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RESUMO

Introducéo: Na SOP o hiperandrogenismo pode ter origem na supra-renal,
ovarios ou ter fonte mista, adrenal e ovarios. Hiperandrogenismo ovariano
parece ser mais comum, mas até metade das pacientes pode ter participacdo
adrenal, na producdo elevada dos androgénios. Objetivo: Reavaliar a
funcdo adrenal em pacientes com SOP, apds a introducdo dos critérios de
Roterdd modificados. Material e Métodos: Estudo descritivo, corte
transversal, incluindo 53 pacientes com idade 26 + 5,1 anos. Glicose,
hemoglobina glicada, lipidios estradiol, progesterona, androstenediona, 17-
OHP4, DHEAS, FSH, LH, TSH, PRL, tiroxina livre, insulina, testosterona
total e SHBG foram dosados. Resisténcia a insulina foi admitida com
HOMA-RI >2,8. A resposta adrenal a cortrosina foi avaliada pelo
incremento observado aos 60 min e pelo célculo da area sobre a curva. As
atividades das enzimas envolvidas na esteroidogénese adrenal foram
examinadas pela razdo produto/precursor. Resultados: As 53 pacientes
pesavam 75,7 +8,8kg, IMC de 30,1+7,8 e razdo cintura quadril de 0,8+0,1.
O volume ovariano foi de 11,5+4,3cm3. Hiperandrogenismo bioquimico foi
encontrado em 43/53 (81,1%) delas. Trinta trés mulheres apresentaram
hiperandrogenismo adrenal (62,2%). Estas 33 mulheres, idade de 25,1+5,0
anos, pesavam de 74,9+14,9kg, IMC 28,8+6,0 e razdo cintura/quadril de

0,8+0,1. O volume ovariano foi de 12,1+3,9cm3. DHEAS foi >6,7nmol/I

xiii



em 13(39,4%) e a androstenendiona foi >8,7nmol/l em 31/33(93,9%). Os
incrementos de 17-OHP4, cortisol, A e progesterona foram de 163%,153%,
32% e 79%, respectivamente. HOMA-RI foi >2,8 em 14(42,4%). N&o se
encontrou correlagéo entre insulina e estradiol com cortisol ou androgénios.
O exame das razoes produto/precursor identificou atividade discretamente
anormal nas enzimas 3B-HSD e P450c 17a. Conclusdes:
Hiperandrogenismo bioguimico com participacdo adrenal foi encontrada
em 62,2% das pacientes e resisténcia a insulina em 42,4%. Hiperatividade
adrenal na secrecdo da 17-OHP4 e cortisol foi encontrada em 21% e 90%

das pacientes, respectivamente.

Palavras-chaves: Hiperandrogenismo, sindrome dos ovarios policisticos,
resisténcia a insulina, cortrosina, glandulas supra-renais, hormonio
adrenocorticotrépico-ACTH.
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ABSTRACT

Introduction: In PCOS, the androgen excess might be secreted in the
adrenal gland, ovaries, or have mixed source, adrenal and ovary. Ovarian
hyperandrogenism appears to be more common, but up to half of patients
may have adrenal involvement in greater androgen production. Objective:
To reassess the adrenal function in patients with PCOS, after the
introduction of the modified criteria of Rotterdam. Material and Methods:
Descriptive cross section study, including 53 patients aged 26 + 5.1 years.
Glucose, glycated hemoglobin, lipids, estradiol, progesterone, 17-OHP4,
DHEAS, FSH, LH, TSH, PRL, free thyroxine, insulin, total testosterone
and SHBG were measured. The adrenal hormone response to cortrosyn was
assessed by the hormonal rise observed at 60 min, and by the area under the
response curve .The enzyme activities involved in the adrenal
steroidogenesis were examined by the product / precursor ratio. Results:
The mean weight of the 53 patients was 75.7 = 8.8 kg, BMI 30.1 = 7.8 and
waist / hip ratio of 0.8 £ 0,1. The ovarian volume was 11.5 + 4.3 cm 3.
Biochemical hyperandrogenism was found in 43/53 (81%) of them. Thirty
three women had adrenal hyperandrogenism (62.2%). These 33 women,
aged 25.1 + 5.0 years had weight of 74.9 £ 14.9 kg, BMI 28.8 + 6.0 and
waist / hip ratio of 0.8 = 0,1. Their ovarian volume was 12.1 = 3.9 cm 3.

DHEAS was> 6.7 nmol / | in 13 (39.4%) and androstenendiona was> 8.7

XV



nmol / | in 31/33 (93.9%). The increments of 17-OHP4, cortisol, A and
progesterone were 163%, 153%, 32%, and 79%, respectively. HOMA-IR
was> 2.8 in 14 (42.4%). No correlation was found between insulin and
estradiol with cortisol or androgens. The product / precursor ratios
identified slightly abnormal 3B-HSD and 17a-hidroxilase activities.
Conclusions: Biochemical hyperandrogenism with adrenal involvement
was found in 62.2% of PCOS patients. Insulin resistance was found in
42.4%. Adrenal hyperactivity in 17-OHP4 pathway and cortisol secretion

was found in 21% and 90 %, respectively.

Keywords: Hyperandrogenism, polycystic ovary syndrome, insulin
resistance, cortrosyn, adrenal glands, adrenocorticotropic hormone-ACTH.
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1-Introducéo

A Sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é uma complexa alteracdo
genética e enddcrina que acomete mulheres em idade fértil. Tem como
principais manifestacbes clinicas, a infertilidade anovulatoria, disfuncédo
menstrual, acne e/ou hirsutismo (Hull 1987; Azziz 2003). Pode estar
associada com aumento do risco de alteragbes onco-metabdlicas, incluindo
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, diabetes mellitus tipo 11, dislipidemia,
doenca cardiovascular e carcinoma endometrial (Ovalle e Azziz, 2002,
Hardiman et al ., 2003).

Embora a etiologia da SOP seja desconhecida, fatores genéticos e ambientais
tém sido envolvidos (Frank, 2006). Obesidade e resisténcia a insulina sé@o
condi¢Ges comuns entre as pacientes SOP, e tém sido aceitos como potentes
fatores de disfuncdo ovulatéria, clinica e / ou bioquimica de
hiperandrogenemia (Barber, 2006; Pasquali, 2006). Apesar da SOP ser a mais
comum endocrinopatia da mulher na idade reprodutiva, sua fisiopatologia
permanece pouco clara(Tsilchorozidou et al., 2004). A heterogeneidade clinica
e laboratorial das pacientes com SOP reflete bem os maltiplos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos, incluindo alteracdo nas gonadotrofinas e
resisténcia a insulina. Em sintese a etiologia da SOP envolve: 1) disfuncdo no

eixo hipotalamico-hipofise-gonadal, 2) resisténcia a insulina e
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hiperinsulinemia, 3) alteracdo na esteroidogenese ovariana; 4) anormalidades
da esteroidogenese adrenal, e 5)fatores genéticos (Khurshid et al., 2006).

A prevaléncia da SOP, tabela 1, varia entre 2,2% e 28% em diferentes
populacdes (Kousta et al., 1999; March et al., 2010), na dependéncia dos
critérios utilizados na sua definicdo. Prevaléncia de 4% foi verificada entre
mulheres com idade entre 18 e 45anos em um grupo de 277 mulheres norte
Americanas, sendo 4,7% em brancas e 3,4% em negras ( Knochenhauer et al.,
1998). Em varios estudos europeus uma prevaléncia maior tem sido relatada.
Na ilha de Lesbos, na Grécia, foi encontrada em 6,8% (Diamanti-Kandarakis
et al., 1999). Na Inglaterra, entre mulheres de 18-25 anos, a prevaléncia foi de
8,0% (Michelmore et al.,, 1999). Na Espanha um estudo avaliando 157
mulheres brancas foi de 6,5% (Asuncion et al., 2000).

TABELA 1-Prevaléncia da sindrome dos ovarios policisticos em diferentes

populacdes.
Pais Populacao Prevaléncia % Autor
USA 18-45 anos Azziz et al., 2004.
Brancas 8,0
Negras 4.8
Grécia 17-45 anos 6,8 Diamanti-Kandarakis et al.,
1999.
Inglaterra 18-25 anos 8,0 Michelmore et al., 1999.
Espanha 18-45 anos 6,5 Asuncion et al., 2000.
China 20-45an0s 2,2 Chen et al., 2008.
Australia 27-34 anos 11,9 March et al., 2003.
USA 18-45 anos Knochenhauer et al., 1998.
Brancas 4,7

Negras 3,4




20

Uma vez que a populacdo anteriormente diagnosticada com esta
sindrome era muito heterogénea, sua definicdo tem sido matéria de fregiientes
debates nas ultimas duas décadas. A primeira tentativa de padronizar critérios
diagndsticos, proposta em reunido de especialistas, em abril de 1990 o instituto
Nacional de Saude Norte Americano (NHI) em sua primeira conferéncia,
definiu como critérios para diagnosticar a SOP: 1) anovulacdo crbnica, 2)
clinica de hiperandrogenismo (hirsutismo, acne, alopecia androgénica) e/ou
hiperandrogenemia, e 3) exclusdo de causas secundarias como
hiperprolactinemia, disfuncdes na tireoide, alteracbes da funcdo adrenal e
tumores de ovarios ou adrenal (Zawadzki e Dunaif, 1992).

Como esta definicdo ndo fazia mencdo aos aspectos ultra-sonogréaficos
ovarianos, ndo obteve grande aceitacdo na Europa. Assim, as Sociedades
Norte-Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM) e Européia de
Reproducdo Humana e Embriologia (ESHRE) realizaram reunido para
consenso em Roterdd (2003). Esta reunido resultou na proposta consensual de
que o diagndstico da SOP deve incluir pelo menos dois dos seguintes critérios:
a) oligo-ovulacdo ou anovulagdo, b) sinais clinicos ou bioquimicos de
hiperandrogenismo, c) ovarios policisticos ao ultra-som. Como definido pelos
critérios de Rotterdda em 2003, ovarios policisticos tem como significado a
presenca, em pelo menos um ovario, de 12 ou mais foliculos com didmetros

entre 2-9 mm e ou aumento no volume ovariano >10 ml (Dewailly, 1997;
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Carmina et al., 2005) . Esta reunido de consenso manteve 0S mesmos critérios
de exclusdo: hiperprolactinemia, hipo/hipertireoidismo, hiperplasia adrenal
congénita classica e ndo classica, Cushing e tumores de ovario ou adrenal
secretores de androgénios (Roterda, 2004).

Os critérios de Roterda expandiram entdo os do NIH, incluindo
pacientes com mais dois fenotipos pacientes com: (a) ovarios policisticos,
hiperandrogenismo e ovulacdo normal, (b) pacientes com ovarios policisticos e
oligo/anovulacédo, sem sinais de hiperandrogenismo. A possibilidade de que
estes dois fendtipos deveriam de fato ser ou ndo incluidos no diagnéstico da
SOP foi examinada recentemente, quando foi concluido pela inexisténcia de
dados robustos na literatura corroborando com a incluséo dos pacientes apenas
com ovarios policisticos ao ultra-som sem sinais de hiperandrogenismo, ainda
que possam ter oligo ou anovulacéo (Azziz, 2005; Azziz 2006).

Por fim, tem-se atualmente como critérios para definir a SOP: a)
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico b) oligo/anovulacdo e/ou ovarios
policisticos ao ultra-som e c¢) exclusdo de hiperprolactinemia, disfuncdes da
tiredide, hiperplasia adrenal de manifestacdo tardia e tumores de ovério e
adrenal produtores de androgénios (Azziz, 2005; Azziz et al.,2006). Como as
modificacdes enddcrinas e anatdmicas ovarianas instalam-se gradualmente,
deve-se também considerar no diagnostico a existéncia de variacdo temporal

entre o inicio da sindrome e 0 aparecimento do conjunto de sinais e sintomas,
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incluindo o aspecto policistico ovariano (Bloom et al.,2006). Na verdade, do
ponto de vista clinico, sdo extremamente relevantes tanto a documentacdo do
hiperandrogenismo como o local de sua producdo (Medeiros et al, 1995). A
SOP tem se tornado quase sindnimo de hiperandrogenismo, ja que em
mulheres com sinais clinicos de hiperandrogenismo,a prevaléncia desta
sindrome pode ser de até 82% (Azziz et al.,2004).

Como os critérios para se fazer o diagnostico diferencial entre as
sindromes hiperandrogénicas tém mudado com frequéncia, este fato tem
influenciado a classificacdo e prevaléncia das varias alteracGes enddcrinas que
cursam com excesso de androgénios. Até 1980, testes diagndsticos com
bloqueio ou estimulacdo adrenal e ovariano e mensuracao da secrecdo de
androgénios eram muito utilizados no esclarecimento da fonte do
hiperandrogenismo (Maroulis, 1981). Na atualidade, a busca e a definicdo da
fonte do hiperandrogenismo continua importante, j& que algumas condicdes
bem caracterizadas como sindrome de Cushing, tumor secretor de androgénios
e deficiéncia enzimatica classica e ndo classica, necessitam ser excluidas para
se fazer o diagnostico correto da SOP( Zawadzki e Dunaif, 1992) e programar
conduta terapéutica adequada (Medeiros et al, 1995).

A figural ilustra a esteroidogénese adrenal e ovariana.
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Colesterol
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Aldosterona
sintase(CYP11B2)

Aldosterona

Mineralocorticoide

Figura 1: Esteroidogénese adrenal e ovariana nas pacientes com
SOP.(Adaptada de Tsilchorozidou et al, 2004)

A elevacéo dos androgénios ovarianos parece ser mais comum e implica
principalmente no aumento da testosterona (T), tanto como resultado do
hiperestimulo do LH (Chang et al., 1983), amplificado ou ndo pela insulina
(Dunaif et al., 1992; Nestler e Jakubowicz, 1996), como do aumento intrinseco
da secrecdo destes androgénios pelas células da teca (Rosenfield et al., 1994;
Gilling- Smith et al., 1997). A elevacdo dos androgénios adrenais tem sido
relatada entre 20% e 60% das pacientes com SOP (Moran et al., 1999;
Gonzalez, 1999; Carmina e Lobo, 2005), sendo manifestada por niveis

elevados do sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS), 11f-
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hidroxiandrostenediona  (11B-OHA), deidroepiandrosterona  (DHEA),
androstenediol e androstenediona (Louhglin et al.,1986; Stanczyk, 1991;
Kumar et al.,2005).

O principal esterdide que distingue entre a producéo adrenal e ovariana,
é 0 DHEA, ja que cerca de 80% a 85% das moléculas circulantes sdo
secretadas pelo cortex adrenal, na zona reticulada. Entretanto, a medida da
DHEA para o diagnostico da fonte androgénica tem uso limitado,
principalmente por causa da variagcdo diurna e relativa baixa concentracao,
ainda requerendo desenvolvimento de métodos diagndsticos com maior
acuracia e sensibilidade (Azziz, 2001). Alem disso, sua secrecdo pode ser
influenciada pelo estresse, mesmo tdo pequeno cCOMoO O Que Ocorre numa
colheita de sangue (Azziz et al., 2009).

Considerando estas desvantagens, a medida do principal metabolito da
DHEA, o DHEAS tem sido o método preferencial para avaliar a producdo de
andrbgenios adrenais (Lobo, 1981). Na pratica clinica, a medida dos niveis
circulantes do DHEAS tem sido tradicionalmente usada como marcador do
excesso de androgenios adrenais (Lobo, 1981; Feher, 1985) pois 97% a 99%
das moléculas deste horménio tém origem adrenocortical (Abraham, 1973;
Vermeulen, 1983). Alem disso, 0 DHEAS ¢ relativamente estavel através dos

dias e do ciclo menstrual (Nieschlag et al.,1973;Abraham, 1974; Rosenfeld et
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al.,1975) e, por ter meia vida longa (Wang et al.,1967; Legrain, 2000), permite
facil afericdo e assegura estabilidade nos resultados.

O simples aumento nos niveis circulantes da DHEAS sdo suficientes
para indicar a existéncia de hiperandrogenismo(Carmina et al.,1986; Wild et
al.,1983); entretanto, DHEAS como marcador de androgénios adrenais,
particularmente na SOP,deve ser usado com cuidado,pois seus niveis nem
sempre refletem alteracdes na esteroidogénese adrenal cortical (Yildiz et al.,
2006). Deve-se considerar a possivel influéncia de outros fatores, incluindo
idade e raga, que podem, independentemente, afetar os niveis circulantes de
DHEAS (Ukkola et al., 2001). Estes fatores devem ser considerados quando o
objetivo for padronizar seus niveis circulantes ou estimar a prevaléncia de
excesso dos androgenos adrenais na SOP (Kumar et al.,2005).

Os mecanismos do hiperandrogenismo adrenal na SOP ndo estdo
totalmente esclarecidos, sendo que maior catabolismo do cortisol (Gambineri et
al., 2009) efou resposta amplificada dos androgénios adrenais a niveis
normais de ACTH (Azziz 1997; Carmina e Lobo 1990; Moran et al., 2004)
tém sido considerados. Parece haver correlacdo positiva entre niveis de insulina
¢ maior formagao de androgénios via A4, principalmente de androstenediona
(Carmina et al., 1990). No entanto, os niveis de DHEAS, via A5, tém sido
negativamente associados ao nivel de insulina e massa corporea (Moran et al.,

1994). Niveis elevados de DHEAS na SOP podem ainda ser dependentes de
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altos niveis de estradiol livre circulantes, fator que favorece tanto a inativacao
periférica do cortisol pela 5a-redutase como pela menor formacéo do cortisol a
partir da cortisona, como conseqiiéncia da atividade da 11p hidroxiesteroide
desidrogenase (Ditkoff et al., 1995; Tsilchorozidou et al., 2003; Gambineri et
al., 2009). Em algumas pacientes pode haver também maior atividade da
sulfatase. Tem se descrito maior atividade da enzima P450c17a,havendo maior
atividade da 17-hidroxilase nas pacientes com niveis mais elevados de
DHEAS e maior atividade 17,20 liase naguelas com niveis elevados de
androstenediona (Moran et al., 1994;Azziz, 1995).

Com a introdugdo de novos exames e novos critérios diagnosticos, é
recomendavel a repeticdo dos estudos epidemiologicos e clinicos anteriores.
Apos definicdo dos pardmetros clinico-laboratoriais atuais e dos critérios de
excluséo para se fazer o diagnéstico da SOP, o perfil hormonal destas pacientes
deve ser revisto. Estudos que precederam esta padronizacédo, incluindo
populagdo muito heterogénea, mostraram que os androgénios adrenais estariam
elevados em quase 50% das vezes. Estes estudos também mostraram poder
existir hiperatividade do eixo hipéfise-adrenal e / ou resposta amplificada da
adrenal ao ACTH (Stewart et al., 1993;Gonzalez, 1997). E possivel a
existéncia de viéses nos estudos mais antigos que avaliaram a funcéo adrenal

na SOP. O presente estudo reexamina o excesso de androgénios adrenais em
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condicdes basais e apds estimulo com ACTH, usando 0s novos critérios para o

diagnostico da SOP.



2-JUSTIFICATIVA
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2. Justificativa

A sindrome dos ovarios policisticos é a doenca enddcrino-metabdlica
mais comum na mulher em idade fértil, sendo caracterizada pelo excesso
de androgénios, disfuncdo ovulatéria ( oligo ou anovulacdo) e ovarios
policisticos. Seu diagndstico implica em aumento do risco de infertilidade,
sangramento uterino anormal, cancer de endométrio, obesidade ,diabetes
méllitus tipo Il,dislipidemia,hipertensdo arterial e doenca cardiovascular.
Apesar do substancial esforco para definir as causas da SOP, sua
fisiopatologia permanece ndo muito bem compreendida; assim, determinar
0S mecanismos causais da SOP e prevenir 0 aparecimento de complicacoes
tardias sdo 0os maiores objetivos das pesquisas em ginecologia endocrina e
medicina reprodutiva.

Tendo em vista a introducdo dos critérios diagndsticos de Roterda,
conhecimento e conscientizacdo das possiveis complicaces tardias, €
recomendavel a repeticdo dos estudos epidemiologicos e clinicos
anteriores. Apo6s definicdo dos parametros clinico-laboratoriais atuais e
esclarecimento dos critérios de exclusdo para o diagnostico da SOP, o
perfil hormonal destas pacientes deve ser revisto. A proposta deste estudo é

reexaminar a participacdo da supra-renal nesta sindrome, porque estudos
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anteriores podem ter incluido pacientes que seriam excluidas pelos novos

critérios diagndsticos.



3-OBJETIVOS
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3-OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Reavaliar a funcdo adrenal na sindrome dos ovarios policisticos.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1-Determinar as caracteristicas sécio demograficas e antropométricas

das pacientes com SOP.

3.2.2-Determinar a prevaléncia de hiperandrogenismo bioquimico na SOP.

3.2.3-Verificar a prevaléncia de hiperandrogenismo de fonte adrenal na
SOP.

3.2.4-Examinar a resposta adrenal ao teste da cortrosina em pacientes com
SOP e hiperandrogenismo adrenal.

3.2.5-Avaliar a influéncia da insulina e estradiol sobre a secrecdo dos
androgénios adrenais.

3.2.6-Deteminar a atividade da enzima citocromo P450c 17a em pacientes
com SOP e hiperandrogenismo adrenal.

3.2.7-Avaliar a atividade das enzimas 3B-hidroxiesteroide desidrogenase
,11B-hidroxilase e 17B-hidroxilase em pacientes com SOP e
hiperandrogenismo adrenal.



4- MATERIAL E METODOS
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo do estudo

Estudo descritivo, de corte transversal.

4.2 Pacientes

Cinqglenta e trés pacientes com SOP, idade media de 26,0 £ 5,1 anos,
diagnosticadas de acordo com os critérios de Roterdd (2003) revistos por
Azziz (2005), foram inicialmente avaliadas.Todas foram atendidas no
Ambulatério de Anovulagcdo Cronica do Hospital Universitario Julio
Muller ou Instituto Tropical de Medicina Reprodutiva e Menopausa,
seguindo planilha pré-elaborada utilizada nestas unidades de saude

(Apéndice 1).

4.3 Tamanho da amostra

Para o calculo do tamanho da amostra , considerou-se os niveis de

DHEAS previamente descritos na SOP com meédia de 260ug/dl e desvio

padréo de 111ug/dl e preciséo de 40ug/dl com intervalo de confianca de
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95%(Gambineri et al., 2006). Os calculos foram efetuados pela formula

dp_,
Za— « . . -
n= e ,onde £%=1,96 dp=desvio padrdo e p=precisido (Daly e

Bourke, 2000).

4.4 Criterios de elegibilidade ao estudo

Como recomendado pelos critérios de Roterda, foram excluidas as
pacientes que tivessem feito uso de esterdides sexuais ou sensibilizadores
da acdo da insulina nos dltimos seis meses e aquelas com
hiperprolactinemia,  hipotireoidismo, hipertireioidismo,sindrome  de
Cushing, disfuncdo das enzimas 21-hidroxilase, 11-hidroxilase e 3p3-
hidroxiesteroide desidrogenase ou tumores de ovario e adrenal. A
hiperplasia adrenal de manifestacdo tardia foi inicialmente excluida apenas
quando os niveis basais de 17-hidroxiprogesterona foram < 1,0ng/ml
(Speiser et al, 1992) e, assim, todas as pacientes com resultados > 1,0 ng/ml
foram submetidas ao teste da cortrosina para definitiva exclusdo da

deficiéncia da 21-hidroxilase.

4.5 Definicoes
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A SOP foi definida pelos critérios de Roterdd modificados (Azziz,
2006) com existéncia de pelo menos duas das seguintes manifestacoes :
oligo ou anovulacdo crénica, hiperandrogenismo clinico ou bioquimico e
ovarios policisticos. Ovarios policisticos foram definidos pela presenca de
12 ou mais foliculos, em pelo menos um ovério, medindo 2 a 9mm em
didmetro e/ou volume ovariano > 10 ml ao ultra-som.

Por ndo constituir objeto do estudo, o hiperandrogenismo clinico foi
definido pela simples presenca de acne e/ou hirsutismo, ndo se utilizando
de nenhum critério pré estabelecido para classifica-los. O
hiperandrogenismo bioquimico foi definido por niveis séricos de
testosterona total > 70 ng/dl (2,4 nmol/l), sulfato de dehidroepiandrosterona
> 248 pg/dl (6,7 umol/1), androstenediona > 245 ng/dl (8,7 nmol/l) e indice
de androgénio livre (IAL) >7,0 (Azziz et al., 2004; Hahn et al.,2007). O
indice de androgénio livre foi estimado pela equacgéo: testosterona total
(nmol/l)/SHBG(nmol/l) x 100 (Gurusinghe et al., 2010). O
hiperandrogenismo adrenal foi definido primariamente por niveis basais
elevados de DHEAS (>6,7 umol/l ) e, com menor poder discriminatdrio, da
A (>8,7 nmol/l). Hiperandrogenismo ovariano foi definido por niveis
elevados de testosterona total (>2,4nmol/l). Considerou-se a existéncia de

hiperandrogenismo misto quando os androgénios das duas fontes estavam
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elevados (A>245 ng/dl ou >8,7 nmol/l; testosterona total >70 ng/dl ou
2,4nmol/l; DHEAS>248 ug/dl ou 6,7 nmol/l).

Resisténcia a insulina (RI) foi definida por niveis basais de insulina
>12,2 pU/ml (McAuley et al., 2001), SHBG < 20 nmol/l (Dewailly et al.,
1993) ou pelo resultado do modelo homeostatico HOMAR-RI ( Go nmol/l
x lop U/ml/22,5) > 2,8;onde Go=glicemia jejum e lo=insulina jejum
(Matheus et al, 1985). Considerando a possibilidade de falso negativo com
0s niveis basais de 17-hidroxiprogesterona(17-OHP4) > 2,0 ng/ml , todas
as pacientes com resultados > 1 ng/ml foram submetidas ao teste da
cortrosina para excluir deficiéncia de 21-hidroxilase de manifestacao tardia.
A deficiéncia desta enzima foi definitivamente excluida por niveis <10
ng/ml (30 nmol/l) 60 min apos estimulo com ACTH sintético (New et al.,
1983). A deficiéncia da 3p-hidroxiesteroide desidrogenase foi excluida com
niveis basais de 17-hidroxipregnenolona (17-OHPE) < 15nmol/l(Louglin et
al, 1986), deficiéncia da enzima 11-hidroxilase foi descartada pelos niveis
basais de 11- deoxicortisol < 8 ng/ml (< 0,2 umol/l) (Sahin e Kelestimur,
1997).

Os parametros clinicos-antropométricos foram verificados em
exame clinico realizado na primeira avaliacdo da paciente, apds anuéncia
em participar do estudo. A altura das pacientes foi medida no estadidmetro

de Harpender(Holtain Limited, England) com a paciente em pé, sem
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sapatos, calcanhares afastados em 20-25 cm e cabeca na posi¢éo horizontal.
O peso foi verificado com a paciente usando apenas vestes leves,
aproximando-se para o 0,1kg mais proximo. O indice de massa corporal
(IMC), usado para medir a adiposidade total, foi calculado com o peso (kg)
dividido pelo quadrado da altura (m?). A superficie corporal foi estimada
pela altura(m) x peso(kg) dividido pela constante 3.600% (Mosteller,
1987). A circunferéncia da cintura, usada para medir a adiposidade
visceral, foi medida, em centimetros, com a paciente em pé, no plano
horizontal, a meia distancia da crista iliaca e margem do arco costal
inferior. A circunferéncia do quadril foi medida no plano da circunferéncia
méaxima sobre as nadegas, arredondando-se para o 0,5 cm mais proximo

(Clausen et al, 1996).

4.6 Critérios ultra-sonogréficos

Volume ovariano, nimero e distribuicdo dos foliculos < 10mm
foram examinados por ultra-sonografia, usando transdutor vaginal com
freqiiéncia de 5-MHz. (Voluson® E8, GE Helthcare England). Como
descrito anteriormente, o volume ovariano foi calculado pela formula
0,5233 x D1 x D2 x D3, onde D1, D2 e D3 foram tomados como 0s

diametros méximos(Balen et al ., 2003)
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4.7 Ensaios bioquimicos

Os testes bioquimicos foram realizados no Laboratério Central do Hospital
Universitario Julio Muller. Pelo fato de véarios esteroides examinados neste
estudo sofrerem alteragcGes com a fase do ciclo menstrual ou hora do dia, as
amostras foram colhidas pela manha, até o quinto dia do inicio do fluxo
menstrual ou, estando a paciente em amenorréia, em qualquer dia,
independente do tempo transcorrido desde a ultima menstruacéo, tendo-se
0 cuidado de marcar as colheitas com a dosagem de progesterona para
certificacdo de que a amostra ndo tenha sido colhida apds eventual
ovulacdo. Os resultados foram validados sempre que o0s niveis de
progesterona fossem <1,0 ng/ml(<8 nmol/l). Vinte mililitros de sangue
foram colhidos apds 10-12h de jejum. A concentracdo de glicose
plasmatica foi estimada pela reacdo de oxidase (Beckman glucose analyzer,
Fullerton, CA, USA). Hemoglobina glicada foi estimada pelo método
HPLC-Cromatografia Liquida de alta performance (Bio-Rad Laboratories,
Hércules, CA, USA). Colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e colesterol
de alta densidade (HDL) foram estimados pelos métodos enzimaticos
(Wiener Lab BT 3000 plus, Rosario, Argentina). O colesterol de baixa

densidade (LDL) foi calculado pela formula:
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LDL-c =CT — HDLc - TGD/5 onde CT:colesterol total, TGD:triglicerideos

Ice HDLc:Colesterol de alta densidade(Friedewald et al, 1972).

4.8 Teste da cortrosina

O teste da cortrosina foi realizado entre 8:00-9:00h, apds jejum de 12
h, com a paciente sentada. ApOs puncdo venosa e fixacdo de cateter
heparinizado, foram colhidos 5ml de sangue a vacuo em tubo Vacutainer®
(Becton Dickison UK Ltd, Plymouth, Inglaterra).
Fez-se entdo injecdo em bolus de 0,25mg de ACTH 1-24 sintético
(Synacthen®, Novartis Pharmaceuticals, NJ, USA), colhendo-se novas
amostras 30 e 60 minutos apds, para dosagem de 17a-hidroxiprogesterona,
cortisol, androstenediona e progesterona. A resposta adrenal para cada
horménio foi avaliada pela area sob a curva (ASC), com inclusdo do valor
basal pela regra trapezdide e expressa em unidades nmol/l/60minutos e
pelo incremento maximo determinado como a diferenca do valor basal do
valor maximo alcancado dividido pelo valor basal(valor méximo — valor
basal/valor basal). Considerou-se resposta adrenal exagerada quando os
niveis do cortisol 30 minutos apds o estimulo foram > 18ug/dl ou
aumentados em pelo menos 7ug/dl ou,ainda,quando mostraram incremento

> 70% (Gambineri et al, 2009).Esta resposta foi considerada ainda
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amplificada quando os niveis de 170HP foram > 15nmol/l e < 30,3

nmol/l, 30 e 60 minutos apds injecdo da cortrosina( New et al, 1983).

4.9 Imunoensaios.

As dosagens hormonais foram processados no Instituto de Medicina
Nuclear, Cuiaba, Mato Grosso. Os resultados foram validados sempre que
0s niveis de progesterona fossem < 1,0 ng/ml (< 8nmol/l) . A progesterona
plasmatica foi medida por quimioluminescéncia, mostrando coeficientes de
variagdo intra-ensaio de 4,6% e interensaio entre 3,3% e 3,8%, nas
diferentes concentragfes. As concentracdes de testosterona total, estradiol
e SHBG foram determinadas por eletroquimioluminescéncia. A imprecisdo
intra-ensaio da testosterona total foi de 2,1% e intra-ensaio de 3,8%. A
variacdo da SHBG no mesmo ensaio foi de 4,1% e em diferentes ensaios de
5,4%. A 17-hidroxiprogesterona, androstenediona, DHEAS, cortisol, FSH,
LH, prolactina, insulina, TSH e tiroxina livre foram medidos por
quimioluminescéncia. Todos os ensaios foram realizados usando Kits
comerciais seguindo as instrucdes do fabricante. Os coeficientes de
variagdo intra-ensaios ndo excederam 5% para a totalidade destes

hormonios.
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4.10 Analise dos dados.

Os resultados estdo resumidos em figuras e/ou tabelas. A distribuicdo
de todos os dados foi examinada pelo teste de Lilliefors. Variaveis com
distribuicdo normal séo apresentadas como média ( X ) e desvio padrdo
(DP); variaveis com distribuicdo ndo paramétrica sdo apresentadas por
mediana e intervalo de confianca (IC) de 95%. ComparacOes entre duas
populacdes foram feitas pelo teste t de Student ou teste de medianas, de
acordo com a distribuicdo dos dados. Possiveis associacBes entre variaveis
com distribuicdo normal foram verificadas pelo coeficiente de correlagéo
de Pearson (r). Associacbes entre varidveis com distribuicdo néo
paramétricas foram examinadas pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman (rho). A forga das correlagdes foram dimensionadas pelo teste t
de Student ndo pareado. Exame de significancia de proporcdes foi feito
pelo teste de proporcdes. Valores de p menores que 0,05% foram

considerados com significancia estatistica.

4.11 Aspectos éticos

As pacientes participantes tiveram toda assisténcia médica necessaria, de

forma individualizada e sem qualquer custo financeiro, nos ambulatorios
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do Hospital Universitario Julio Muller-UFMT e Instituto Tropical de
Medicina Reprodutiva e Menopausa -INTRO. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Julio Muller da Universidade

Federal de Mato Grosso (Apendice 2).



5- RESULTADOS
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Resultados

Das 53 pacientes inicialmente incluidas, 66,1% foram definidas como
brancas, 17% negras, 1,9% indigenas e 15% com miscigenacdo racial;
64,1% eram casadas, 32,1% solteiras, uma paciente era vilva e outra
paciente ndo declarou seu estado civil (Apéndice 3), outras caracteristicas
clinicas sdo mostradas na tabela 2.

TABELA 2: Caracteristicas clinico epidemioldgicos das mulheres com sindrome
dos ovarios policisticos, incluidas no estudo.

53 53 33 33
Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
n % n %
Escolaridade
Primeiro Grau completo 7 13,2 2 6,1
Segundo Grau completo 26 49,0 17 51,5
Terceiro Grau completo 11 20,8 10 30,3
Nao informado* 9 17,0 4 12,1
Habitos
Tabagismo 4 7,6 4 12,1
Etilismo social 12 26,7 7 21,2
Atividade fisica 12 26,7 6 18,2
Aspectos clinicos
Esterilidade 24 45,3 16 48,9
Amenorréia secundaria 38 71,2 24 72,7
Ciclos >34 e <90 dias 2 3,8 14 42,4
Acne 25 47,2 10 30,3
Hirsutismo 16 30,2 7 21,2

Acantose nigricans 14 26,4 5 15,2
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Entre os dados antropométricos, tinham altura de 1,6 +0,1m, peso corporal
de 75,7 £8,8 kg, IMC de 30,1 £7,8 kg/m? e razdo cintura quadril de 0,8

+0,1(Tabela 3).

TABELA 3- Caracteristicas antropométricas das mulheres com sindrome
dos ovarios policisticos incluidas no estudo.

Variaveis N Média DP
Idade (anos) 53 26,0 51
Peso(Kg) 51 75,7 18,9
Estatura(m) 45 1,6 0,07
IMC(Kg/m2)* 45 30,1 7,8
Superficie corporal(m?) 46 1,8 0,3
Cintura(cm) 44 90,3 15,0
Quadril(cm) 44 107,3 14,6
Relacdo C/Q 44 0,8 0,07

*IMC:Indice de massa corporal, C:cintura, Q:quadril, N: ndmero de pacientes, DP:
desvio padréo.

O volume ovariano foi de 11,5 #4,3cm3. As concentragdes dos
diferentes hormdnios em condicOes basais sdo apresentadas na tabela 4.
Hiperandrogenismo bioquimico foi encontrado em 43/53 (81,1%) das
pacientes com SOP, sendo IAL > 7 em 60,9%, testosterona > 70ng/dl em
37,5%, androstenediona > 8,7 nmol/l em 58,5% ¢ DHEAS > 6,7 nmol/l em

29,2% (Tabela 5).
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TABELA 4- Perfil hormonal das mulheres com sindrome dos ovérios policisticos
incluidas no estudo, em condicdes basais.

Exames N Media DP Mediana 1C(95%)
17-OH progesterona (nmol/l)* 53 4,1 2,8 3,6 (2,9-4,4)
TSH (LUI/ml)* 45 2,1 1,1 1,9 (1,6-2,3)
Tiroxina livre (pmol/l)* 45 19,8 23,4 14,7 (7,9-21,5)
Prolactina (pmol)* 53 518,1 254 460,9 (397,5-530)
SHBG (nmol/l)* 44 28,5 16,8 23 (18,2-27,6)
DHEAS (umol/l) 48 5,2 2,75 4,7 (4,0-5,5)
Progesterona (nmol/l)* 45 2,1 1,5 1,7 (1,3-2,2)
Cortisol (nmol/l)* 53 343,8 140,9 314,5 (276,8-352,3)
Indice androgénio livre (IAL)* 41 9,8 6,1 8,9 (7,0-11)
Androstenediona (nmol/l) 53 10,5 5,2 9,8 (7,9-11,2)
Testosterona total (nmol/l) 48 2,3 1,1 2,2 (1,9-2,5)
Estradiol (pmol/l) 42 171,2 64,9 170,7 (151,1-109,3)
Insulina (pmol/l) 49 97,3 62,2 81,3 (65,9-100,8)

*Distribuicdo ndo paramétrica, N: numero de pacientes, DP: desvio padrdo, 1C(95%)
intervalo de confianca.

Ao exame de possivel existéncia de resisténcia a insulina, 22/53
pacientes (41,5%) tinham niveis basais de insulina >122uU/l e
16/42(38,1%) tinham SHBG < 20 nmol/l. Em 22/47 (46,8%) o0 HOMA-RI

foi >2,8.
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TABELA 5- Proporcdo das pacientes com SOP e hiperandrogenismo
bioquimico segundo as concentracdes de DHEAS, T, A e

IAL.
Pacientes N %
Testosterona
<70 (ng/ml) ou 2,4 (nmol/I) 30/48 62,5
> 70 (ng/ml) ou 2,4 (nmol/I) 18/48 37,5
DHEAS
< 248 (ng/dl) ou 6,7 (umol/l) 34/48 70,8
> 248 (ng/dl) ou 6,7 (umol/l) 14/48 29,2

Androstenediona

<245 (ng/dl) ou 8,7 (nmol/I) 22/53 415
> 245 (ng/dl) ou 8,7 (nmol/I) 31/53 58,5
IAL (indice androgénio livre)

<7 16/41 39,1

>7 25/41 60,9

N: numero de pacientes.

Duas destas 53 pacientes (3,8%) foram excluidas ap6s esta primeira
analise por apresentarem niveis de 17-OHP4 > 30nmol/l 60 min apos
injecdo de ACTH 1-24 e 18 foram também excluidas por ndo apresentarem
hiperandrogenismo de fonte adrenal, objeto deste estudo.

Os dados antropomeétricos das 33 pacientes restantes para analise sdo
mostrados na tabela 5; percebendo ai ser este grupo formado por pacientes

jovens, com sobrepeso e distribui¢do de gordura tipo androide.
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TABELA 6- Caracteristicas antropométricas das mulheres com sindrome
dos ovérios policisticos e hiperandrogenismo adrenal
incluidas no estudo.

Variaveis N Média DP
Idade (anos) 33 25,1 5,0
Peso (Kg) 31 74,9 14,8
Estatura (m) 27 1,61 0,05
Superficie corporal (m?) 27 1,8 0,2
IMC (Kg/m2)* 27 28,8 6,0
Cintura (cm) 26 91,3 13,8
Quadril (cm) 26 107,4 12,9
Razdo C/Q 26 0,85 0,08

*IMC: Indice de massa corporal, C: cintura, Q: quadril, N: nimero de pacientes, DP:
desvio padréo.

Parametros bioquimicos e concentracdes basais dos diferentes
hormonios avaliados nestas mulheres séo mostrados nas tabelas 7 e 8.

TABELA 7- Pardmetros bioquimicos das mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos e hiperandrogenismo adrenal incluidas no estudo.

N Media DP Mediana 1C(95%)
Colesterol total (mmol/l)* 29 4,96 0,99 4,77 (4,41-5,13)
Triglicerideos (mmol/l) 29 1,65 0,89 15 (1,18-1,84)
HDL —-C (mmol/l) 26 1,2 0,28 1,22 (1,11-1,33)
LDL-C(mmol/l) 26 2,9 0,91 2,7 (2,35-3,05)
Glicemia (mmol/Il) 30 4,8 0,74 4,8 (4,54-5,06)
Hemoglobina glicada (%)* 21 9,3 9,65 7,1 (2,98-11,2)

*Distribuicdo ndo paramétrica.

Pode se observar niveis elevados de hemoglobina glicada e
triglicerideos e niveis diminuidos do HDL-c. Os niveis de SHBG sao baixos

e de androstenediona, testosterona total e IAL elevados.
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TABELA 8- Niveis hormonais basais nas mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos e hiperandrogenismo adrenal.

Exames N Média DP Mediana IC
Insulina (pmol/l) 31 94,5 61,8 79,2 (57,4-100,9)
17-OH progesterona (nmol/l)* 33 4,5 2,3 4,2 (3,4-5,0)
TSH (uUI/ml)* 31 2,0 1,3 1,8 (1,34-2,26)
Tiroxina livre (pmol/l)* 28 15,3 21,6 15,3 (7,3-23,3)
Prolactina (pmol/1)* 33 5457  286,2 466,5 (368,3-564,2)
SHBG (nmol/l) 26 27,7 14,5 24,5 (18,9-30)
DHEAS (umol/l) 30 57 2,6 5,6 (4,7-6,6)
Progesterona (nmol/l) 26 15 1,0 1,5 (1,06-1,9)
Cortisol (nmol/l)* 32 3007 2217 328,9 (222,7-378,8)
indice Androgénios livres (IAL)(%) 24 11,1 6,5 10,0 (7,4-12,6)
Androstenediona (nmol/l) 29 12,8 4,0 12,2 (10,8-13,7)
Testosterona total (nmol/I) 29 2,6 1,2 2,4 (2,0-2,9)
Estradiol (pmol/l) 23 1982 63,6 183,6 (157,6-209,6)

*Distribuicdo ndo paramétrica. N: numero de pacientes, DP:desvio padrdo, IC: intervalo de
confianca.

Nestas pacientes com hiperandrogenismo adrenal, insulina basal >12,2

U/l foi encontrada em 14 pacientes (42,4%), a SHBG foi < 20 nmol/l em

11/27 (40,7%) e HOMA-RI>2,8 em 14/29 (48,3%). A comparacdo das

concentracdes dos androgénios entre as 53 mulheres inicialmente avaliadas

com as pacientes portadoras de hiperandrogenismo adrenal é mostrada na

tabela 9.
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TABELA 9- Correlacdo entre as concentracdes dos diferentes hormdnios entre pacientes com
SOP (n=53) e subgrupo de pacientes com SOP e hiperandrogenismo adrenal

(n=33).
Hormonios SOP Total SOP Hiperandrogenismo Adrenal
N Mediana IC N  Mediana IC p

17-OHprogesterona (nmol/l)* 53 3,6 (2,9-4,4) 33 4,2 (3,4-5,0) 0,051
TSH (uUI/mI)* 45 1,9 (1,6-2,3) 31 1,8 (1,34-2,26) 0,373
Tiroxina livre (pmol/l)* 45 14,7 (7,9-21,5) 28 15,3 (7,3-23,3) 0,725
Prolactina (pmol)* 53 460,9 (397,5-530) 33 4665  (368,3-564,2) 0,813
SHBG (nmol/l)* 44 28,5 (18,2-27,6) 26 24,5 (18,9-30) 0,966
DHEAS (umol/l) 48 4,7 (4,0-5,5) 30 5,6 (4,7-6,6) 0,276
Progesterona (nmol/l)* 45 1,7 (1,3-2,2) 26 15 (1,06-1,9) 0,304
Cortisol (nmol/l)* 53 314,5 (276,8-352,3) 32 3289  (222,7-378,8) 0,210
Indice androgénios livres(IAL)* 41 8,9 (7,0-11) 24 10,0 (7,4-12,6) 0,414
Androstenediona (nmol/l) 53 9,8 (7,9-11,2) 29 12,2 (10,8-13,7) 0,007
Testosterona total (nmol/I) 48 2,2 (1,9-2,5) 29 2,4 (2,0-2,9) 0,293
Estradiol (pmol/l) 42 170,7 (151,1-190,3) 23 1836  (157,6-209,6) 0,108
Insulina (pmol/1) 49 81,3 (65,9-100,8) 31 792  (57,4-100,9) 0,974

*Distribuicdo nao paramétrica,N:nimero de pacientes, IC: intervalo de confianca,P:

O volume ovariano foi de 12,1 +£3,9cm3. Dentre estas 33 pacientes
com hiperandrogenismo adrenal o DHEAS foi >6,7 umol/l em 13/33
(39,4%) pacientes e a A foi > 8,7 nmol/l em 31/33 (93,4%), 26 (78,8%)
tinham 170HP4 < 2ng/ml (< 6 nmol/l) e 7 (21,2%) entre 2,1 ng/ml e 3,1
ng/ml (6,3-9,3 nmol/l). Sessenta minutos apos injecdo de ACTH 1-24, 29/33
(87,8%) tiveram as concentragfes de 17-OHP entre 2ng/ml-10ng/mi

(6nmol/1-30nmol/l), sendo que em 7 delas (21,2%) as concentracdes ficaram
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entre 15 nmol/ml-30nmol/l. Em 5 destas pacientes(15,1%) as concentracoes
de 17-OHP4 foram > 15 nmol/l j& no 30° min apos a injecdo de cortrosina.
Os niveis do cortisol foram > 18ug/dl ou sofreram aumento de 7ug/dl em
relagcéo ao basal em 28/32 (90,3%) dos pacientes.

O exame das taxas de pacientes nos dois grupos com resisténcia a

insulina(RI) é mostrada na tabela 10.

TABELA 10-Comparacdo das taxas de resisténcia a insulina entre todas

pacientes com sindrome dos ovarios policisticos e o subgrupo
com hiperandrogenismo adrenal, segundo diferentes pardmetros.

Parametro SOP SOP p
Todas hiperandrogenismo
adrenal
n(%o) n(%o)
Insulina >12,2 pUl/ml 22(41,5%) 14(42,4%) 0,443
SHBG < 20 nmol/I 16(38,1%) 11(40,7%) 0,486
HOMA-RI >2,8 22(46,8%) 14(48,3%) 0,454

A resposta adrenal ao ACTH -1-24, examinada tanto por incremento
como pela e area sobre a curva dos horménios, cortisol, 17-OHP4, A e P4 ¢

mostrada na tabela 11.
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TABELA 11-Resposta adrenal ao estimulo com ACTH 1-24 nas pacientes com sindrome
dos ovarios policisticos e hiperandrogenismo adrenal.

Horménio Incremento Area sob a Curva
(0’-60%) (nmol/1.60min)
1C(95%) Média DP
Cortisol(nmol/I) 153(118-202) 35355 7165
Androstenediona(nmol/l) 32(22-38) 920,6 392,1
17-hidroxiprogesterona(nmol/l)* 163(82-244) 561,0 2474
Progesterona(nmol/Il) 79(34-124) 127,7 60,3

*Distribuicdo ndo paramétrica

A possivel influéncia da insulina sobre a esteroidogénese adrenal em

condi¢Oes basais é examinada na figura 2,onde pode se observar que
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Figura 2: Correlacdo entre a insulina e 17-OHprogesterona (Painel A), cortisol (Painel
B), androstenediona (Painel C), progesterona (Painel D) e DHEAS (Painel E),em
condicdes basais.
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nédo se detectou correlacdo entre as concentracdes de insulina e DHEAS (r=-
0,2; t=-1,2; p =0,2), insulina e 17-OHP4 (rho=0,06;t=0,9;p=0,7) , insulina e
androstenediona (r=0,2; t=0,9; p =0,3), insulina e cortisol (r=-0,02;t=-
0,1;p=0,9) ou insulina e progesterona (rho=-0,35;t= -1,4;p=0,2). Do mesmo
modo, as concentracdes de insulina ndo mostraram correlacdo com os niveis
destes esterdides observados 60 min apds estimulo com ACTH 1-24(figura

3).
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Figura 3: Correlagéo entre a insulina e androstenediona (Painel A), 17-OH progesterona
(Painel B), progesterona (Painel C) e cortisol (Painel D), 60 min apos estimulo adrenal do
ACTH 1-24.

No exame de possivel participacdo do estradiol sobre a funcdo adrenal, ndo

se detectou correlacdo entre niveis basais de estradiol e DHEAS (rho=0,1;
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t=0,46; p =0,6) estradiol e 17-OHP4 (rho=0,2; t=1,0; p =0,2), estradiol e
androstenediona (rho=0,3;t=1,7;p=0,09) ou estradiol e cortisol(rho=0,2; t= -

1,2; p =0,2)(figura 4).
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Figura 4: Correlacdo entre estradiol e 17-OH progesterona (Painel A), cortisol (Painel B),
androstenediona (Painel C), progesterona (Painel D) e DHEAS (Painel E),em condicGes
basais,nas pacientes com SOP e hiperandrogenismo adrenal.

Do mesmo modo, as concentracbes de estradiol ndo mostraram

correlacdo com a resposta destes esteroides 60 min apos estimulo com

ACTH 1-24(figura 5).
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Figura 5: Correlacédo entre o estradiol e androstenediona (Painel A), 17-OH progesterona
(Painel B), progesterona (Painel C) e cortisol (Painel D), 60 min apos estimulo adrenal do
ACTH 1-24.

O exame da atividade da enzima 3B-HSD em condigOes basais
mostrou razdo A/DHEAS de 1,6 nmol/l (IC95% 0,74-2,56), razdo 17-
OHPE/17-OHP4 de 4,0 + 2,0, razdo 17-OHP4/17-OHPE de 0,26 pmol/l
(0,08-0,44) e de 17-OHPE/Cortisol de 1,89 nmol/l (1C95% 1,27-2,51). A
citocromo P450cl170, na sua acdo 17-hidroxilase, mostrou razdo 17-
OHP4/P4 de 2,8 nmol/l (IC 95%, 1,74-3,98), de 17-OHP4/Cortisol de 1,37
nmol/l (IC 95%, 10,1-17,3) e de A/Cortisol de 0,04umol/l (0,02-0,05). Na

acao da 17,20 liase a razdo DHEAS/17-OHPE foi de 0,78 £0,31 umol/l e de

A/17-OHP4 de 2,61 nmol/l (1C95% 1,51-3,71).A acdo da enzima 21-
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hidroxilase, examinada pela razdo 11-deoxicortisol/17-OHP4, foi de 2,1
nmol/l (1C 95%, 1,4-2,8).

Apbs estimulo adrenal com ACTH sintético o exame da atividade da
citocromo P450c 17-hidroxilase pela razéo 17-OHP4/P4 aumentou de 2,8
para 4,1 (incremento de 46% apds 60 min) e a razdo 170OHP4/Cortisol de
1,37 _para 1,49(acréscimo de 9%). A atividade da 17,20 liase da citocromo
P450, avaliada pela razdo A/170HP4 diminuiu de 2,6 em condi¢Ges basais

para 1,62, 60 min ap6s ACTH (decréscimo de 38%).



6.DISCUSSAO
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Discussao

O presente estudo, utilizando os critérios de Roterdd modificados
(Azziz et al., 2005,2006) para identificar pacientes com SOP, reexamina a
contribuicdo da supra renal na producdo de androgénios, nestes pacientes.
Hiperandrogenismo, clinico ou bioquimico, € critério utilizado para definir
a SOP. No entanto, a definicdo de hiperandrogenismo bioguimico é
limitada pela coexisténcia de diferentes androgénios, variacdo na definicéo
de parametros de cortes entre populacdo normal e os diferentes fenotipos da
SOP e, ainda, pela variabilidade e imprecisdo dos métodos empregados na
quantificacdo dos androgénios (Azziz et al.,, 2006). Usando critérios
parecidos aos utilizados no presente estudo na definicdo de
hiperandrogenismo bioquimico (DHEAS > 245-275 ng/dl; testosterona
total > 70-80 ng/dl e IAL>7), a prevaléncia de hiperandrogenismo na SOP
tem sido constatada entre 75%- 78% em alguns estudos com inclusdo de
grande numero de pacientes (Azziz et al.,, 2004; Huang et al., 2010).
Infelizmente, as concentragdes de androstenediona ndo foram consideradas
nestes estudos para melhor comparacéo.

No presente estudo, utilizando tanto os padrdes publicados em

estudos robustos (Cumming et al., 1985; Azziz et al., 2004; Hahn et al.,
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2007; Kauffman et al., 2008) como niveis de corte fornecidos pelos
fabricantes dos testes usados, hiperandrogenismo bioquimico foi
identificado em 81% das pacientes com SOP, resultado compativel com as
prevaléncias ja relatadas ( Hahn et al., 2005; Chang et al., 2005; Azziz et al
., 2006).
Entre os marcadores utilizados para identificar hiperandrogenismo,
a elevacdo do indice de androgénios livres, como parametro isolado, foi o
mais freqiientemente alterado no presente estudo, estando elevado em 61%
das pacientes. Este resultado também é confirmatério de observagdes
anteriores nas quais a elevacdo da testosterona livre tem valor preditivo
positivo em torno de 60% (Huang et al., 2010). Elevacdo isolada da
testosterona livre tem sido identificada entre 55%-57% das pacientes com
SOP (Azziz et al., 2004; Huang et al., 2010), s6 da testosterona total entre
33% - 38% (Azziz et al., 2004; Huang et al., 2010) e da androstenediona
entre 13% e 18%(Knochenhauer et al., 1998; Willenberg et al., 2008). O
estudo atual, considerando todas as 53 pacientes, mostra resultados
semelhantes: elevacgédo isolada da testosterona em 37,5%, da DHEAS em
29,2% e da androstenediona em 58,5%.
Havendo hiperandrogenismo bioquimico, outro aspecto relevante € a
definicdo da fonte responsavel pelo excesso de androgénios. Enquanto

estudos anteriores indicavam prevaléncia de hiperandrogenismo adrenal



61

entre 40-70% das pacientes (Wild et al., 1983; Hoffman et al., 1984), os
estudos mais recentes estimam esta prevaléncia entre 20-70% e a
relacionam a idade das pacientes incluidas (Carmina et al., 1992; Carmina
et al., 1995; Ditkoff et al., 1995; Moran et al., 1999).No presente estudo,
incluindo niveis de DHEAS e A, a prevaléncia de hiperandrogenismo
adrenal foi de 62%,estando 0 DHEAS elevado em 39% e a androstenediona
em 60%. Considerando como Ilimites DHEAS > 248 pug/dl e
androstenediona > 245 ng/dl, a prevaléncia de hiperandrogenismo adrenal
de 39% encontrada neste estudo, quando se incluiu apenas o0 DHEAS, e de
62% quando se incluiu também a androstenediona, confirma a importancia
da hiperfuncdo adrenal nas pacientes com SOP. Mesmo com a nova
sistematizacdo diagnostica. Como em pacientes normais quase todas as
moléculas de DHEA (80%) e DHEAS (95%) sdo de origem adrenal, é
plausivel que o presente estudo tome estes esterdides como principais
marcadores da funcdo adrenal nas pacientes com SOP. A inclusdo da
androstenediona é justificada pelo fato de que este esterdide tem como
precursores 0 DHEAS e a 17-hidroxiprogesterona, explicando entdo sua
elevacdo em grande numero de pacientes com hiperandrogenismo adrenal
(Azziz et al., 1998;Chang et al., 2005;Kumar et al., 2005).

Tomando em conjunto elevacdo do DHEAS e androstenediona,

hiperandrogenismo adrenal tem sido reportado entre 23-57% (Moran et al,
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1999; Uncu et al, 2007). Esta variagdo na prevaléncia de
hiperandrogenismo adrenal pode ser atribuida as diferentes populagdes
examinadas, aos diferentes ensaios usados e incluséo ou ndo da
androstenediona como marcador de fonte adrenal.

A funcdo adrenal tem sido intensamente comparada entre pacientes
com SOP e controles normais. Ainda que a producdo de cortisol esteja
fortemente sob controle do ACTH, o excesso de androgénios adrenais nas
pacientes com SOP pode ter controle mais complexo, dissociando-se do
cortisol. Tem sido também postulado existir hiperatividade corticoadrenal
intrinseca, ja que niveis séricos e ritmo diario do ACTH séo iguais entre
mulheres normais e pacientes com SOP (Horrocks et al., 1983; Stewart et
al., 1993). Assim, ainda que os androgénios adrenais estejam aumentados
na SOP, os mecanismos deste excesso sdo ainda incertos. Na SOP parece
haver niveis normais de ACTH, pulsatilidade normal, mas hiperatividade
adrenal amplificando sua acdo. Tem se atribuido esta resposta amplificada
a fatores adrenais paracrinos ou intracrinos, desregulacdo enzimatica ou a
fatores extra adrenais como insulina, fatores de crescimento e esteroides
ovarianos (Fruzzetti et al., 1985; Lanzone et al., 1992; Gonzalez, 1997;
Azziz et al., 1998; Legro, 2000). Neste contexto, influéncia da insulina,
estradiol e testosterona tem sido examinada em poucos estudos (Lanzone

etal, 1994).
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Parece ndo haver defeito enzimatico especifico na SOP, mas cerca de
40 a 60% das pacientes com SOP mostram hiperandrogenidade adrenal
generalizada na secrecdo do cortisol e funcdo esteroidogénica com excesso
de androgénios (Homburg et al., 1996; Ehrmann et al., 1992; Gambineri et
al., 2006). Este excesso dos androgénios tem sido observado tanto em
condicdes basais como apoOs estimulo adrenal com ACTH. No presente
estudo os niveis de cortisol ultrapassaram 18ug/dl (496 nmol/l) 60 min
apos estimulo com cortrosina em 90% dos pacientes, sofrendo incremento
de 153%. Comparando com a literatura, este resultado confirma haver
hiperatividade adrenal, na sintese do cortisol, geralmente entre 118%-162%
em pacientes com SOP (Gonzalez-Gonzalez et al., 1998; Luboshitzky et
al., 2003; Guido et al., 2004; Azziz et al., 2004; Escobar Morreale et al.,
2008). Em relacdo a secrecdo de 17-OHP4, 15%-21% das pacientes
apresentaram resposta adrenal amplificada no presente estudo, tendo
sofrido incremento em seus niveis de 4,2nmol/l para 11,8
nmol/l(incremento de 163%). No conjunto das pacientes, a elevagao nos
niveis de 17-OHP4 é semelhante aos observados em outros estudos
(Luboshitzky et al., 2003; Escobar Morreale et al., 2008), com elevacao
entre 64%-160% na SOP e de cerca de 80% em pacientes controles (Sahin
e Kelestimur, 1997; Kelestimur e Sahin, 1999; Carbunaru et al., 2004;

Escobar-Morreale et al., 2008).
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Considerando a resposta dos androgénios adrenais ao ACTH, excesso
de DHEAS tem sido observado em cerca de 42% das pacientes com SOP
(Laue et al., 1991; Azziz et al., 1991; Azziz et al., 1998) .Pelos niveis de
DHEAS, o presente estudo revelou hiperatividade em 39% das pacientes
com SOP. O incremento da androstenediona ao estimulo com ACTH 1-24
tem sido maior nas pacientes com SOP, quando comparadas com mulheres
normais: incremento entre 34-95% na SOP versos incremento entre 30%-
45% nos controles (Sahin e Kelestimur, 1997; Kelestimur e Sahin, 1999;
Carbunaru et al., 2004). O incremento de 32% observado no presente
estudo em pacientes com hiperandrogenismo adrenal, ndo indica haver
maior producédo de androstenendiona nesta sindrome.

Avaliacdo da resposta adrenal ao ACTH 1-24 pela area sob a curva
até 2 horas apds a injecdo tem sido examinada na SOP. A éarea do cortisol
foi calculada em 40.300 nmol/l.60 min em pacientes com SOP e 32.900
nmol/1.60 min em mulheres normais (Puurunen et al., 2009). No presente
estudo, a area total do cortisol 35.355 nmol/l.60 min, ndo permite
conclusdo, ja que o presente estudo tem a limitacdo de usar controles
histdricos apenas e ndo incluiu individuos normais. A area total de 17-
OHP4 tem sido estimada em cerca de 500 nmol/l.60 min, cerca de 31-81
nmol/l.60 min maior do que a area sob curva observada em mulheres

normais (Sahin e Kelestimur, 1997; Unlahizarci et al., 1999; Puurunen et
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al., 2009). No presente estudo a area de 561nmol/.60 min nas pacientes
com SOP portadoras de hiperandrogenismo adrenal confirma resposta
adrenal amplificada nestas mulheres. Na literatura, a resposta da
androstenediona tem também sido maior em pacientes com SOP quando
comparada a individuos normais (area de 800 nmol/l.60 min versus 600
nmol/l.60 min) (Unldhizarci et al., 1999; Puurunen et al., 2009). No
presente estudo, os niveis de androstenediona somaram 920,6 nmol/I.60
min e ndo parece ser muito diferente, apesar de considerar apenas as
pacientes com SOP e hiperandrogenismo adrenal.

Estudos mostrando que pacientes com SOP e resisténcia a insulina
tém os androgénios adrenais DHEAS e androstenediona em menores
concentracgdes, atribuem este fato a capacidade da insulina inibir a atividade
da citocromo P45017a e/ou 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (Dai et al.,
2006). A citocromo P450c17a, catalizadora da conversdo da pregnenolona
em DHEA/ DHEAS via delta-5 e progesterona em androstenediona, via
delta-4, nas atividades seqtiénciais 17- hidroxilase e 17,20 liase, parece ser
estimulada/desregulada pela hiperinsulinemia nas pacientes com SOP
(Rosenfield et al., 1990; Ehrmann et al., 1992; Moguetti et al., 1996; Guido
et al., 2004). Sao varios os estudos mostrando que a diminuicdo da insulina
resulta em diminuicdo dos niveis de androgénios (Nestler et al., 1987;

Diamond et al., 1991). De fato, a diminuicdo da insulinemia pelo uso de



66

medicamentos sensibilizadores dos receptores da insulina tém mostrado ser
capaz de atenuar a sintese de androgénios adrenais ao diminuir a atividade
da citocromo P450c17a. (La Marca et al., 1999). No entanto, outros estudos
mostram que a diminuicdo da insulina resulta, na verdade, em maior
atividade da citocromo P450cl7a (Moghetti et al., 1996; Nestler e
Jakubowicz., 1997; Guido et al., 2004). No entanto o presente estudo néo
houve correlacdo entre niveis de insulina e as razes DHEAS/17-OHPE via
delta-5 (p=0,509) e A/17-OHP4 via delta-4 (p=0,488), sugerindo pouco
impacto da insulina sobre as atividades 17-hidroxilase e 17,20 liase. Estas
inconsisténcias podem ser resultado da influéncia de outros fatores de
confundimento ainda ndo examinados até o0 momento. E certo apenas que a
hiperinsulinemia correlaciona-se com niveis mais baixos de DHEAS
(Pasquali et al., 1983;Smith et al., 1987; Nestler et al., 1989;Farah et al.,
1990; Unluhizarci et al., 1999). O mecanismo € incerto, podendo haver
alteracdo da atividade 17,20 liase (Nestler et al., 1990) ou ndo (Azziz et al.,
1995), ou ainda diminuicdo da atividade da enzima 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase (Suhail et al., 2006).

A producao de androgénios adrenais pode ainda estar ligada aos
niveis de prolactina, mas pacientes com prolactina elevada foram excluidas
do presente estudo, ndo permitindo esta avaliacdo. Os niveis de estradiol e

testosterona, principais esterdides ovarianos com possivel repercussdo
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sobre a producéo dos androgénios na adrenal, ndo demonstraram impactar
de modo significante os androgénios nas pacientes examinadas no presente
estudo. Na SOP os niveis séricos de estradiol sdo comparaveis com o0s da
fase folicular precoce do ciclo menstrual. Nao havendo a posic¢ao do efeito
da progesterona diz se haver hiperestrogenismo relativo.Estudos anteriores
mostraram ser possivel a modulacdo da esteroidogénese adrenal pelos
estrogénios (Ditkoff et al.,, 1995). O presente estudo examinou esta
possibilidade e ndo foi capaz de mostrar correlacdo entre estradiol com
DHEAS, A, P4, 17-OHP4 ou cortisol. E possivel que o nimero de
pacientes examinadas tenha sido insuficiente, j& que houve tendéncia a
demonstrar correlacdo positiva entre estradiol e androstenediona (p=0,09).
Parece que 0s estrogénios tém a capacidade de estimular a atividade da
17,20 liase, na via delta-4(Lobo et al., 1982).

Hiperplasias adrenais por deficiéncias das enzimas 11-hidroxilase,
3B-hidroxiesteroide desidrogenase e 21-hidroxilase foram excluidas do
estudo. Embora nivel basal de 170HP < 2ng/ml (6 nmol/l) praticamente
descarta deficiéncia da 21-hidroxilase, mesmo a forma de manifestacdo
tardia, com valor preditivo negativo de quase 100% (Azziz e Zacur, 1989),
0 presente estudo, efetuando teste de cortrosina em pacientes com SOP
com niveis basais de 17-OHP4 a partir 1,0 ng/ml, identificou duas

pacientes (3,7%) com provavel polimorfismo genético e niveis de 170HP >
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10ng/ml (30 nmol/l) 60 minutos apods injecdo de ACTH 1-24. Outros tém
relatado que até 10% - 13% das pacientes com deficiéncia da 21-
hidroxilase podem ter niveis basais de 170HP4 < 2 ng/ml, usualmente >
1,0ng/ml (New et al., 1983; Fiet et al., 1988; Azziz et al., 1999; Pall et al.,
2010). Logo, a liberalidade no teste da cortrosina em pacientes com
hiperandrogenismo adrenal e 17-OHP4 >1 ng/ml e < 2 ng/ml maximiza a
deteccdo da deficiéncia da 21-hidroxilase nas formas com manifestacdo
tardia e torna mais preciso o diagndstico de SOP.

Tem se postulado a existéncia de defeitos enzimaticos leves na SOP.
No presente estudo mulheres com SOP e hiperandrogenismo adrenal
tiveram estes aspectos examinados. As atividades das enzimas que
integram a cadeia esteroidogénica adrenal podem ser examinada tanto pela
razdo precursor/produto como pela razdo produto/precursor (Bayoumi e
althman, 2001;Dolfing et al., 2003). No exame da razdo precursor/produto
a deficiéncia enzimatica ¢ identificada pela elevacéo desta razdo. No exame
da razdo produto/precursor o resultado € inverso, e a deficiéncia da enzima
é presumida pela diminuicdo desta fracao.

A atividade da enzima 3B-HSD esta associada a producdo de 17-
OHPE e DHEAS, a partir da pregnenolona na via delta-5. A elevacao
destes androgénios em condicdes basais, ou apos estimulo adrenal com

ACTH 1-24, reflete deficiéncia desta enzima, ao ndo converter de modo
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adequado a 17-OHPE em 17-OHP4 (figura 1). Pacientes com SOP,
independentemente da fonte do hiperandrogenismo, tém mantido variacéo
na atividade da 3B-HSD. No presente estudo a razdo 17-OHPE/17-OHP4
de 4,0 £ 2,0 sugere atividade normal desta enzima em condicOes basalis, ja
que em estudos anteriores controlados apenas razdo acima de 6,4 indicou
insuficiéncia desta enzima em pacientes com SOP (Pang et al., 1985). No
presente estudo, quando foi avaliada a razdo 17-OHP4/17-OHPE
(produto/precursor) a razéo de 0,26 em niveis basais ndo se modificou apos
60 min do estimulo adrenal, sugerindo atividade estavel desta enzima;
resultado ja observado em outro estudo (Bayoumi e Althman, 2001). Por
outro lado, quando se considera apenas pacientes com niveis elevados de
DHEAS esta razdo pode indicar algum déficit na atividade da 3B-HSD
(Zerah et al., 1991; Gonzalez et al., 1991) . A diminuicdo da razdo
A/DHEAS a niveis <1,5 parece indicar menor atividade da 3p-HSD nas
pacientes com hiperandrogenismo adrenal (Doi et al., 2006). No presente
estudo a razdo A/DHEAS de 1,6 é limitrofe, sugerindo discreto aumento na
atividade 3p-HSD. Esta discordancia talvez possa ser explicada pelas
populacdes diferentes, em relagdo a outros fatores de confundimento ndo
considerados. Sabe-se que pacientes com resisténcia a insulina manifestam

niveis menores de DHEAS e A e este assunto ndo foi examinado no
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presente estudo (Moguetti et al., 1996), embora ndo tenha sido possivel
documentar correlacdo negativa entre niveis de insulina e DHEAS.

As atividades 17-hidroxilase e 17,20 liase tém origem na mesma
enzima citocromo P450c 17a. Na via delta-4, pela atividade 17-hidroxilase
a enzima liga a progesterona e a converte em 17-OHP4 e pela atividade
17,20 liase converte a 17-OHP4 em androstenediona; nesta via, pacientes
com SOP tém mostrado variagdo na atividade 17-hidroxilase (P4—17-
OHP4) e aumento na atividade 17,20 liase(17-OHP4—A) (Ditkoff et al.,
1995; Gonzalez et al., 1996). Enquanto alguns estudos ndo tém sido
capazes de encontrar desregulacdo da citocromo P450c (Carmina et al.,
1990; Azziz et al., 1995; White et al., 1995), a maioria afirma haver
hiperfuncdo desta enzima na SOP (Barnes et al, 1989;Azziz et al., 1990;
Rosenfield et al.,, 1990; Erhman et al, 1992; Gonzalez et al., 1996;
Gonzalez et al., 1997; Sahin et al., 1997; Unluhizarci et al., 1999; Colak et
al., 2002).

Utilizando a razdo molar entre produto e precursor a atividade da
citocromo P450c17a foi examinada em detalhes no presente estudo, tanto
em condicBes basais como apds o teste da cortrosina. Na atividade da
enzima 17-hidroxilase, razdo molar produto/precursor 17-OHP4/P4 de 2,8
sugere hidroxilacdo normal da progesterona e atividade 17-hidroxilase

normal, quando comparada com controles historicos de 3,0 (Ditkoff et al.,
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1995). Este resultado difere de Ditkoff que encontrou razéo de 4,2 em
pacientes com SOP mas equipara-se a razdo de 1,6 encontrada por Guido
em pacientes com SOP e 1,8 por Gonzalez (Gonzalez, 1999; Guido et al.,
2004). A atividade desta enzima ndo foi examinada na via delta-5 no
presente estudo.

Tem se observado heterogeneidade na atividade da 17,20 liase nas
pacientes com SOP (Carmina e Lobo, 1990; Ditkoff et al, 1995; Gonzalez
et al., 1996). As atividades diferentes observadas entre estudos tém sido
postuladas as diferentes concentracbes de estradiol, esterdide capaz de
aumentar a atividade desta enzima (Lobo et al., 1982; Ditkoff et al, 1995).
No entanto, esta maior atividade enzimatica dependendo dos niveis de
estradiol, ndo é sempre observada. Alguns estudos gque examinaram a
atividade liasica na via delta-5 ( razdo DHEAS/17-OHPE) ndo conseguiram
demonstrar influéncia dos estrogénios nesta enzima (Polderman et al.,
1990; _Ditkoff et al., 1995) . No presente estudo nédo se observou correlagao
entre os niveis de estradiol e atividade 17,20 liasica. Utilizando a razéo
precursor/produto, 17-OHP4/A foi observado maior atividade 17,20 liase
em pacientes com SOP (Bayoumy e Alothman, 2001) . Do mesmo modo a
razdo produto/precursor A/17-OHP4 de 2,1 mostrou haver hiperatividade
desta enzima nestes pacientes (Gonzalez et al., 1996) . No presente estudo,

a razao molar A/17-OHP4 de 2,6 sustenta este resultado de maior atividade
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da 17,20 liase na via delta-4. A razdo encontrada de 0,78 na via delta-5
(17-OHPE/DHEAS), ndo sugere aumento nesta via. Resultado ja
examinado em estudo anterior (Ditkoff et al., 1995) . Em adicdo, outro
estudo, utilizando esta mesma razdo molar produto/precursor mostrou
atividade liasica diferente entre pacientes com SOP (4,7) e controles (2,2)

(Ditkoff et al., 1995) .
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7-Conclusdes

A prevaléncia de hiperandrogenismo bioquimico foi de
81%.Hiperandrogenismo adrenal foi encontrado em 62% das pacientes.
Dentre as 33 mulheres com hiperandrogenismo adrenal, 42% apresentaram
resisténcia a insulina. Na resposta adrenal ao estimulo com cortrosina
observa-se um incremento no cortisol de 153%, na androstenediona de
32%, 170HP4 163% e progesterona 79%. N&o se detectou correlacdo entre
as concentracOes basais de insulina e estradiol com cortisol e androgénios.
Hiperatividade adrenal foi observada, por maior secre¢do de 17-OHP4, em
21% das pacientes e, por maior secrecdo de cortisol, em 90% delas. Em
condicOes basais, observou-se discreto aumento na atividade da enzima 3[3-
hidroxiesteroide desidrogenase e desregulacdo da P450c com maior

atividade 17,20 liase.
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BRANCA
NEGRA
AMARELA
INDIGENA
OUTRA

B-ESTADO CIVIL:

CASADA/UNIAO
ESTAVEL
SOLTEIRA
OUTRA

C-OCUPAGAO PRINCIPAL

D-ESCOLARIDADE

ANALFABETA | |

1 GRAU
INCOMPLETO: | |

COMPLETO: | |
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2 GRAU

INCOMPLETO | |

COMPLETO | |

3 GRAU

INCOMPLETO

COMPLETO

F-HABITOS:

[ JmaBaGismMO[ eTiLsMO [ |cAFE

G-DROGAS ILICITAS: || QUAL(Is)? |

[ JcHiMARRAO [ ]cuaranA

H-OUTRAS DROGAS: |:| TRANQUILIZANTES |:| HORMONIO |:| OUTRAS.

I-ATIVIDADE FiSICA: |

[I-PARAMETROS CLINICOS:

ANAMNESE:

ESTERILIDADE

[ |poumeNORREIA

EXAME FiSICO:

ACNE HIRSUTISMO

ESTRIAS

AMENORREIA PRIMARIA

AMENORREIA SECUNDARIA

[ Jciclos >34 <90 IS .

ACANTOSIS

GALACTORREIA

OBESIDADE

OUTROS
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- PARAMETROS LABORATORIAIS:

1. BASAL

FSH

LH

PRL

RAZAO LH:FSH

TESTOSTERONA TOTAL

TESTOSTERONA LIVRE

SHBG

PROGESTERONA

ESTRADIOL

CORTISOL

ANDROSTENEDIONA

DHEAS

17 HIDROXIPROGESTERONA

17 HIDROXIPREGNENOLONA

11-11DEOXICORTISOL

GLICEMIA JEJUM

INSULINA JEJUM

RAZAO GLICOSE:INSULINA

C PEPTIDEO

HEMOGLOBINA GLICADA

COLESTEROL TOTAL

TRIGLICERIDEOS

LDL-c

HDL-c
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Nome do Paciente Registro: Cadigo:
Data do nascimento: Estatura Peso: Idade:
Padrao menstrual Cintura: Quadril: IMC:
Intervalo:
Duragao:
Volume:
Medicamento em uso:
Tubo Horario Tempo Cortisol 170HP-4 | Androste | Progester
N F T coleta Nediona ona
1 Basal
2 30 min
3 60 min
120 min

Controle de coleta

Data da coleta:

Responsavel pela Coleta:

0 30 60




POl IR

j)ECISAO N° 093/FCM/03.

O DIRETOR DA FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS no uso de suas atribuigdes fegais; e

CONSIDERANDO o que consta no Proc
23108.00718/03-7;

DECIDE:

Artigo 1° - Apfovar ~ad referendum”™ da Congregacao
da Faculdade de Ciéncias Médicas, o Projeto de Pesquisa ~Aspectos Clinicos ¢
Epidemiolégico das Mulheres com Anovulagdo Cronica Hiperandrogéncic™
sob Coordenacio do Prot, Dr. Sebastido Freitas de Medeiros.

Artigo 2° - O referido projeto serd eXecutado de
01/0503 a 30/04/05.

Artigo 3¢ - Essa decisdo conta com seus efeitos

partir dessa data.

Cuiaba, 13 de maio de 20035,

Departamento de Ginecologra o
Obstetricia-HUJIM { FCM / UFvT

ke
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Distribuicdo das mulheres com SOP, segundo o estado civil.

Estado civil N %

Casada 34 64,1%
Solteira 17 32,1%
Vilva 01 1,9%
Né&o declarado 01 1,9%

Total 53 100%
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Distribuicdo das mulheres com SOP e hiperandrogenismo adrenal,
segundo o estado civil.

Estado Civil N %
Casada 18 54,6
Solteira 14 42,4
Vilva 01 3,0
Né&o declarado 00 00

Total 33 100%
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Distribuicdo das mulheres com SOP, segundo a cor da pele
referida pela paciente.

Cor da pele N %
Branca 35 66,1%
Negra 09 17%
Indigena 01 1,9%
Outros 08 15%

Total 53 100%
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Distribuicdo das mulheres com SOP e hiperandrogenismo adrenal,
segundo a cor da pele referida pela paciente.

Cor da pele N %
Branca 26 78,9%
Negra 05 15,1%
Indigena 01 3%
Outros 01 3%

Total 33 100%
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TABELA DE CONVERSAO PARA SISTEMA DE UNIDADES INTERNACIONAL(SI)

Valores Referéncia

Fatores de conversao

Sistema Internacional (SI)

Androstenediona ng/dl X 0,0349 Androstenediona nmol/I
Colesterol total mg/dl X 0,0259 Colesterol total mmol/I
Triglicerideos mg/dl X 0,0113 Triglicerideos mmol/I
HDL-c mg/dI X 0,0259 HDL-c mmol/Il
LDL-c mg/dl X 0,0259 LDL-c mmol/l
Glicose mg/dl X 0,0555 Glicose mmol/I
Insulina pU/ml X 7,175 Insulina pmol/I
Estradiol (E2) pg/ml X 3,67 Estradiol (E2) pmol/Il
SHBG nmol/I X 1,0 SHBG nmol/l
Prolactina ng/ml X 0,04348 Prolactina nmol/Il
TSH mUI/L X 1,0 TSH mUIl/L
T4 Livre ng/dl X 12,87 T4 Livre pmol/I
FSH miU/ml X 1,0 FSH IU/L
LH miU/ml X 1,0 FSH IU/L
Testosterona Total ng/dl X 0,0347 Testosterona Total nmol/I
Progesterona ng/mi X 3,18 Progesterona nmol/l
17-Hidroxiprogesterona X 0,0303 17-Hidroxiprogesterona
(17-OHP4) ng/dl (17-OHP4) nmol/Il
DHEAS ug/dl X 0,0271 DHEAS umol/l
17-Izlligfooxl_ilr;)ré§;rr1%r)gllona X 00301 17-Hidroxipregnenolona
(17-OHPE) nmol/l
11-Deoxicortisol ng/dl X 0,0289 11-Deoxicortisol nmol/Il
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TERMO DO CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1-projeto de pesquisa: “reavaliacdo da secrecdo dos androgénios adrenais na sindrome dos ovarios policisticos apos
critérios de Roterda”;

2-Pesquisadores: Dr Sebastido Freitas de Medeiros, médico, professor da disciplina Ginecologia e Obstetricia do Hospital
Universitario Julio Muller e do Mestrado em Ciéncias da Salde/Universidade Federal de Mato Grosso; Dr Angelo
Barrionuevo Gil Junior, médico, professor de Ginecologia e Obstetricia da Universidade de Cuiaba, aluno do mestrado em
Ciéncias da Satde/Universidade Federal de mato Grosso;

3-Finalidade da Pesquisa: Avaliar a resposta da glandula adrenal basal e apds administracdo endovenosa da cortrosina em
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos através das dosagens hormonais da progesterona, 17-
hidroxiprogesterona,17-hidroxipregnenolona, 11-deoxicortisol, androstenediona, cortisol, testosterona total, DHEAS,
SHBG,insulina, Glicemia e perfil lipidico;

4-A pesquisa serd realizada avaliando os niveis sangliineos dos horménios androgénios, glicose, insulina colesterol total,
triglicerideos, HDL-c, LDL-c e teste da cortrosina através de coleta sangiiinea por puncéao periférica da veia do antebraco,
de uma amostra basal e, avaliagdo dos niveis do cortisol, 17-hidroxiprogesterona, progesterona e androstenediona apds
administracdo endovenosa de ACTH1-24, 30 e 60 minutos apds (teste da cortrosina). Este teste serve, entre outros, para
detectar alteracdes na glandula adrenal e deficiéncia tardia da 21 hidroxilase;

5-O desconforto e risco do procedimento sdo minimos , j& que se tratam de pungdes venosas periféricas, com materiais
descartaveis, realizadas por pessoal treinado;

6-a paciente que concordar em participar da pesquisa se beneficiara, pois tera sua funcdo adrenal avaliada, bem como
realizacdo de exames de glicemia e perfil lipidico. Caso seja encontrada qualquer alteragdo, a mesma recebera a
devida orientagdo de tratamento e tera acompanhamento garantido no HUIM-MT;

7-em qualquer fase da pesquisa, a participante terd acesso aos profissionais responsaveis pelo esclarecimento de
eventuais dlvidas através do telefone (65)-81182475-Dr Angelo;

8-E garantida a liberdade de retirada do concentimento informado em participar do estudo a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo de continuidade do seu tratamento na instituicéo ;

9-Direito de confidencialidade- As informacGes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

10-Despesas e compensacdes: Ndo ha despesas pessoais para a participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Ndo ha compensacdo financeira relacionada & sua participago;

11-Compromisso do pesquisador em utilizar os dados e material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo; “Reavaliacdo da secrecdo dos androgénios adrenais na sindrome dos ovarios policisticos Apds 0s
critérios diagnosticos de Roterdd”. Discuti com 0 médico que me atendeu sobre a minha decisdo em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos,as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é
isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar, caso seja comprovado através dos exames, que
tenho alguma alteracdo que necessite tratamento. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,sem penalidades, ou prejuizo, ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido no meu atendimento neste servico.

Data: data:
Assinatura do paciente Assinatura da testemunha

#Somente para o responsavel do projeto:
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participagdo do estudo.

Data:

Assinatura
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BOX PLOT
Pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos.

Box Plot 53 pacientes com SOP. Androstenediona nmol/I (Painel A),Insulina SI Pmol/I(Painel
B), DHEAS pumol/I(Painel C) e Cortisol nmol/I (Painel D).

ANDROSTENEDIONA nmol/| INSULINA pmol/I
Painel A 2401 painel B
20
180
15
120
10
60
5 -
O .
CORTISOL nmol/I DHEAS pumol/I
600 154
Painel C Painel D
10
400
5 -
200
O -
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BOX PLOT
Pacientes com SOP e hiperandrogenismo adrenal.

Box Plot 33 pacientes com SOP e hiperandrogenismo adrenal.v Androstenediona nmol/I
(Painel A),DHEAS pmol/I(Painel B), 17 — OH Progesterona mol/I (painel C), Progesterona SI/
nmol/I (painel D) e E2 Basal nmol/I (Painel E).

ANDROSTENEDIONA nmol/I DHEAS pumol/I
Painel A Painel B
207 10.0-
154 7.5
5.0
10
2.5
57 0.0
PROGESTERONA SI/ nmol/I E2 BASAL nmol/I
257 Painel D 300- Painel E
Z09 2501
1.5 2007}
150
1.0
100
0.5

17-OH PROGESTERONA mol/I

Painel C

10.0+

7.5

5.0

2.5+

0.0




Participacdo dos androgénios adrenais na sindrome dos ovarios policisticos.

Adrenal androgen participation in the polycystic ovary syndrome.
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Resumo.

Objetivo: Reavaliar a funcdo adrenal em pacientes com SOP, ap0s a introdugdo dos critérios
de Roterda. Material e Métodos: Estudo descritivo, corte transversal, incluindo 53 pacientes
com idade de 26 + 5,1 anos. Glicose, hemoglobina glicada, lipidios, estradiol, progesterona,
17-OHP4, DHEAS, FSH, LH, TSH, PRL, androstenediona, tiroxina livre, insulina,
testosterona total, SHBG e indice de androgénios livres foram estimados. Resisténcia a
insulina, examinada pelo modelo homeostéatico, foi admitida com indice >2,8. A resposta
adrenal a cortrosina foi avaliada pelo incremento hormonal observado apds 60 min e area
sobre a curva. Resultados: Entre as 53 pacientes elegiveis, hiperandrogenismo bioquimico foi
encontrado em 43 (81,1%). Trinta e trés delas, com idade de 25,1+5,0, anos apresentaram
hiperandrogenismo adrenal (62,2%), pesavam 74,9+14,9kg; IMC de 28,8+6,0 e razdo
cintura/quadril de 0,8+ 0,1. DHEAS foi >6,7nmol/l em 13(39,4%) e androstenendiona
>8,7nmol/l em 31(93,9%). Cortisol, 17-OHP4, A e progesterona tiveram incremento de
153%, 163%, 32% e 79%, respectivamente. O modelo usado para avaliar a resisténcia a
insulina foi >2,8 em 14(42,4%). Nao foi encontrada correlacdo entre as concentragdes de
insulina ou estradiol com as de cortisol ou androgénios. Conclus6es: A utilizacdo de multiplos
parametros hormonais revela alta prevaléncia de hiperandrogenismo bioquimico na SOP,
sendo que as adrenais tém participacdo em dois terco dos casos. Niveis de estradiol e insulina
néo influenciam a secrecdo adrenal de androgénios e cortisol.

Palavras-chaves: Hiperandrogenismo, sindrome dos ovarios policisticos, resisténcia a

insulina, cortrosina, glandulas supra-renais, hormdnio adrenocorticotrépico-ACTH.



Abstract

Objective: To reassess the adrenal function in patients with PCOS, after the introduction of
the Rotterdam’s criteria. Material and Methods: Descriptive, cross-sectional al study,
including 53 patients 26 + 5.1 years old. Glucose, glycosylated hemoglobin, lipids, estradiol,
progesterone, 17-OHP4, DHEAS, FSH, LH, TSH, PRL, androstenedione, free thyroxine,
insulin, total testosterone, SHBG and free androgen index were measured. Insulin resistance
was accepted with homeostatic model assessment index > 2,8. The adrenal response to
cortrosyn was assessed by the hormonal rise observed at 60 min, and by the area under the
response curve. Results: Among 53 elegible patients ,biochemical hyperandrogenism was
found in 43 (81,1%) of them. Thirty three women had adrenal hyperandrogenism (62.2%).
These 33 women, aged 25.1 + 5.0 years, had weight of 74.9 + 14.9 kg, BMI of 28.8 + 6.0 and
waist / hip ratio of 0.8 + 0,1. DHEAS was> 6.7 nmol / | in 13 (39.4%) and androstenendiona
was> 8.7 nmol / | in 31 (93.9%). The increments in 17-OHP4, cortisol, A, and progesterone
were 163%, 153%, 32%, and 79%, respectively. The homeostatic insulin resistance model
was> 2.8 in 14 (42.4%). No correlation was found between insulin and estradiol with cortisol
or androgens. Conclusions: The use of multiple endocrine parameter shows high prevalence
of biochemical hyperandrogenism in patients with PCOS. Two third of patient have adrenal

hyperandrogenism and stradiol and insulin do not influence the adrenal secretion.

Keywords: Hyperandrogenism, polycystic ovary syndrome, insulin resistance, cortrosyn,

adrenal glands, adrenocorticotropic hormone.



Participacdo dos androgénios adrenais na sindrome dos ovarios policisticos.

Adrenal androgen participation in the polycystic ovary syndrome.

Introducéo

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP), com prevaléncia variando entre 2,2% e
26%, segue com Varios aspectos fisiopatolégicos indefinidos'. Como a populagéo
anteriormente classificada com esta sindrome é muito heterogénea, sua definicdo tem sido
matéria de debates nas ultimas duas décadas. A primeira tentativa de padronizar critérios
diagnosticos, proposta em reunido de especialistas promovida pelo Instituto de Saude dos
Estados Unidos (NIH) em 1990 foi publicada em 1992 e definiu como SOP a existéncia de
anovulacdo cronica, hiperandrogenismo clinico ou bioquimico e exclusdéo de
hiperprolactinemia, disfuncGes da tiredide, alteragbes adrenais e tumores de ovarios ou
adrenal®>. Como esta definicdo ndo fazia mencdo aos aspectos ultra-sonogréficos ovarianos,
ndo obteve grande aceitacdo, as Sociedades Norte-Americana de Medicina Reprodutiva
(ASRM) e Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia (ESHRE) realizaram reunido para
consenso, em Roterdd®. A partir desta reunido foi proposto que a SOP deve incluir pacientes
com pelo menos dois dos critérios: oligo-ovulagdo ou anovulagdo cronica, sinais clinicos ou
bioquimicos de hiperandrogenismo, ovarios policisticos ao ultra-som e manutencdo dos
mesmos critérios de exclusdo: hiperprolactinemia, hipo/hipertireoidismo, hiperplasia adrenal
congénita classica e ndo cléssica, Cushing e tumores de ovario ou adrenal secretores de
androgénios®.

Os critérios de Roterdd expandiram os do NIH, incluindo os pacientes com ovarios

policisticos, hiperandrogenismo e ovulagdo normal ou com ovérios policisticos



oligo/anovulagdo sem sinais de hiperandrogenismo. A plausibilidade de que estes dois
fen6tipos devem ser incluidos na SOP foi examinada recentemente®®, concluindo-se pela
inexisténcia de dados robustos na literatura corroborando com a inclusdo dos pacientes com
ovarios policisticos ao ultra-som sem sinais de hiperandrogenismo, ainda que possam ter oligo
ou anovulagdo. Em resumo, tem-se como critérios atuais para definir a SOP:
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico oligo/anovulacdo e/ou ovérios policisticos ao ultra-
som e exclusdo de hiperprolactinemia, disfuncfes da tiredide, hiperplasia adrenal de
manifestacdo tardia e tumores de ovério ou adrenal produtores de androgénios*”. Deve-se
também considerar no diagnostico a variagdo temporal entre o inicio da sindrome e o
desenvolvimento do conjunto de sinais e sintomas, incluindo o aspecto policistico ovariano®.
Na SOP adrenais e ovérios participam na producdo excessiva de androgénios. A
elevacdo dos androgénios ovarianos é mais prevalente e implica principalmente no aumento
da testosterona (T), como resultado do hiperestimulo do LH, amplificado pela insulina, ou
pelo aumento intrinseco da secrecdo destes androgénios nas células da teca’. A elevacéo dos
androgénios adrenais ocorre em 20%-60% das pacientes com SOP®®, sendo manifestada por
niveis elevados do sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS), 11B-hidroxiandrostenediona
(11B-OHA), deidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol e androstenediona’®. Os
mecanismos do hiperandrogenismo adrenal na SOP ndo estdo totalmente esclarecidos, sendo

que maior catabolismo do cortisol™

e/ou resposta amplificada dos androgénios adrenais a
niveis normais de ACTH tém sido propostos'®
Com a introducdo de novos imunoensaios e novos critérios diagnosticos é

recomendavel a repeticdo dos estudos epidemioldgicos e clinicos anteriores. Apos definicéo

dos pardmetros clinico-laboratoriais atuais e definicdo dos critérios de exclusdo para o



diagndstico da SOP, o perfil da secrecdo dos androgénios adrenais destas pacientes ndo foi
ainda examinado. Os estudos que precederam esta padronizagdo mostraram que 0s
androgénios adrenais estariam elevados em até 60% das vezes, mas é possivel a existéncia de
viéses nos estudos mais antigos pela possibilidade de terem incluido individuos com
condicBes clinicas que hoje seriam excludentes. Tendo-se em conta a existéncia de uma
lacuna entre as informacGes obtidas antes e depois da padronizacdo diagnostica , 0 presente
estudo tem como objetivo reexaminar a secrecdo de androgénios adrenais apos introducdo dos

critérios de Roterdd para o diagndstico da SOP.

Material e métodos.

Todas as pacientes foram atendidas prospectivamente no Ambulatério de Anovulagao
Crbnica do Hospital Universitario Julio Muller e no Instituto Tropical de Medicina
Reprodutiva e Menopausa, segundo protocolo aprovado pelo CEP local desde o inicio de
2003. O TCLE foi aplicado na primeira entrevista, independentemente da paciente ter ou ndo
o diagndstico de SOP confirmado. Inicialmente foram excluidas as pacientes que tivessem
feito uso de esterdides sexuais ou sensibilizadores de insulina nos ultimos seis meses e
aquelas com hiperprolactinemia, hipotiroidismo ou disfungédo das enzimas 21-hidroxilase, 11-
hidroxilase e 3-B hidroxiesteroide desidrogenase, ou tumores de ovario e adrenal ja
diagnosticados. Cinquenta e trés pacientes com SOP, diagnosticadas de acordo com os
critérios de Roterda® revistos por Azziz* foram elegiveis. Estas pacientes, tinham idade média
de 26,0 £ 5,1 anos; 66,1% eram brancas, 17% negras, 1,9% indigenas e 15% miscigenadas;
64,1% eram casadas, 32,1% solteiras, uma paciente era vilva e outra ndo declarou seu estado

civil. Em relagdo a escolaridade, treze por cento das pacientes tinham concluido apenas o



primeiro grau, 49% tinham concluido o segundo grau e 20,8% cursavam ou tinham concluido
o terceiro grau. Tabagismo foi identificado em 7,6%, etilismo social em 26,7% e sedentarismo
em 73,3%. Acne foi diagnosticada em 47,2% das pacientes, hirsutismo em 30,2%, acantosis
nigricans em 26,4%, esterilidade conjugal em 45,3% e ciclos com intervalos > 34 dias
/amenorréia em 75%. Duas destas pacientes (3,8%) foram excluidas ap6s primeira avaliagdo
por apresentarem niveis de 170HP4 >30nmol/l 60 min apos teste dindmico com cortrosina e
18 foram excluidas por ndo apresentarem hiperandrogenismo de fonte adrenal, objeto deste
estudo. Nas 33 pacientes incluidas na analise, a idade foi de 25,1 + 5,0 anos. A altura foi
medida no estadidmetro de Harpender (Holtain Limited, England) com a paciente em pé, sem
sapatos, calcanhares afastados em 20-25 cm e cabega na posi¢do horizontal. O peso foi
verificado com a paciente usando apenas vestes leves, aproximando-se para o 0,1kg mais
préximo. O indice de massa corporal (IMC), usado para medir a adiposidade total, foi
calculado com o peso (kg) dividido pelo quadrado da altura (m?). Este parametro foi escolhido

I*2. A circunferéncia da cintura,

por apresentar a melhor correlacdo com a massa gorda tota
usada para medir a adiposidade visceral, foi medida em centimetros com a paciente em pé, no
plano horizontal, a meia distancia da crista iliaca e a margem do arco costal inferior. A
circunferéncia do quadril foi medida no plano da circunferéncia maxima sobre as nadegas,
arredondando-se para o 0,5 cm mais proximo™. A superficie corporal foi estimada pela
formula [altura(cm) x peso(kg)/3600]%2 **. Volume ovariano e distribuicdo dos foliculos <
10mm e area do estroma foram examinados por ultra-sonografia, usando transdutor vaginal
com frequéncia de 5-MHZ. (Voluson® E8, GE Helthcare,Inglaterra). O volume ovariano foi

calculado pela formula para comprimento, largura e altura: 0,5233 x D1 x D2 x D3, onde D1,

D2, D3 foram tomados como sdo 0s diametros maximos. Ovarios policisticos foram definidos



pela presenca de 12 ou mais foliculos em pelo menos um dos ovérios, medindo 2 a 9mm em
diametro, e/ou volume ovariano > 10 ml ao ultra-som®. Os testes bioquimicos foram
realizados no Laboratdrio Central do Hospital Universitario Julio Muller. As amostras de
sangue foram colhidas até o quinto dia do inicio do fluxo menstrual ou, estando a paciente em
amenorréia, em qualquer dia, independente do tempo transcorrido desde a ultima
menstruacdo, tendo-se o cuidado de marcar as colheitas com a dosagem de progesterona para
certificacdo de que a amostra ndo tenha sido colhida apds eventual ovulagdo. Os resultados
foram validados sempre que os niveis de progesterona fossem < 1,0ng/ml (<8,0 nmol/l). Vinte
mililitros de sangue foram colhidos pela manhd ap6s 10-12h de jejum. A concentragdo de
glicose plasmatica foi estimada pela reacéo de oxidase (Beckman glucose analyzer, Fullerton,
CA, USA). Hemoglobina glicada foi estimada por cromatografia liquida de alta performance-
HPLC (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, USA). Colesterol total (CT), triglicerideos (TG)
e colesterol de alta densidade (HDL) foram estimados pelos métodos enzimaticos (Wiener
Lab BT 3000 plus, Rosério, Argentina). O colesterol de baixa densidade (LDL) foi calculado
pela formula:CT-HDL-(TG/5) *°.

O hiperandrogenismo clinico foi definido apenas pela presenca de acne ou hirsutismo
ao exame fisico da paciente e o hiperandrogenismo bioquimico foi definido por niveis de
testosterona total > 70ng/ml, sulfato de hidroepiandrosterona > 248 ng/dl (6,7umol/l)
androstenediona > 245 ng/ml (8,7 nmol/l) e indice de androgénio livre (IAL) >7 1% 0 indice
de androgénios livres foi estimado pela equacéo: testosterona total (nmol/L) / SHBG (nmol/L)
x 100. O hiperandrogenismo adrenal foi definido primariamente por niveis basais de DHEAS
(>6,7 umol/l) e, com menor poder discriminatério, da androstenendiona >8,7 nmol/l.

Resisténcia a insulina (RI) foi definida por niveis basais de insulina > 12,2 pU/ml, SHBG <



20nmol/I ou pelo resultado do modelo homeostatico HOMAR-RI(Go nmol/l x lo uU/ml/22,5)
> 2,8 118 A hiperplasia adrenal de manifestacéo tardia foi excluida no inicio do estudo
quando os niveis basais de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP4) fossem > (5ng/ml/ >15nmol/l);
quando eram >2 e < 5 ng/ml as pacientes foram incluidas no estudo e submetidas ao teste da
cortrosina. Além disso, considerando a possibilidade de falso negativo com o limite de
2ng/ml, todas as pacientes com resultados de 17-OHP4 > 1,0 ng/ml ¢ < 2,0 ng/ml foram
também submetidas ao teste. A deficiéncia da enzima 21-hidroxilase foi definitivamente
excluida por niveis de 17-OHP4 < 10ng/ml (30 nmol/l) 60 min apds o estimulo com ACTH
sintético™. A deficiéncia da 3p-hidroxiesteroide desidrogenase foi excluida com niveis basais
de 17-hidroxipregnenolona (17-OHPE) < 15nmol/l; deficiéncia de enzima 11-hidroxilase foi
descartada pelos niveis de 11- deoxicortisol < 8ng/ml(< 0,2 pmol/l) *%.

O teste da cortrosina foi realizado entre 8:00-9:00h apds jejum de 12 h, com a paciente
sentada. Apos puncdo venosa e fixacdo de cateter heparinizado, colheu-se 5ml de sangue em
tubo  vacutainer® (Becton Dickison UK Ltd, Plymouth, Inglaterra).
Fez-se entdo injecdo em bolus de 0,25mg de ACTH 1-24 sintético (Synacthen®, Novartis
Pharmaceuticals, NJ, USA), colhendo-se novas amostras 30 e 60 min apds, para dosagem de
170HP4, cortisol, e androstenediona e progesterona. A resposta de cada horménio foi
avaliada pela area sob a curva (ASC) com inclusdo do valor basal, pela regra do trapézio e
pelo incremento méaximo (A) determinado como a diferenca do valor basal do valor méximo
alcancado dividido pelo valor basal. Considerou-se resposta adrenal exagerada quando os
niveis do cortisol 30 min apos o estimulo foram > 18ug/dl ou fossem aumentados em pelo
menos 7pg/dl*. Esta resposta foi considerada ainda amplificada quando os niveis de 17-

OHP4 foram > 15nmol/l e < 30.3 nmol/l 30 e 60 min apds injecdo da cortrosina. A
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progesterona plasmatica foi medida por quimioluminescéncia, mostrando coeficiente de
variagdo intra-ensaio de 4,6% e inter-ensaio entre 3,3% e 3,8%, nas diferentes concentragoes.
As concentragdes de testosterona total e SHBG foram determinadas por
eletroquimioluminescéncia. A imprecisdo intra-ensaio da testosterona total foi de 2,1% e
inter-ensaio de 3,8%. A variacdo da SHBG no mesmo ensaio foi de 4,1% e em diferentes
ensaios de 5,4%. 17-OHP4, androstenediona, DHEAS, cortisol, FSH, LH, prolactina, TSH e
tiroxina livre foram medidos por quimioluminescéncia. Os coeficientes de variagdo intra-
ensaios ndo/ excederam 5% para estes hormonios examinados e os coeficientes de variacdo
inter-ensaios foram < 8%. Todos o0s ensaios foram realizados usando Kits comerciais,
seguindo instrucdes dos fabricantes.

Os resultados sdo resumidos em figuras ou tabelas. A distribuicdo de todos os dados
foi examinada pelo teste de Lilliefors. Variaveis com distribuicdo normal sdo apresentadas
como média (X) e desvio padrdo (DP); varidveis com distribuicdo ndo paramétrica sdo
apresentadas por mediana e intervalo de confianca (IC) de 95%. Correlagcfes entre varidveis
paramétricas (insulina, DHEAS, androstenediona) foram feitas pelo coeficiente de correlacéo
de Pearson(r) e entre varidveis ndo paramétricas (insulina, progesterona, 170HP4,
estradiol,cortisol) pelo coeficiente de correlagdo por postos de Spearman(rho). Significancia
das comparagdes foram examinadas pelo teste t de Student ndo pareado ou teste das
proporces. Valores de p menores que 0,05% foram considerados com significancia
estatistica. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Julio Muller

da Universidade Federal de Mato Grosso.
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Resultados

Em media, as 53 pacientes inicialmente elegiveis tinham altura de 1,6m 0,1, peso
corporal de 75,7 £+ 8,8kg, IMC de 30,1 £7,8 e razdo cintura quadril de 0,8 £0,1. O volume
ovariano foi de 11,5 #4,3cm3. Hiperandrogenismo bioguimico foi encontrado em 43/53
(81,1%) das pacientes com SOP, sendo IAL > 7 em 60,9%, testosterona > 70ng/dl em 37,5%,
androstenediona > 8,7 nmol/l em 58,5% ¢ DHEAS > 6,7 nmol/l em 29,2%. Vinte ¢ duas
pacientes (41,5%) tinham niveis basais de insulina >12,2uU/l e em 16 entre 42(38,0%) a
SHBG foi < 20 nmol/l. Em 22 de 47 (46,8%) o HOMA-RI foi > 2,8.

Os dados antropométricos das 33 pacientes com hiperandrogenismo adrenal incluidas
na andalise sdo mostrados na tabela 1. Nestes pacientes o volume ovariano foi de 12,1 £3,9cm3.
Pardmetros bioguimicos e concentra¢fes basais dos hormdnios avaliados sdo mostrados nas
tabelas 2 e 3. Insulina basal >12,2uU/| foi encontrada em 14/33 (42,4%), SHBG < 20nmol/I
em 11/27 (40,7%) e HOMA-RI>2,8 em 14/29 (48,3%). Dentre estas 33 pacientes com
hiperandrogenismo adrenal, o0 DHEAS foi >6,7 umol/l em 13/33(39,4%) pacientes e a
androstenediona foi > 8,7 nmol/l em 31/33 (93,4%); 26(78,8%) tinham 17-OHP4 < 2ng/ml (<
6 nmol/l) e 7 (21,2%) entre 2,1 ng/ml e 3,1 ng/ml (6,3-9,3 nmol/l). Sessenta minutos apos
injecdo de ACTH 1-24, 29/33 (87,8%) tiveram as concentra¢des de 17-OHP4 entre 2ng/ml-
10ng/ml (6nmol/I-30nmol/l), sendo que em 7 (21,2%) as concentracdes ficaram entre 15
nmol/ml-30nmol/l 30 min, apds a injecdo da cortrosina. Vinte e oito pacientes (90,3%)
mostraram a resposta do cortisol > 18ug/dl ou aumento deste corticosterdide em relacdo ao
basal, de 7ug/dl.

A resposta adrenal ao estimulo com ACTH-1-24 é mostrada na tabela 4. No exame de

possivel influéncia da insulina sobre a esteroidogénese adrenal em condic¢Bes basais ndo se
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detectou correlagdo entre as concentragdes de insulina e DHEAS (r=-0,2; t=-1,2; p =0,2),
insulina e 17-OHP4 (rho=0,06;t=0,9;p=0,7), insulina e androstenediona (r=0,2; t=0,9; p
=0,3), insulina e cortisol (rho=-0,3;t=0,1;p=0,9) ou insulina e progesterona (rho=-0,35;t= -
1,4;p=0,2). Do mesmo modo, as concentragdes de insulina ndo mostraram correlacdo com 0s
niveis destes esterdides apos estimulo com ACTH 1-24 (dados ndo mostrados). Também nao
se observou correlagdo entre niveis de estradiol com DHEAS (rho=0,1; t=0,46; p =0,6), 17-
OHP4 (rho=0,2; t=1,0; p =0,2), androstenediona (rho=0,3;t=1,7;p=0,09) ou cortisol(rho=0,2;

t=-1,2; p =0,2), nem antes e nem apds o teste da cortrosina(dados ndo mostrados).

Discussao

O presente estudo, utilizando os critérios de Roterdd modificados® para identificar
pacientes com SOP, reexamina a contribuicdo da supra-renal na producdo de androgénios em
pacientes hiperandrogénicas com SOP. Ainda que hiperandrogenismo, clinico ou bioquimico,
seja critério utilizado para definir a SOP, a defini¢cdo de hiperandrogenismo bioquimico é
limitada pela coexisténcia de varios androgénios, uso de diferentes parametros de cortes entre
populacdo normal e os diferentes fendtipos da SOP e, ainda, pela variabilidade e imprecisao
dos métodos empregados na quantificacdo de varios androgénios. Em estudos com inclusdo
de grande numero de pacientes, usando critérios parecidos na defini¢do de hiperandrogenismo
bioquimico (DHEAS > 245-275 ng/dl; testosterona total > 70-80 ng/dl e 1AL>4,5-7,0), a
prevaléncia de hiperandrogenismo tem sido constatada entre 75-78% “*??. Infelizmente, as
concentragdes de androstenediona n&o foram consideradas nestes estudos. No presente estudo,

utilizando tanto os padrdes publicados em estudos robustos”> como niveis de corte



13

fornecidos pelos fabricantes dos testes usados, hiperandrogenismo bioquimico foi identificado
em 81% das pacientes, resultado compativel com as prevaléncias j4 relatadas”.

Entre os marcadores utilizados para identificar hiperandrogenismo, a elevacdo do
indice de androgénios livres, como pardmetro isolado, foi o mais freqlientemente alterado,
tendo sido observado sua elevacdo em 61% das pacientes. Este resultado também ¢é
confirmatorio de observacfes anteriores nas quais a simples elevacgdo da testosterona livre tem
mostrado valor preditivo positivo em torno de 60% > Varios estudos mostram que a
elevacgéo isolada da testosterona livre tem sido identificada entre 55%-57% das pacientes com
SOP>#, elevacéo da testosterona total entre 33% - 38% > e da androstenediona entre 13% e
18%%. O estudo atual mostra resultados muito parecidos. Enquanto estudos anteriores
indicavam prevaléncia de hiperandrogenismo adrenal entre 40%-70% das pacientes com
SOP? 0s estudos mais recentes, ja com novos critérios diagndsticos, estimam esta prevaléncia
entre 20%-70% e a relacionam & idade®?. Esta alta prevaléncia de hiperandrogenismo adrenal
na SOP surpreende, ja que os critérios introduzidos ap6s 1990 destacam a importancia de
excluir as alteragOes adrenais.

Nivel basal de 170HP4 < 2ng/ml (6 nmol/l) praticamente descarta deficiéncia da 21-
hidroxilase, mesmo a forma de manifestacdo tardia, com valor preditivo negativo de quase
100% °. O presente estudo, efetuando teste de cortrosina em pacientes com SOP e niveis
basais de 17-OHP4 a partir 1,0ng/ml, ainda identificou duas pacientes (3,8%) com provavel
polimorfismo genético e niveis de 17-OHP4 > 10ng/ml (30 nmol/l) 60 min apds injecdo de
ACTH 1-24. Outros tém relatado que 10% - 13% das pacientes com deficiéncia da 21-

19
I

hidroxilase podem ter niveis basais de 17-OHP4 < 2 ng/ml, usualmente >1,0ng/ml™. Logo, a

liberalidade no teste da cortrosina em pacientes com hiperandrogenismo adrenal e 17-OHP4 <
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2 ng/ml maximiza a deteccdo da deficiéncia da 21-hidroxilase nas formas de manifestagéo
tardia.

Prevaléncia de hiperandrogenismo adrenal de 29% encontrada neste estudo quando se
incluiu apenas 0 DHEAS e de 62% quando se incluiu também a androstenediona confirma a
importancia da hiperfuncdo adrenal nas pacientes com SOP. Mesmo com a nova
sistematizacdo diagnostica e exclusdo das disfungGes enzimaticas classicas. Como em
pacientes normais quase todas as moléculas da DHEAS (95%) e DHEA (80%) sdo de origem
adrenal, é plausivel que o presente estudo tome estes esterdides como principais marcadores
da funcéo adrenal nas pacientes com SOP. A inclusdo da androstenediona é justificavel pelo
fato de que este esterdide tem como precursores 0 DHEAS e a 17-hidroxiprogesterona,
estando ento elevada em grande nimero de pacientes com hiperandrogenismo adrenal *%.
Incluindo elevagdo dos dois esterdides, DHEAS e androstenediona, hiperandrogenismo
adrenal tem sido relatado entre 23%-57%%2°. Considerando como limites DHEAS > 248 ng/d|
e androstenediona > 245 pg/dl, o excesso destes androgénios adrenais em 29% das pacientes
no presente estudo confirmam resultados anteriores. Esta variagdo na prevaléncia de
hiperandrogenismo adrenal entre estudos pode ser atribuida as diferentes populactes
examinadas, aos diferentes ensaios usados e a inclusdo ou ndo da androstenediona como
marcador de fonte adrenal.

Ainda que a producdo de cortisol esteja fortemente sob controle do ACTH, o excesso
de androgénios adrenais nas pacientes com SOP pode ter controle mais complexo,
dissociando-se do cortisol . Tem sido também postulado existir hiperatividade corticoadrenal
intrinseca a niveis normais de ACTH nestas pacientes, ja que ndo ocorre elevacdo dos niveis

basais de ACTH 2’. Mesmo que os androgénios adrenais estejam aumentados na SOP, 0s



15

mecanismos desse excesso séo incertos, atribuindo-se tal modificagdo a fatores extra-adrenais
como insulina, esterdides ovarianos e fatores genéticos”®?°. A producdo de androgénios
adrenais pode ainda estar ligada aos niveis de prolactina, mas pacientes com prolactina
elevada sdo excluidas dos estudos mais recentes. Os niveis de estradiol e testosterona,
principais esterdides ovarianos com possivel repercussdo sobre a producdo dos androgénios
na adrenal, ndo demonstraram impactar de modo significante os androgénios nas pacientes
examinadas no presente estudo.

Alguns estudos sugerem que pacientes com SOP e resisténcia a insulina tém os
androgénios adrenais DHEAS e androstenediona em menores concentragdes, pelo fato da
insulina poder inibir a atividade da citocromo P450170 e/ou 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase®. A citocromo P450cl7a, catalizadora da conversdo da pregnenolona a
DHEAS e da progesterona a androstenediona nas atividades seqliénciais 17- hidroxilase e
17,20 liase, parece ser estimulada/desregulada pela hiperinsulinemia nas pacientes com
SOP*!. S&o vérios os estudos mostrando que a diminuicdo da insulina promove diminuicéo

dos niveis de androgénios®®.

De fato, a diminuigdo da insulinemia pelo uso de
medicamentos sensibilizadores dos receptores da insulina tem mostrado ser capaz de atenuar a
sintese de androgénios adrenais ao diminuir a atividade da citocromo P450*. No entanto,
outros estudos mostram que a diminuicdo da insulina resulta na verdade em maior atividade
desta enzima®. No presente estudo, os niveis de insulina ndo mostraram correlagdo com os
niveis dos androgénios examinados. Estas inconsisténcias podem ser resultado da influéncia

de outros fatores de confundimento ainda nio examinados até 0 momento. E certo apenas que

a hiperinsulinemia correlaciona-se com niveis mais baixos de DHEAS*. O mecanismo é
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incerto, podendo haver alteracdo da atividade 17,20 liase47 ou n&o, ou, ainda, diminuigéo da
atividade da enzima 3p-hidroxiesteroide desidrogenase®®°.

O presente estudo mostra a alta prevaléncia de hiperandrogenismo bioguimico na
SOP com a utilizagdo de multiplos pard@metros. Mesmo ap0s a sistematizacdo diagndstica,0s

androgénios adrenais estdo elevados em dois ter¢os dos casos. Apesar de haver hiperatividade

adrenal, estradiol e insulina parecem ndo exercer papel modulador na secre¢édo adrenal.
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Tabela 1- Caracteristicas antropométricas das mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e hiperandrogenismo adrenal.

Variaveis

N Média DP
Idade (anos) 33 25,1 5,0
Peso (Kg) 31 74,9 14,8
Estatura (m) 27 1,61 0,05
Superficie corporal (m2) 27 1,8 0,2
IMC (Kg/m2)* 27 28,8 6,0
Cintura (cm) 26 91,3 13,8
Quadril (cm) 26 107,4 12,9
Razéo C/Q 26 0,85 0,08

*IMC: Indice de massa corporal, C: cintura, Q: quadril



Tabela 2- Parametros bioguimicos das mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e hiperandrogenismo adrenal.

22

N Média DP Mediana IC(95%)
Colesterol total (mmol/l)* 29 4,9 0,9 4,7 (4,4-5,1)
Triglicerideos (mmol/l) 29 1,6 0,9 15 (1,1-1,8)
HDL —C (mmol/l) 26 1,2 0,3 1,2 (1,1-1,3)
LDL-C(mmol/l) 26 2,9 0,9 2,7 (2,3-3,0)
Glicemia (mmol/l) 30 4,8 0,7 4,8 (4,5-5,0)
Hemoglobina glicada (%)* 21 9,3 9,6 7,1 (2,9-11,2)

*Distribui¢do ndo paramétrica.
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Tabela 3- Concentragdo hormonal basal em mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e hiperandrogenismo adrenal.

Exames N Média DP Mediana IC (95%)
Insulina (pmol/l) 31 94,5 61,8 79,2 (57,4-100,9)
17-OH progesterona (nmol/l)* 33 4,5 2,3 4,2 (3,4-5,0)
TSH (uUI/ml)* 31 2,0 1,3 1,8 (1,3-2,2)
Tiroxina livre (pmol/l)* 28 15,3 21,6 15,3 (7,3-23,3)
Prolactina (pmol/l)* 33 545,7 286,2 466,5 (368,3-564,2)
SHBG (nmol/l) 26 27,7 14,5 24,5 (18,9-30,0)
DHEAS (umol/l) 30 5,7 2,6 5,6 (4,7-6,6)
Progesterona (nmol/l) 26 15 1,0 15 (1,0-1,9)
Cortisol (nmol/l)* 32 300,7 221,7 328,9 (222,7-378,8)
indice Androgénios livres (IAL)(%) 24 111 6,5 10,0 (7,4-12,6)
Androstenediona (nmol/l) 29 12,8 4,0 12,2 (10,8-13,7)
Testosterona total (nmol/l) 29 2,6 1,2 2,4 (2,0-2,9)
Estradiol (pmol/l) 23 198,2 63,6 183,6 (157,6-209,6)

*Distribuicdo ndo paramétrica.
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Tabela 4-Resposta adrenal ao estimulo com ACTH 1-24 nas pacientes com sindrome dos ovarios policisticos e hiperandrogenismo

adrenal.

Hormdnio

Incremento (0’-60’)

Area sob a Curva

(nmol/l.60min)

AIC(95%) Média DP
Cortisol(nmol/l) 153(118-202) 35355 7165
Androstenediona(nmol/l) 32(22-38) 920,6 392,1
17-hidroxiprogesterona(nmol/l)* 163(82-244) 561,0 247,4
Progesterona(nmol/l) 79(34-124) 127,7 60,3

*Distribui¢do ndo paramétrica
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