology approach using the databases:

SIGNOR (https://signor.uniroma?2.it/) and Pathway Commons

(https://www.pathwaycommons.org/). The proteins that interact with GDF-15 from both

databases were overlapped and STRING (https://string-db.org/) database showed

significant biological pathways related to these interactions (p value <0.050).

2.6 Statistical Analysis

Analyzes were performed using the SPSS package (version 21.0 for 10S; Chicago,
lllinois, USA). Data were expressed as mean = SD or median (interquartile range) as
appropriate. The normality of quantitative variables was assessed using the Shapiro-
Wilk test. To determine the difference between the groups, the T Test was used for
normal data and the Mann-Whitney test for non-normal data. The level of statistical

significance was considered as p value < 0.05.

3. RESULTS
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The clinical and laboratory characteristics of the participants are described in Table 1.
We observed higher values for insulin, HOMA-IR, CPR and total testosterone levels in
the PCOS group compared to controls (all p<0.050). PCOS group presented higher
body mass index (BMI), abdominal circumference and LAP (all p<0.05). There was no
significant difference for the other parameters when comparing the two groups
(p>0.05). The characteristics of the metformin RCT participants are detailed in Oliveira
et al. (2020) [26].

GDF-15 levels in the PCOS group [6.11 (IQ=10.35) ng/mL] were higher compared to
controls [3.62 (1Q=5.67) ng/mL] (p=0.039) (Figure 1A). In PCOS group, the GDF-15
showed significant correlation only with VLDL-c (r=0.457, p=0.010) and triglycerides
(r=0.451, p=0.010). Furthermore, in the group of women with PCOS previously treated
with meftormin, GDF-15 levels were higher [1.89 (1Q=2.73) ng/mL] compared to the
group of PCOS women untreated [1.18 (1Q=2.73) ng/mL, p=0.007, Figure 1B].

After an overlapping of proteins related to GDF-15 in the different datasets, we found
a significant interaction of GDF-15 with Transcription factor SP1 (SP1), MAP kinase-
activated protein kinase 14 (MAPK14), Early growth response protein 1 (EGR1),
CCAAT/enhancer-binding protein beta (CEBPB), and Cyclic AMP-dependent
transcription factor ATF-3 (ATF3) proteins (p =1.14e-11) (Figure 2). In common with
PCOS pathophysiology and its complications, the pathways that showed significant
relationship were namely (FDR - false discovery rate): Estrogen (0.0032), Oxidative
stress response (0.0049), Ovarian infertility (0.0049), IL-18 (0.0049), IL-4 (0.0081),
ratio advanced glycation end products and its receptor AGE/RAGE (0.0109), Leptin
signaling pathway (0.0110), TGF-beta pathways (0.014), Adipogenesis (0.0265), and
Insulin signaling (0.0335).

4. DISCUSSION

The present study demonstrated that patients with PCOS had higher levels of GDF-15
compared to healthy women. Additionally, the use of metformin was associated with
higher GDF-15 levels compared to placebo. This protein seems to be involved in
biological pathways related to inflammation, glucose metabolism, adipogenesis and
infertility, which also participate in the pathophysiology of PCOS.
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GDF-15 expression is increased in cardiovascular diseases and metabolic disorders,
probably in a counter-regulatory process to reestablish the homeostasis [13,16].
Previous studies involving GDF-15 and PCOS found that it may provide a link between
the risk of developing diabetes and cardiovascular disease [27], has a protective effect
against inflammation and tissue damage [28], plays an important role in response to
insulin [29], and yet, could be a marker of cross-regulation between bone and energy
metabolism [30]. Furthermore, in the early development of PCOS, there is a relative
deficitin GDF-15 levels, which could partly explain the difficulties in controlling the body
adiposity in this period [31]. In addition, GDF-15 may have anti-inflammatory effects
[32], besides improving body mass index, fasting insulin levels and glucose tolerance
[33].

A positive correlation between GDF-15 and VLDL-c, as well as triglyceride levels was
observed only in the PCOS group, although the levels of these lipids were not different
between the groups. In fact, Luan et al. (2020) showed that GDF-15 stimulates hepatic
triglyceride secretion depended on adrenergic signaling, suggesting that GDF-15
coordinates tolerance to inflammatory damage through regulation of triglyceride
metabolism [34].

GDF-15 levels were even higher in PCOS patients who received metformin treatment
compared to placebo. The results obtained are in agreement with an observational
study where GDF-15 levels increased with metformin treatment in a dose-dependent
manner, suggesting that the use of GDF-15 as a new biomarker for monitoring efficacy
of metformin treatment [35].

In another study, the relationship between GDF-15, the use of metformin and body
weight loss was evaluated, and it was hypothesized that weight loss dependent on
GDF-15 contributes to increasing insulin sensitivity [36]. Coll et al. (2019) observed, in
a clinical study, that the use of metformin for two weeks was able to raise circulating
levels of GDF-15 by about 2.5 times. Using a mouse model, the same study showed
that metformin prevented weight gain in response to a high-fat diet, based on high
circulating levels of GDF-15, concluding that it has beneficial effects on energy balance
and body weight [21].
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In the in silico analysis, GDF-15 showed interaction with SP1, MAPK14, EGR1, CEBPB
and ATF3 proteins, which were related to several signaling pathways like estrogen,
oxidative stress, IL-18, IL-4, AGE/RAGE, leptin, TGF-beta, and mechanisms
controlling adipogenesis and insulin sensitivity. Currently, there are few studies relating
androgenic hormones, infertility and GDF-15. In the study by Faubion et al. (2020) in
men with coronary artery disease, GDF-15 levels were inversely correlated with serum
testosterone levels and testosterone/estradiol ratio. In addition, protein expression was
reduced in the presence of estradiol, which may support the hypothesis of the

relationship of GDF-15 with dysfunctions in the ovarian cycle [37].

Follicular fluid (FF) is a microenvironment for oocyte development and maturation,
since ovarian folliculogenesis is regulated by extra- and intra-ovarian factors. Soucek
et al. (2018) evaluated FF GDF-15 concentration and fertility status from 26 women
undergoing assisted reproduction procedures. GDF-15 levels were not associated with
the patient's fertility status, but granulosa cells secreted GDF-15 into culture media and
primary oocytes displayed cytoplasmic GDF-15 positivity in immunostained ovaries
[38].

GDF-15 is known to be related to stress and inflammation. Its increase may be
mediated by mitochondrial stress, with activation of the AMPK pathway [32]. However,
a study with several inflammatory markers demonstrated that IL-18, but not GDF-15,
was related to the progression of T2DM, with a deleterious effect on insulin production
or action [39]. There are some studies that correlated the increase in GDF-15 with the
increase in IL-4 and insulin resistance [40, 41]. The AGE/RAGE axis, which was also
one of the signaling pathways of GDF-15-related proteins identified in our study, was
inhibited by the increased expression of GDF-15, which also inhibited renal
inflammation in patients with diabetic nephropathy [42].

Regarding glucose metabolism and adipogenesis, we observed a positive association
between GDF-15 and serum lipids, which is in line with evidence showing that GDF-
15 is a prognostic biomarker in metabolic disorders related to obesity [43, 44]. Leptin
is a protein synthesized by adipocytes that acts directly on the hypothalamus reducing
food intake and increasing energy expenditure. Kralisch et al. (2020) observed in an
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animal model that GDF-15 levels were increased in those with lipodystrophy, but when
treated with leptin, there was a reduction in GDF-15 levels. Furthermore, GDF-15 was
increased during physical exercise and was regulated by the glucagon-insulin
relationship [45]. It was also associated with reducing of body weight and improving
blood glucose by increasing the feeling of satiety, through the central intracellular
signaling complex GDF-15-GFRAL-RET. This mechanism also results in a reduction
in hyperinsulinemia, an increase in hepatic sensitivity to insulin and, to a lesser extent,
peripheral sensitivity to insulin, since it increases the use of glucose by the muscle [22,
46].

This study has limitations, such as the origin of the patients from a single center. In
addition, the sample size was not powered to correlate the levels of GDF-15 with the
dose of metformin, making it necessary to expand the study to better understand this
relationship. GDF-15 concentrations were lower in the second set of samples, obtained
from a previous RCT, which could be related to diverse blood collection (plasma versus
serum), suggesting that the methodology is sensitive to the type of sample.
Consequently, a cross validation of the results between the two groups of samples was
not possible. However, to the best of our knowledge, this is the first controlled study of
GDF-15 in PCOS, considering the use of metformin and proposing possible biological
pathways in which GDF-15 is involved in the development of the syndrome and its

complications.

5. Conclusion

The present data suggest that there is a relationship between GDF-15 and PCOS, and
that metformin treatment could increase the GDF-15 levels. Higher GDF-15 levels in
PCOS may help to regulate the complications of the disease, such as insulin
resistance, adiposity and counterbalance the inflammatory process. Metformin
treatment elevated GDF-15 levels, indicating that this protein could be a follow-up
clinical biomarker in patients with PCOS treated with metformin. In addition, GDF-15
is involved in biological pathways related to inflammation, glucose metabolism,
adipogenesis and infertility, all related to PCOS complications.
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Table 1. Clinical and laboratory variables in control and PCOS groups

PCOS Group Control Group

P value
N=35 N=32
Age (years) 31.00 (5.00) 30.50 (14.00) 0.984
BMI (kg/m2) 33.25 (9.54) 22.94 (5.38) <0.001
AC (cm) 106.29 £ 17.85 82.79 £ 14.74 <0.001
LAP 65.49 (58.71) 6.13 (32.42) <0.001
Glucose (mmol/L) 85.00 (14.0) 87.00 (13.80) 0.591

HOMA-IR 2.90 (3.49) 1.54 (1.04) <0.001
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Insulin (uUl/mL) 14.80 (17.38) 7.30 (7.82) <0.001

TC (mmol/L) 193.31 £ 32.71 183.95 £ 42.48 0.499
HDL-c (mmol/L) 49.05 £ 14.70 57.00 £ 11.31 0.134
LDL-c (mmol/L) 114.50 (32,55) 97.00 (55.75) 0.251
VLDL-c (mmol/L) 21.40 (15.55) 18.50 (10.10) 0.540

TG (mmol/L) 106.00 (77.75) 91.00 (49.50) 0.555

Total testosterone (ng/dL)  61.00 (80.13) 28.50 (26.75) 0.033
CRP (mg/dL) 11.00 (12.25) 4.50 (2.00) <0.001

BMI: body mass index. CA: abdominal circumference. LAP: Lipid Accumulation
Product. TC: total cholesterol. HDL-c: high-density lipoprotein. LDL-c: low-density
lipoprotein. VLDL-c: very-low-density lipoproteins. TG: triglycerides. CRP: C-reactive
protein. Significant: p<0.05.

Figure 1. GDF-15 levels (ng/mL) in PCOS group.
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Figure 2. Protein interaction with GDF-15.
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MAPK14

Protein-protein interactions. Each node represents a protein and each line refers to an
interaction. Lines: blue — known interaction of selected databases; pink — known interaction
determined experimentally; green — textmining; black — co-expression. There are 12 potential
protein-protein interactions. Enrichment p value: 1.14e-"".

5. CONCLUSOES
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A SOP é considerada a condi¢gao endécrina mais comum em mulheres em idade fértil,
podendo ocasionar manifestagdes obstétricas resultantes das disfungdes
metabdlicas, uma vez que a auséncia de ovulagao e/ou ciclo menstrual desregulado
impedem a fertilizagdo e a concepgao, tornando a gravidez dificil. Por ser uma
sindrome bastante heterogénea, além do acometimento obstétrico e metabdlico, a
SOP também pode estar associada a doengas cardiovasculares e psicoldgicas. Tem
sido associada ainda a inflamacéo crénica de baixo grau e aumento do tecido adiposo,
principalmente na regido abdominal, sendo uma consequéncia direta do
hiperandrogenismo e da resisténcia insulinica. Entretanto, a patogénese da SOP nao
€ totalmente esclarecida, por ser uma condicdo complexa e multifatorial, incluindo

fatores genéticos, ambientais e transgeracionais.

O fator de crescimento e diferenciacdo 15 (GDF-15) € uma citocina associada com a
inflamacéao e sua producgao é induzida por estresse. Estudos recentes tém explorado
sua relagdo com a inflamacao em diferentes contextos, incluindo cancer, doengcas
cardiovasculares, doengas renais e disturbios metabdlicos, como por exemplo,
obesidade, Rl e DM2. O GDF-15 pode atuar na sinalizagao anti-inflamatoria e pro-
inflamatéria em diferentes complicagbes cardiovasculares, e também como um
regulador metabdlico nos lipidios e glicose, aumentando a sensibilidade a insulina e
protegendo da inflamagao crénica do tecido adiposo. A relagdo entre os niveis de
GDF-15 e os efeitos da metformina vem sendo estudada nos ultimos anos, uma vez
que a utilizacdo do farmaco aumenta os niveis de GDF-15 com subsequente

atenuagao do ganho de peso e controle glicémico.

Neste estudo, as pacientes com SOP apresentaram niveis mais elevados de GDF-15
em comparagdo com individuos saudaveis. O uso de metformina no grupo SOP
elevou ainda mais os niveis de GDF-15, proteina que parece estar envolvida em vias
biolégicas relacionadas a inflamagédo, metabolismo da glicose, adipogénese e
infertilidade, vias que também participam da fisiopatologia da SOP. Como ja esperado,
as pacientes com SOP também demonstraram aumento dos niveis de insulina, PCR,
testosterona, além de maiores valores de IMC, CA, LAP e HOMA-IR.

E demonstrado que a expressdo de GDF-15 fornece uma ligacdo entre o

desenvolvimento de diabetes e risco cardiovascular em mulheres com SOP,
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desempenhando um papel importante na resposta a insulina e controle da
adipogénese e consequentemente perda de peso, além de possui um efeito protetor
contra inflamagéo e dano tecidual. Além disso, em um estudo de monitoramento da
dose de metformina, o GDF-15 foi sugerido como um novo biomarcador para

monitoramento de seu uso.

Sua interagdo com as proteinas SP1, MAPK14, EGR1, CEBPB e ATF3 nos levou a
identificacdo de vias metabdlicas que possuem relagdo com a SOP, como
adipogénese, insulina, estresse oxidativo, infertilidade ovariana e sinalizacdo de
citocinas IL-18, IL-4 e TGF-beta. Em relagdo ao metabolismo da glicose, insulina e
adipogénese, € observado que existe uma associagao positiva entre GDF-15 e os
lipidios séricos, sendo que GDF-15 pode ser considerado um biomarcador prognéstico
em disturbios metabdlicos relacionados a obesidade. Para infertilidade, sabe-se que
a foliculogénese ovariana é regulada por fatores extra e intra-ovarianos e esta proteina
€ secretada pelo tecido oocitario, sendo necessarios estudos em amostras de fluido
folicular para compreensao deste mecanismo. Por fim, ja é reconhecido que o GDF-
15 esta relacionado ao estresse e a inflamacéo, e junto com outras citocinas, se
correlaciona na fisiopatologia de doengas metabdlicas como obesidade, resisténcia
insulinica e DM2.

Assim, o GDF-15 tem apontado como sendo uma proteina relacionada as

complicagdes da SOP, podendo ser um potencial alvo terapéutico no tratamento da

sindrome.

6. PERSPECTIVAS
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1) Ampliar o estudo para outras populagdes
2) Avaliar os niveis de GDF-15 segundo a dose de metformina
3) Realizar estudos in silico de possiveis moléculas que possam mimetizar a agéo do

GDF-15.
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Pestana, Ana Lucia Candido, Fabio Vasconcellos Comim, Flavia Ribeiro
Oliveira, Claudia Natalia Ferreira, Fernando Marcos dos Reis, Karina
Braga Gomes

apresentaram o Poster intitulado Analise dos niveis de GDF-15 em pacientes com Sindrome do
Ovarios Policisticos (SOP) tratadas com metformina. no Congresso ENDOFEMININA - Encontro

de Endocrinologia Feminina, que ocorreu nos dias 31 de marco e 1° de abril de 2023.
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A Funda ao édica do edo S rtifica que
Daiane Oliveira § ernan elros ael agalhaes, Jéssica

Diniz Pereira, Ana Luma Candldo, Fabio Vasconcellos Comim,
Fernando Marcos dos Reis, Jéssica Abdo Gongalves Tosatti, Karina
Braga Gomes

apresentaram o Poster e Apresentagao Oral intitulado Escala de ansiedade e depressao em
mulheres com Sindrome dos Ovarios Policisticos: um estudo caso-controle no Congresso
ENDOFEMININA - Encontro de Endocrinologia Feminina, que ocorreu nos dias 31 de margo e 1°
de abril de 2023.
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, PARA OS DEVIDOS FINS, QUE Karina Braga Gomes Borges (orientadora), Fernanda
Medeiros Vale Magalhdes (examinadora) participaram como membros da Comissdo Examinadora da
Monografia de Conclusdo de Curso, intitulada “Analise Dos Atendimentos Realizados Pela Assessoria
Cientifica De Uma Empresa De Diagnéstico In Vitro”, apresentada pelo(a) aluno(a) Mariana Silva

Costa.
Belo Horizonte, 29 de Novembro de 2022.
Professora Ana Paula Lucas Mota Professora Cristiane Alves Silva
Menezes
Coordenadora do Colegiado do Curso de Biomedicina Departamento de Andlises Clinicas e

Toxicolc')gicas

ell Documento assinado eletronicamente por Ana Paula Lucas Mota, Coordenador(a) de curso, em
5 29/11/2022, as 18:51, conforme hordério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

assinatura 4 it
eletrénica n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

e Documento assinado eletronicamente por Cristiane Alves da Silva Menezes, Subcoordenador(a),
Al wno d em 21/12/2022, as 14:58, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do
eletrénica Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

, /sel/controlador externo.php?acao=documento_conferir&id orgao acesso externo 0,
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Updates in diagnosing polycystic ovary syndrome-related infertility
Hélio Haddad-Filho™", Jéssica A. G. Tosatti®, Fernanda M. Vale®, Karina B. Gomes® and Fernando M. Reis®

*Graduate Program in Surgery, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil; "Department of Medicine, Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Brazil; ‘Department of Clinical and Toxicological Analyzes - Faculty of Pharmacy, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brazil; “Divisien of Human Reproduction, Department of Obstetrics and Gynecology, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brazil

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Polycystic ovary syndrome (PCOS] is a condition that affects approximately 13% of reproductive  Received 12 October 2022
age women and is characterized by androgen excess, menstrual irregularity and altered ovarian morphology.  Accepted 3 February 2023
PCOS presents a complex etiology and pathophysiology, which still requires a detailed investigation of .00
biochemical signatures to identify the molecules and mechanisms that govern it PCOS; infertility; ciagnasis;
Areas Covered: This narrative review summarizes the main molecular alterations found in the ovarian  joyicuiar fluid: biomarker:
follicular fluid, endometrium and placenta of women with PCOS, and the genotypes potentially  polymaorphism
associated with the outcome of infertility treatments in PCOS.

Expert Opinion: PCOS s associated with multiple alterations in growth factors, sex steroid hormones,

reactive oxygen species, proinflammatory cytokines and adipokines, which contribute to follicle amest/

anovulation or suboptimal corpus luteum function, and ultimately to menstrual irregularity and hyper-

androgenic symptoms. A panel of PCOS biomarkers should include, besides ovarian products, markers

of adipose tissue function, insulin resistance, vascular health, and low-grade chronic inflammation. The

effects of ovarian stimulation drugs on infertile women with PCOS are likely to be modified by genetic

factors, but the available evidence is heterogeneous; therefore, future studies should evaluate standard

treatments and pre-specified outcomes of interest to provide more conclusive answers.
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