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1INTRODUCCION
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1.1 Sindrome de ovario poliquistico

1.1.1 Definicién y antecedentes

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una de las alteraciones endocrinas
mas comunes en la mujer ya que afecta al 5-10% de las mujeres en edad
reproductiva, siendo la causa mas comun de hiperandrogenismo (HA) e
hirsutismo y la principal causa de esterilidad por anovulacion. Se define como
un sindrome de disfuncién ovulatoria con manifestaciones variadas de HA
clinico y/o bioquimico, y presencia de poliquistosis ovarica (1). Actualmente la
relacion entre SOP y sindrome metabdlico (obesidad, hipertension, dislipemia,
diabetes) lo convierten en un grave problema de salud publica con un alto coste

economico (2).

El SOP presenta una amplia heterogeneidad en cuanto a la presentacion
clinica y los criterios diagnosticos. A lo largo de la historia se han descrito una
serie de acontecimientos en relacion al SOP que nos permiten llegar hasta lo
gue hoy en dia se conoce sobre este sindrome. A pesar de que los hallazgos
de ovarios poliquisticos datan de al menos un siglo antes, fueron Stein y
Leventhal en 1935 los primeros en describir el SOP como un complejo
sindromico caracterizado por anovulacion crénica, obesidad e hirsutismo.
Ademas, los ovarios de estas pacientes presentaban ciertas caracteristicas
morfologicas particulares, tales como: aumento de tamafio, engrosamiento de
la tunica albuginea y microquistes multiples situados periféricamente en la zona

subcortical ovérica (3).

Afos mas tarde, en 1976, Rebar describié la inadecuada secrecion de
gonadotrofinas en el SOP, destacando niveles elevados de la hormona
luteinizante (LH) (4), y en 1980 Burghen describio por primera vez la asociacion
de este sindrome con la resistencia a la insulina (RI) (5). A pesar de que fue
Swanson quien describié en 1981 por primera vez los hallazgos ecogréficos de
la mujer con SOP (6), este diagndstico ecogréafico no fue aceptado hasta 1985
cuando Adams describi6 los criterios diagnosticos (7). Durante muchos afios no
hubo un acuerdo sobre el diagnostico de dicho sindrome, hasta que en Abril de

1990, durante la conferencia sobre SOP, el National Institute of Health (NIH) en
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Bethesda (USA) se concluyd que los mejores criterios para el diagnostico de
SOP debian de incluir, en orden de importancia: HA y/o hiperandrogenemia,
disfuncion menstrual (oligo/anovulacion) y la exclusién de otras alteraciones
hormonales conocidas, como la hiperplasia suprarrenal no clasica, trastornos
tiroideos, la hiperprolactinemia, el Sindrome de Cushing y tumores virilizantes
(8). En Europa, y principalmente en Inglaterra, muchos expertos decidieron
utilizar los hallazgos de ultrasonido de ovarios poliquisticos como el principal
criterio para hacer su diagnostico.

Mas tarde, en Mayo de 2003, la European Society for Human Reproduction and
Embryology y la American Society of Reproductive Medicine llegaron a un
consenso en la reunion de expertos en Rotterdam, donde se establecieron los
siguientes nuevos criterios diagndésticos para el SOP, de los cuales al menos
dos deben estar presentes: presencia de oligo y/o anovulacion, signos clinicos
y/o bioquimicos de HA y ovarios de apariencia ecografica poliquistica
(presencia de 12 o mas foliculos de 2 a 9 mm de didmetro y/o volumen ovarico

superior a 10 cmq) (9).

Mas recientemente, a finales del afio 2006, la Androgen Excess-Polycystic
ovary syndrome (AE-PCOS) propone que el HA, definido por la presencia de
hirsutismo y/o hiperandrogenemia, debe ser obligatorio en el diagnéstico junto

con la disfuncién ovulatoria (1).

Teniendo en cuenta que en todos los criterios es preciso descartar etiologias
secundarias, tal y como se muestra en la tabla 1, segun los criterios del NIH Y
AE-PCOS, los criterios 1 y 2 deben de estar presentes para el diagnéstico del
SOP y segun los criterios de Rotterdam se requiere la presencia de 2 de los 3

puntos individuales.
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Tabla 1: Criterios diagnosticos del Sindrome del Ovario Poliquistico.

Criterios de la AE-

Criterios del NIH Criterios de Rotterdam
PCOS
_ _ 1. Hiperandrogenismo,
1. Oligo y/o 1. Oligo y/o o
B . hirsutismo y/o
anovulacion anovulacion

hiperandrogenemia
2. Anomalia ovarica:

_ ) _ ) ¢ Oligo-anovulacion
2. Hiperandrogenismo 2. Hiperandrogenismo

. _ y/u
clinico y/o clinico y/o
o o e OQvarios
bioquimico bioquimico _ _
poliquisticos

3. Ovarios poliquisticos

De acuerdo con estas guias (1, 8, 9), se podrian considerar la existencia de
varios fenotipos en base a la presencia o ausencia de oligo anovulacion, HA, y

morfologia de ovarios poliquisticos:

- Fenotipo A: Pacientes con HA, ciclos anovulatorios y ovarios
poliquisticos;

- Fenotipo B: Pacientes con HA y anovulacién crénica;

- Fenotipo C: Pacientes con HA y ovarios poliquisticos;

- Fenotipo D: Pacientes con anovulacién crénica y ovarios

poliquisticos.

La complejidad en las manifestaciones clinicas y su variacion a lo largo de la
vida de las mujeres afectadas, ha dificultado la obtencion de una definicion
consensuada y de un criterio universalmente aceptado para el diagnéstico del
SOP. Es por ello, que los estudios comparativos se han enfrentado al problema

de la falta de consenso en su definicién, y hoy, cuando se intenta establecer
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precisiones ya sean endocrinas, semiologicas,  etiologicas, o0
anatomopatoldgicas, la definicion pierde nitidez, los limites se desdibujan y la
inclusibn o exclusion de pacientes comienza a depender del criterio o
subjetividad del médico. Con esto queda dicho que, no hay ningun signo o
sintomas patognomonicos de esta enfermedad, pero si, una serie de claves
gue adecuadamente valoradas permitiran llegar al diagnéstico y tratamiento

apropiado (3).

En definitiva, éste sindrome comprende un indefinido conjunto de situaciones
anormales desde el punto de vista esteroidogénico, con aumento de la
secrecion androgénica, pobre desarrollo folicular y tendencia a la anovulacion
cronica, afectando asi la reproduccion, a la parte metabdlica y a otros sistemas

del cuerpo de todas las mujeres que lo sufren.

1.1.2 Epidemiologia

Uno de los motivos mas importantes para incidir en la importancia de la
unificacion de criterios diagnosticos para el SOP, es que se trata del trastorno
endocrinopatologico mas frecuente en mujeres de edad feértil (10). La
prevalencia del SOP varia en funcidn de los criterios diagnosticos utilizados y
de las caracteristicas de la poblacion estudiada, debido a la influencia de
distintos factores en la etiologia del sindrome, con cifras del 6-10% cuando se
emplean los criterios NIH (11-13), y elevandose hasta el 20% cuando se usan
los de Rotterdam (14, 15), puesto que éstos destacan el aspecto ecogréfico de
los ovarios y son menos restrictivos que aquellos. Se considera que los ovarios
de apariencia poliquistica estan presentes en un 15-20% de las mujeres sanas

y alcanzan la maxima prevalencia (30-40%) en la época prepuberal (16, 17).

En Espafia, dos estudios epidemioldgicos realizados en muestras de donantes
de sangre, estimaron, usando criterios del NIH, prevalencias del 6,5% (18) y del
5,4% (19). Estos resultados resultan un poco superiores a la prevalencia que
se estim6 hace afios en un estudio de Alabama, 4,7% (20). Sin embargo, si

resultan concordantes con otros estudios realizados posteriormente en Grecia 'y
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en Estados Unidos, donde se ha apreciado una prevalencia del 8,8 y 6,6 %,
respectivamente (21, 22).

Es importante tener en cuenta que la prevalencia de SOP puede verse influida
por las poblaciones sujetas a estudio, debido a la influencia de distintos
factores en la etiologia del sindrome. La diversidad étnica es un punto fuerte a
tener en cuenta a la hora de valorar prevalencias del SOP, ya que, por ejemplo,
la pilosidad de las mujeres europeas del este es menor que la de las
afroamericanas, y las mujeres asiaticas por lo general son menos obesas y
carecen de hirsutismo. Chae et al. (2008) encontraron en un estudio sobre
mujeres coreanas que el SOP sin HA es un fenotipo comun en Corea (23). En
una poblacion como la de los indios Pima, en donde existe una gran
predisposicion genética a la aparicion de diabetes mellitus y obesidad, la
prevalencia de SOP alcanza el 21% (24), y en mujeres con diabetes mellitus
tipo 1 que reciben tratamiento con dosis suprafisioldgicas de insulina, se estima
en el 18,8% (25). Asi mismo, en un meta-analisis realizado en mujeres iranies,
el cual incluyd los resultados de 30 estudios, la prevalencia de SOP basada en
criterios del NIH fue del 6,8%, basada en los criterios de Rotterdam fue del
19,5%, y basada en el de ultrasonidos fue del 4,4% (26).

1.1.3 Fisiopatologia

Hoy en dia la causa principal del SOP es aun desconocida, y se considera
multifactorial y poligenética. Por una parte, existen componentes sobre los que
no podemos influir, como son los preconcepcionales (genética) y
postconcepcionales (bajo peso al nacer y exposicion intraltero a andrégenos),
y por otro lado existen otros aspectos que si pueden ser modificables como son

los habitos de vida, la dieta y el ejercicio.
En el SOP se observan alteraciones hormonales y también metabdlicas,
relacionadas entre si, que son las responsables de las manifestaciones clinicas

a corto y largo plazo. La Rl se presenta en la mayoria de los casos, con una
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hiperinsulinemia compensatoria que induce HA. La disfuncién del tejido adiposo
también esta implicada por inducir RI. El estrés oxidativo (EO) es otro factor
gue también juegan un papel importante en la etiologia del SOP y que
describiremos con mas detalle mas adelante. En la Figura 1 se muestran los
diferentes mecanismos fisiopatoldgicos que ocurren y como se relacionan entre

si.

Asi, en cuanto a su posible etiopatogenia conviene destacar diferentes
aspectos:

.  Secrecion inadecuada de gonadotrofinas e HA

A nivel del ovario, la LH estimula a las células de la teca para que sinteticen
androgenos. Estos androgenos esteroideos son convertidos por la 1703-
hidroxiesteroide deshidrogenasa en testosterona o aromatizados por una
enzima aromatizante en estrogenos (27). Estudios realizados in vivo e in vitro
con cultivo de células de la teca sugieren que en mujeres afectadas con SOP,
dichas células son mas eficientes en producir testosterona que estrégenos (27,
28). Por otra parte, la hormona foliculoestimulante (FSH) regula la actividad de
la enzima aromatasa en las células de la granulosa, determinando de este
modo cuanto estrogeno es sintetizado a partir de los precursores androgénicos.
Cuando la concentracion de LH es superior a la de FSH, situacidon que ocurre
en mujeres con SOP (29), los ovarios sintetizan preferentemente androgenos.
El 75% de mujeres con SOP presentan una inversion el cociente FSH/LH (30).
El 80-85% de mujeres con HA clinico tienen SOP (1, 31), y los niveles de
testosterona libre (T.) y testosterona total (Tt) y de dihidroepiandrosterona
sulfato (DHEAS) se encuentran elevados en el 50-75% de mujeres con SOP
(32).
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I[I. Resistencia a la insulina

Uno de los factores mas importantes y que ha tomado mayor relevancia en la
etiologia del SOP es la presencia de una insulinoresistencia en un 50-70% de
mujeres con dicho sindrome (33), la cual produce una hiperinsulinemia
compensatoria por parte del pancreas para que las células capten la glucosa.
La insulina juega un papel tanto directo como indirecto en la patogénesis de la
hiperandrogenemia, ya que actla sinérgicamente con la LH para mejorar la
produccién de andrégenos en las células de la teca. También aumenta la
actividad del citocromo P450 17A1, y el numero de receptores de LH y del
factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) (34). Ademas, la hiperinsulinemia
también bloquea la secrecidn hepatica de la proteina de union a IGF-I,
resultando en un incremento en la bioactividad del IGF-I e IGF-II, los cuales son
dos reguladores importantes de la maduracion folicular ovarica y de la
esteroidogénesis. La produccion ovarica de androgenos en las células de la
teca se incrementa por el aumento sistémico de IGF-1 e IGF-II que se une a los
receptores de IGF-1 (35). La insulina inhibe también la sintesis hepéatica de la
globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), la cual se une a la
testosterona. Asi mujeres con SOP presentan concentraciones elevadas de Ty,
y por lo tanto una mayor actividad biologica, mientras que la Tt se mantiene

normal o modestamente elevada (36).

La hiperinsulinemia previene el desarrollo folicular y causa anovulacion a través
de dos mecanismos: directamente a nivel ovéarico causa atresia folicular
prematura y arrestro folicular antral, e indirectamente causa disfuncién de la

respuesta ovarica a las gonadotropinas endogenas (35).

La RI se incrementada por la coexistencia de obesidad. El exceso de grasa,
fundamentalmente cuando existe una disposicién visceral de la misma, se
encuentra intimamente relacionada con la aparicién de RI, de tal forma que la
practica totalidad de las pacientes con SOP obesas la presentan en mayor o
menor medida (37). En un estudio con pacientes obesas y no obesas con SOP,
se midi6 la RI resultando mayor en el grupo de obesas, pero también en el

grupo de no obesas en comparacion a los controles, lo que demuestra que la
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Rl se potencia con la obesidad, pero es independiente de ésta y de la
composicion corporal (38, 39).

Diversos estudios han sido dirigidos a encontrar las alteraciones responsables
gue desencadenan la RI, con especial énfasis en las anomalias en el receptor
de la insulina, en la union insulina-receptor y a nivel post-receptor. El principal
defecto de la accion de la insulina en pacientes con SOP es probablemente
debido a un defecto post-union en la transduccion de sefial mediada por el
receptor de insulina que da como resultado un trastorno significativo en la unién
al receptor. Esto parece ser defecto genético intrinseco en mujeres con SOP y
consiste en un aumento de la fosforilacion de la serina independiente de la
insulina y una disminucion de la fosforilacion de la tirosina dependiente de la

insulina (35).

I1l.  Predisposicidon genética

A pesar de la controversia respecto a la etiologia del SOP, la asociacion entre
factores ambientales y genéticos ha sido demostrada (40). La sospecha de la
predisposicion genética como origen del sindrome se basa en la frecuente
agregacion familiar que presenta el SOP, el HA y las alteraciones metabdlicas
acompafantes. Estudios realizados con mujeres gemelas, sin diferencias en
factores ambientales, sugieren que la genética explica alrededor del 70% de la
patogénesis del SOP (41). Desde el afio 2011, se han publicado cinco estudios
sobre la asociacion del genoma completo y el SOP (42-46). En conjunto, estos
estudios han identificado 16 loci significativamente asociados con el SOP.
Cuatro regiones (THADA, C9orf3, FSHB y YAP1) han sido replicadas en mas
de un estudio, y en mujeres de origen caucdasico y chino, sugiriendo asi
mecanismos comunes de patogénesis en diferentes poblaciones. Los dos
estudios realizados con mujeres chinas con SOP demuestran 11 loci genéticos
asociados con este sindrome (43, 44). Estas variantes se encuentran en
regiones que contienen genes importantes para la accion de la gonadotropina
(LHCGR y FSHR), genes asociados con riesgo para la diabetes tipo 2 (THADA
y HMGA2) y tipo 1 (RAB5B, SUOX, ERBB3), genes implicados en la
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sefalizacion de la insulina (INSR) y en la arquitectura de factores importantes
para el remodelado de la cromatina (TOX3), genes relacionados con el tamafio
de 6rganos y la proliferacién celular (YAP1 y SUMO1P1), y otros genes cuya
relacion con el SOP no esta aun clara. El tercer estudio realizado en poblacién
coreana no identific6 ninguna asociacion significante, pero reportaron 7 loci
previamente encontrados asociados al SOP (45). El estudio realizado por
Hayes et al. (2015) fue el primer estudio de asociacion del genoma con el SOP
en mujeres caucasicas y, como resultado, fueron encontradas dos nuevas
sefales para el riesgo de SOP (46). La investigacion mas reciente que incluyo
un total de 7000 casos de SOP ha reportado tres nuevos loci, ERBB4 (Erb-B2
receptor tirosina quinasa 4), RAD50 (RAD50 proteina de reparacion de ruptura
de doble cadena) y KRR1 (KRR1 procesoma de la subunidad pequefia) (42).
En particular, esto demuestra que la via Erb-b puede estar implicada en el
SOP, y esta via esta involucrada en el desarrollo de células germinales
primordiales en ratones (47). Ademas, ERBB3 interacciona con YAP1 en la via
de sefalizacion Hippo, el cual regula el tamafio del érgano mediante el control
de la proliferacion celular y la apoptosis, y se ha asociado con la acumulacién
folicular primordial en ratones (48). En conjunto, estos cinco estudios
proporcionan pruebas considerables para el papel de la via del Hippo, los
cambios neuroendocrinos y receptores del factor de crecimiento epidémico
(EGFRSs) en la fisiopatologia del SOP. Ademas, las variantes de susceptibilidad
en el SOP encontradas por Day et al. (2015) también se encontraron asociadas
con niveles de hormona antimilleriana (MULLE), FSH y LH (42, 46), ofreciendo

una cierta penetracion de la genética de estos rasgos también.

Otros estudios sucesivos realizados en mujeres europeas han encontrado
algunas de estas variantes, 9933.3 en DENND1A y 2p21 en THADA (49-53).
Una investigacion reciente con mujeres arabes demuestra la asociacién de
nuevas variantes en LHCGR y FSHR con SOP (54). En mujeres del sur de la
India, un estudio demuestra la asociacion del SOP con seis genes (Receptor de
androgenos, Folistatina, subunidad R de LH, Calpaina-10, INSR y PPARYy) (55),
y otro estudio encontré asociacion entre varios polimorfismo del gen de la

resistina (RENT) y el incremento del riesgo a presentar SOP (56). También
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recientemente, se ha encontrado asociacion entre la variante del gen

superoxido dismutasa 2 A16V y el SOP en la poblacion china (57).

Por otra parte, las variantes asociadas con la menopausia también se asocian
con el riesgo de SOP, lo que sugiere un fondo genético compartido para el
envejecimiento ovarico y SOP (42, 58), y proporcionando una explicacion

evolutiva de la alta prevalencia de este sindrome.

En resumen, los estudios realizados hasta el momento demuestran que el SOP
es una enfermedad compleja multigenética, en la que factores epigenéticos y
ambientales juegan un papel importante en la expresion fenotipica de los
sintomas. Recientemente, una revision sistematica que ha resumido los
hallazgos recientes de polimorfismos genéticos encontrados en el SOP de
publicaciones relevantes, sefiala que la importancia genética y la relevancia
fisiopatoldgica exacta de la mayoria de estos genes sobre este sindrome, que

incluyen StAR, FSHR y FTO, aun no estan claros y deben confirmarse (59).

IV. Grado moderado de inflamaciéon

En respuesta al estado de inflamacion, nuestros glébulos blancos producen
sustancias para luchar contra la infeccion. Las investigaciones han demostrado
gue las mujeres con SOP presentan cierto grado de inflamacion crénica (60,
61) que se relaciona con el desarrollo de RI, ya que los datos han demostrado

una relacién causal entre la Rl e inflamacion (62).

Por otra parte existe evidencia de la asociacién del genotipo GG del gen
MEP1A, que codifica para una proteina implicada en la produccion de IL-1, con
un incremento significativo del modelo homeostatico de evaluacion de la RI

(HOMA-IR), del nivel de insulina en ayunas y tras su estimulacién (63).
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V. Estrés oxidativo

Se desarrolla mas adelante.

VI. Factores ambientales

Es posible que los factores ambientales puedan jugar un papel importante en la
etiologia del sindrome. Una de las teorias actuales establece la posibilidad de
gue determinadas alteraciones durante la gestacién produzcan un retraso en el
crecimiento intrauterino, dando lugar a un recién nacido con bajo peso para la
edad gestacional. Estos nifios presentarian una predisposicion en el futuro de
presentar RI, alteraciones del metabolismo hidrocarbonado, HA y SOP. Esa
susceptibilidad individual se pondria de manifiesto con factores externos, como
una alimentacion rica en grasas saturadas y pobre en hidratos de carbono, la
adquisicion de habitos de vida sedentarios, y la existencia de obesidad. Aunque
esta teoria resulta muy llamativa, y existen estudios que relacionan el bajo peso
al nacer con un desarrollo en el futuro de pubarquia precoz, RI, HA ovarico y

suprarrenal funcional, algunos autores no encuentran dicha asociacion (64, 65).
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Figura 1. Mecanismos fisiopatologicos que ocurren en el SOP. AGL: acidos
grasos libres. DMT2: diabetes mellitus tipo2. ECV: enfermedad cardiovascular.
EO: estrés oxidativo. FSH: hormona foliculoestimulante. HDL-C: lipoproteina de
baja densidad-colesterol. LDL-C: lipoproteina de alta densidad-colesterol. LH:
hormona luteinizante. RI: resistencia a la insulina. ROS: especies reactivas de
oxigeno. SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales. TG: triglicéridos.

28



Estrés oxidativo en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico

1.1.4 Manifestaciones clinicas y complicaciones

Las manifestaciones clinicas del SOP empiezan a aparecer de forma
caracteristica en la etapa peripuberal, aunque se ha descrito existencia de
pubarquia prematura, definida como la aparicion de vello pubico en nifas
menores de 8 afios, que podria predisponer a padecer SOP tras la pubertad, y
ser por tanto la primera manifestacién cronolégica del sindrome (66). En
general, se reconocen tres caracteristicas claves del SOP. La correcta
evaluacién de estos aspectos clinicos cobra un especial interés dada la
trascendencia que, de forma consensuada, tiene en el diagnéstico del SOP.

l. Disfuncion ovulatoria y menstrual.

La disfuncion ovulatoria puede presentarse tanto clinicamente, como es la
interrupcion del flujo menstrual, oligo-amenorrea (menstruacion con intervalos
de 36 a 90 dias), o sangrado uterino anormal, como de manera subclinica, sin
la evidencia de esa interrupcion de la regularidad en el sangrado vaginal. Asi
pues, presentar periodos regulares no siempre es indicativo de una funcion
ovulatoria correcta. Aproximadamente el 75-85% de mujeres con SOP han
evidenciado clinicamente disfuncion menstrual, caracterizada por infrecuentes
0 ausentes sangrados menstruales (67). Por otro lado, un 20-50% de mujeres
hiperandrogénicas con periodos menstruales regulares (eumenorrea) tienen

anovulacion crénica y quizas puedan considerarse afectadas por el SOP (68).

Il. Hiperandrogenismo clinico y bioguimico.

La hiperandrogenemia refiere niveles elevados de androgenos en la circulaciéon
sanguinea. Las mujeres con SOP presentan niveles elevados de Tr, T, y
DHEAS y niveles disminuidos de SHGB (29).

Por otra parte, el 72% de mujeres con SOP sufren HA clinico: hirsutismo

(crecimiento excesivo de vello terminal en la mujer siguiendo un patrén
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masculino de distribucidn, en zonas andrégeno-dependientes: patillas, barbilla,
cuello, areolas mamarias, torax, en area inmediatamente superior o inferior al

ombligo, asi como en muslos y espalda), acné y/o alopecia androgénica (67).

ll. Morfologia de ovarios poliguisticos mediante ecografia transvaginal.

El criterio de Rotterdam define ovarios poliquisticos Unicamente en el numero
total de foliculos en la fase folicular temprana, que se define como la presencia
de 12 o méas foliculos en todo el ovario de 2 a9 mm cada uno de diametro, con
estroma central hiperecogénico y/o el aumento del volumen ovarico > 10 ml,

en al menos un ovario, respectivamente (69).

Ademas de estos aspectos tipicos de las mujeres con SOP, en ellas se pueden
encontrar otras caracteristicas, que, aunque no forman parte de la definicién

del sindrome, estan estrechamente ligadas a él:

Gonadotropinas anormales. Numerosos estudios han demostrado que mas del

75% de mujeres con SOP presentan irregularidad en la funcién gonadotropica,
evidenciando un incremento del cociente LH/FSH, el cual esta considerado

como marcador de SOP (29).

Niveles elevados de MULLE. La MULLE es una sustancia producida en las

células de la granulosa de los foliculos ovaricos. Su determinacion constituye
un marcador bioquimico novedoso para medir la reserva ovarica (cantidad de
ovocitos que le quedan a la mujer y la calidad de los mismos) (70). Se han

encontrado niveles séricos de MULLE elevados en mujeres con SOP (71).

RI e hiperinsulinemia. En general, entre el 50% y 70% de las mujeres con SOP

han demostrado RI. Aunque la prevalencia de Rl es mayor en pacientes
obesas que en no obesas, estda demostrado que las pacientes con SOP con
peso normal sufren dicha alteracion (72). Ademas, de la Rl van a derivar otras
complicaciones metabdlicas como la dislipemia e hiperglucemia, entre otras. El
HOMA-IR es un calculo derivado de la glucosa y la insulina en ayunas para
valorar la RIl. También se ha examinado el papel de la adiponectina (una

proteina producida y secretada por los adipocitos en respuesta a la insulina)
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como marcador de RI en SOP, cuyos niveles séricos se encuentran reducidos

en estas mujeres (73, 74).

Es importante destacar las numerosas complicaciones que sufren a largo plazo

las mujeres con SOP.

1.1.4.1 Morbilidad obstétrica

Las mujeres con SOP presentan exceso de androgenos gestacional,
hiperinsulinemia, diabetes gestacional, los cuales pueden afectar
negativamente el resultado del embarazo. También presentan mayor riesgo de
preeclampsia, dada su baja paridad, indice de masa corporal (IMC) alto y la
alta tasa de embarazos mudltiples relacionados con el uso de terapias de
fertilidad. En consecuencia, los recién nacidos de madres con SOP tienen una
mayor tasa de hospitalizacion en cuidados intensivos neonatal y un mayor

riesgo de mortalidad perinatal (75).

1.1.4.2 Sindrome metabdlico. Diabetes y enfermedad cardiovascular

Como ya se ha mencionado antes, las complicaciones metabdlicas frecuentes
gue se dan en el SOP son obesidad, RI, dislipemia, disglucemia, hipertension,
y el consecuente desarrollo de alto grado de inflamacion. Todos ellos, factores
de riesgo cardiovascular (RCV), se consideran predictores independientes de
morbilidad y mortalidad cardiovascular, y por lo general se agrupan en lo que

se conoce como sindrome metabdlico (SMet).

La dislipemia quizas sea el desorden metabdlico mas comun en el SOP (76).
Este incluye un perfil aterogénico con niveles reducidos de lipoproteina
cardioprotectora de alta densidad (HDL-C), niveles elevados de lipoproteina de
baja densidad (LDL-C) y de triglicéridos (TG) (77, 78).

Numerosos factores afectan a la presion sanguinea, incluyendo genéticos,
inactividad fisica, estrés, alto consumo de sal, etc. Estudios epidemioldgicos

han demostrado que existe una alta prevalencia de hipertensién entre mujeres
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con SOP, particularmente de hipertension sistélica (79). La disfuncion
endotelial sugerida por el aumento de los niveles de endotelina-1 en las
mujeres con SOP sin tener en cuenta el IMC (80) y los niveles méas altos de
andrégenos (probablemente a través de la activacion del sistema de renina-
angiotensina) (81) se han sugerido como mecanismos patognomonicos de
hipertension en SOP.

La prevalencia de obesidad en mujeres con SOP se ha situado en un 35 al
50% segun datos de paises desarrollados (82). La obesidad tiene una
distribucién central, considerada un factor de riesgo de hipertensién, diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) y enfermedad cardiovascular (ECV). La obesidad central
se caracteriza por el aumento de la relacion cintura-cadera (>0.85), el cual
predispone a la hiperinsulinemia y la dislipemia, debido al mayor nivel de
acidos grasos libres liberados por el higado, y constituye un factor de riesgo
significativo de infarto agudo de miocardio en mujeres con SOP (83). A pesar
de la clara predisposicion de la obesidad al desarrollo de eventos
cardiovasculares, se sabe que las mujeres con SOP y peso normal también
sufren trastornos metabdlicos y riesgo de complicaciones metabdlicas a largo
plazo (84).

A la alta prevalencia de dislipemia y adiposidad abdominal asociada al SOP,
hay que sumarle una RI aterotrombética inflamatoria que eleva los mediadores
proinflamatorios, lo que perjudica a la funcion endotelial, reduce la reactividad
vascular y promueve la aterosclerosis subclinica (85, 86). Las mujeres con
SOP tienen aumentado el espesor de la capa intima-media de la carotida y la
calcificacion de las arteria coronaria (87, 88). Ademas el SOP se asocia con un
tiempo de generacion de trombina mas corto y mayor riego de
hipercoagulabilidad (89). Shaw et al. (2008) han confirmado que las mujeres
con SOP tienen mas eventos cardiovasculares y menor supervivencia libre de
eventos (eventos fatales y no fatales) frente a las mujeres sin SOP, y que esta
diferencia es aun mayor cuando los accidentes cerebrovasculares se incluyen
(90).

Como ya se ha dicho antes, del 50 al 70% de las mujeres con SOP presentan

RI. Como consecuencia, el 40% de estas mujeres desarrollan intolerancia a la
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glucosa o DMT2 hacia la cuarta década de vida, siendo la edad y el aumento
de peso factores de empeoramiento (91). Una sistemética revision y meta-
analisis de 35 estudios encontraron que el SOP se asocidé con una prevalencia
2,48 veces mayor de intolerancia a la glucosa y un aumento de la prevalencia
4.5 veces mayor de DMT2 (92) y, lo que es mas importante, estas diferencias
fueron similares en los estudios que incluyeron sujetos con un IMC similar.
Aunque el incremento del riesgo de DMT2 en mujeres con SOP es
independiente de la edad y del IMC, su incidencia incrementa substancialmente
con el aumento de obesidad (93). Cabe destacar que se ha estimado que el
15.0-35.6% de todos los casos incidentes de DMT2 en mujeres blancas son
atribuibles al SOP (94). Por ello, las guias clinicas recomiendan una prueba de
deteccion de DMT2 cada 1-3 afios en todas las mujeres con SOP, con la
frecuencia influenciada por factores de riesgo adicionales para DMT2 (95).

1.1.4.3 Infertilidad

La anovulacion es la causa predominante de infertilidad en SOP (96). Un
subgrupo de mujeres con SOP exhibié6 también una alteracion de la
competencia de desarrollo del ovocito, o la capacidad de los ovocitos para
completar la meiosis y someterse a la fertilizacion, la embriogénesis y el
desarrollo hasta el nacimiento (97). Después de la estimulacién ovarica
controlada para la fecundacion in vitro, algunas mujeres con SOP tienen el
desarrollo del embrién apropiado y resultando un embarazo normal (98, 99).
Las mujeres con SOP combinado con obesidad y los mayores grados de HA e
hiperinsulinemia (100) son particularmente vulnerables al desarrollo de los
ovocitos deteriorados. Ademas, estas mujeres experimentan una alta tasa de

abortos involuntarios.

1.1.4.4 Cancer

Ya que la hiperinsulinemia y la hiperestrogenemia debidas a la Rl y a la

disfunciéon ovulatoria promueven la proliferacion celular endometrial, las
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mujeres con SOP tienen un mayor riesgo de anomalias endometriales,
incluyendo carcinomas (101). Un reciente estudio con mujeres danesas
demostré que mujeres con SOP tienen mas riesgo de padecer cancer de
endometrio, mientras que la asociacion de SOP con los canceres de mama y
ovario no fue demostrada (102).

1.1.4.5 Problemas psicoldgicos

Las mujeres con SOP tienen mayor prevalencia de trastornos del estado de
animo, como la depresion (26-40%), ansiedad (11,6%) y trastornos de la
sexualidad, en parte debido a la disminucion de la calidad de vida causada por

la obesidad, la virilizacion, trastornos menstruales e infertilidad (103, 104).

1.1.5 Diagnéstico y tratamiento

Como ya se ha dicho anteriormente el SOP tiene una gran heterogeneidad en
cuanto a la presentacion clinica y en cuanto a los parametros diagnosticos. En
el aflo 2012 un documento del Panel de Expertos del NIH (Estados Unidos)
sugiri6 una lista de acciones destinadas a mejorar la comprension en el
diagnostico y tratamiento del SOP, incluida la necesidad de marcadores
biolégicos y clinicos que utilicen un genotipo o enfoque biolégico (105). El
diagndstico se basa en la presencia de al menos dos de los siguientes criterios:
disfuncién ovulatoria, caracterizada por oligoamenorrea o anovulacion cronica,
signos clinicos o bioquimicos de HA, o apariencia de ovarios poliquisticos por
ecografia (12 o mas foliculos de 2-9 mm o un aumento del volumen ovarico de
>10 cm3). Mas recientemente, la Androgen Excess-PCOS Society propone

como obligatorio el HA en el diagnéstico (9).

El panel de un trabajo reciente del NIH patrocinada por un taller de Metodologia

Basada en la Evidencia en SOP respalda los criterios de Rotterdam, aunque
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identifica las fortalezas y debilidades de cada uno de las tres caracteristicas
claves. Acorde con esta Ultima definicion, el diagnéstico de SOP puede ser
establecido con dos de los tres criterios descritos, generando asi cuatro
fenotipos diferentes ya comentados anteriormente:

o Fenotipo A: mujer hiperandrogénica con oligoanovulacién y morfologia

ovarica poliquistica.

o Fenotipo B: mujer con HA, oligoanovulacion y sin ovarios poliquisticos.

o Fenotipo C: mujer hiperandrogénica con ciclos ovulatorios regulares y

ovarios poliquisticos.

o Fenotipo D: mujer normoandrogénica con oligoanovulacion y morfologia

ovarica poliquistica.

Todos los autores coinciden en que el SOP se considera un diagnostico de
exclusion. Los trastornos que imitan al SOP son comparativamente faciles de
excluir; por lo tanto, en todas las mujeres deben medirse la tirotropina (TSH), la
prolactina (PRL), y el nivel de la progesterona (PRG). La hiperprolactinemia
puede presentarse con amenorrea o hirsutismo y la enfermedad de la glandula
tiroides puede presentarse con ciclos menstruales irregulares (106-108). En las
mujeres con HA, la hiperplasia suprarrenal congénita debe excluirse porque se
puede encontrar en un 1,5-6,8% de los pacientes que presentan exceso de
androgenos (67). En las mujeres que presentan amenorrea, Vvirilizacién, o
hallazgos fisicos no asociados al SOP, tanto la debilidad muscular proximal
(Sindrome de Cushing) o la prominencia frontal (acromegalia), deben ser

considerados y excluidos.

Desde la perspectiva del tratamiento farmacolégico, el SOP podria
considerarse actualmente el trastorno huérfano mas prevalente en mujeres
adolescentes y adultas. La mayoria de medicamentos que se usan para tratar
los sintomas del SOP, desde los anticonceptivos orales (ACO) hasta los

antiandrégenos, los insulinosensibilizantes o los inhibidores de la aromatasa,
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se usan de forma no etiquetada, porque ni la FDA ni la Agencia Europea del
Medicamento no tienen aprobado aun ningun farmaco especifico para el
tratamiento del SOP (109).

La ausencia de un mecanismo causal claro en el sindrome ha llevado al
desarrollo de mdaltiples tratamientos orientados a corregir los sintomas,
teniendo en cuenta las necesidades de la paciente y su situacion clinica. Los
objetivos del tratamiento del SOP son: restablecer la fertilidad, frenar la
produccién de androgenos, reducir los riesgos endometriales por falta de
oposicién progestagena, corregir los trastornos del ciclo, detener el crecimiento

del vello y prevenir las complicaciones del sindrome metabdlico.

Es importante tener en cuenta que la intervencion en el estilo de vida deberia
de ser el primer paso terapéutico. Reducir el peso corporal, aumentar la
actividad fisica y transmitir una correcta educacion alimentaria en estas
pacientes son la primera medida que hay que seguir, sobre todo en las
pacientes obesas; una vez conseguido, gran parte de los estigmas
androgénicos asociados al sindrome se reducen; si no ocurriese asi, habria

gue pasar a utilizar las medidas farmacologicas.

Para el tratamiento de la hiperandrogenemia e hirsutismo los protocolos
terapéuticos se orientan a reducir la produccion endoégena de androgenos y la
utilizacion de procesos no hormonales. Estos protocolos incluyen procesos
cosméticos (especificamente para el hirsutismo), ACO, antiandrogenos solos o
combinados con etinilestradiol, y si es necesario, sensibilizantes de insulina,

particularmente metformina.

Si la paciente no tiene deseos de gestacion las guias clinicas aconsejan la
utilizacion de ACO, compuestos por progestagenos que disminuyen la LH y asi
su capacidad de produccién de andrégenos ovaricos, y por estrégenos que
aumentan la SHBG disminuyendo asi la biodisponibilidad de los andrégenos
libres. Ademas, los ACO inducen una reduccion moderada de los androgenos
adrenales, probablemente a través de una interaccion directa con la sintesis de
esteroides adrenales (110). Algunos gestagenos tienen propiedades

antiadrogénicas, debido a sus efectos antagonizantes sobre el receptor y de
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inhibiciéon de la actividad de la enzima 5a-reductasa. Esta clase de
componentes incluyen acetato de ciproterona, drospirenona, dienogest, acetato
de clomadinona, y progestdgenos de tercera generacion (desogestrel,
gestodeno y norgestimato). Estos compuestos muestran a altas dosis una
eficacia en la reduccion del hirsutismo del 60 al 100%.

Los bloqueantes periféricos de los andrégenos presentan una alternativa para
mejorar la hiperandrogenemia y el hirsutismo. Los mas comdnmente utilizados
son bloqueadores del receptor de androgenos (flutamida y espironolactona) e
inhibidores de la 5a-reductasa (finasterida). La espironolactona es un diurético
inhibidor de la aldosterona, afin a los receptores de la dihidrotestosterona. La
flutamida es un antiandrogeno no esteroide selectivo, sin actividad
progestacional estrogénica ni glucocorticoidea, que debe de utilizarse con
precaucion debido a su efecto negativo sobre la funcion hepatica (111). La
finasteride inhibe la sintesis de 5-alfa-reductasa, disminuyendo lo niveles de

DHT y de sus metabolitos.

La disfuncion ovarica puede ser facilmente definida en la mujer adulta. Por el
contrario, estos desordenes pueden resultar dificiles de reconocer en las
adolescentes. Recientemente, la Sociedad Pediatrica de Endocrinologia ha
definido los criterios apropiados para el diagnéstico de SOP en adolescentes,
los cuales incluyen una combinacion inexplicada de patron anormal de
sangrado uterino, anormal para la edad y persistente durante 1-2 afos, y
evidencia de HA, por niveles elevados de Tr, hirsutismo o acné vulgar
moderados a severos (112). Es importante prestar una especial atencion en
chicas adolescentes con sobrepeso u obesidad que a menudo se asocia con RI
e hiperinsulinemia la cual puede ser per se causa responsable del exceso
androgénico y de la disfuncion ovarica. Las guias de la Sociedad de
Endocrinologia sugieren el uso de ACO sélo en la dltima etapa de la
adolescencia. Aunque el mejor ACO y la duracién apropiada para estas
pacientes son inciertas, un tratamiento de mayor duracion con éstos parece
favorecer una menor probabilidad de desarrollar HA durante la edad adulta
(112).
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En el caso de mujeres adultas, aquellas con deseo de gestacion, el citrato de
clomifeno (CC) sigue siendo el inductor de la ovulacion de primera eleccion en
estas pacientes. Para las mujeres anovuladoras tipo Il de la OMS que son
resistentes al tratamiento con CC, la estimulacién ovarica con gonadotropinas
exdgenas (gonadotropina menopdausica, gonadotropina menopausica humana
altamente purificada, FSH urinaria y FSH recombinante) es el tratamiento mas
aceptado (113). Otra opcion clasica y ya demostrada es el “drilling ovarico” que
consiste en la perforacion del tejido ovarico con electrobisturi, el cual mejora las
tasas de ovulacion (90%) y de embarazo (60-70%), evitando los embarazos
multiples y las hiperestimulaciones ovaricas que producen los tratamientos con

gonadotropinas (114).

Otro aspecto importante a comentar es el tratamiento de la RI, ya que se
considera que la disminucion de la sensibilidad a la insulina es un componente
regular del SOP, independientemente del grado de obesidad. La
hiperinsulinemia aumenta la biosintesis de androgenos ovaricos y disminuye la
sintesis de SHBG. Ademas, la RI conlleva un incremento del riesgo a padecer
diabetes tipo I, dislipemia y ECV. Por todo ello, es razonable pensar que los
farmacos insulinosensibilizantes favoreceran una normalizacion de los
parametros endocrinolégicos, con la restauracibn de una correcta
foliculogénesis y ovulacion, y con la consiguiente mejoria clinica en las mujeres
con dicho sindrome. Los agentes que producen insulinosensibilizacion que se
han ensayado en pacientes con RI incluyen: metformina, pioglitazona y
rosiglitazona. De ellos, el mas utilizado para el tratamiento de las mujeres con
SOP es la metformina, una biguanida que mejora rapidamente los niveles de
insulina, presion arterial y perfil lipidico. Numerosos estudios han demostrado
gue la metformina mejora significativamente los ciclos menstruales y las tasas
de ovulacion en mujeres con SOP (115). Esta se ha empleado en diversos
ensayos asociada al tratamiento con FSH, como en asociacion al CC y a los
ACO (116-118). ElI uso de metformina durante el embarazo reduce las
complicaciones obstétricas asociadas al SOP (119), y disminuye el riesgo a

desarrollar diabetes gestacional en este tipo de paciente (120).
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Actualmente también se utilizan isdbmeros del inositol, en particular el Myo-
Inositol y el D-chiro-Inositol, en el tratamiento del SOP, ya que mejoran los
estados de RI (121). ElI Myo-inositol ha demostrado reducir el HA y la RI en
mujeres con SOP (122, 123), ademas de restaurar espontaneamente la
actividad ovérica y asi la fertilidad en dichas mujeres (124).

Se han encontrado efectos favorables por parte de un mimético del péptido-1
del glucagén (GLP-1), la exenatida, al mejorar el peso y la regularidad de los
ciclos menstruales en mujeres obesas con SOP (125). La liraglutida, un
analogo de GLP-1 de accion prolongada que parece ser mejor tolerada que el
exenatida, promueve la pérdida de peso y reduce la RI. Aunque ésta ultima
solo se utilice actualmente en el tratamiento de la diabetes tipo Il, representa

una opcion atractiva para el tratamiento de pacientes obesas con SOP (126).

Debido a que el EO juega un papel importante en la fisiopatogenia del SOP,
algunos estudios han demostrado que la administracion de éacidos grasos
omega-3 y vitamina E mejora el perfil metabdlico y endocrino de mujeres con
SOP (127, 128). Recientemente, Rahmani et al. (2017) han demostrado que la
co-suplementacién de dichos compuestos mejora la expresion génica de la
lipoproteina a y de la lipoproteina de baja densidad oxidada, perfiles lipidicos y
biomarcadores de EO (129). En esta linea, una reciente revision sistematica y
meta-analisis, que incluyd nueve ensayos clinicos con un total de 591
pacientes, demuestra que los acidos grasos omega-3 pueden ser
recomendados para el tratamiento de SOP con RI asi como con colesterol alto
(130). En el mismo contexto, se han encontrado efectos beneficiosos en cuanto
a la tolerancia de la glucosa, ovulacién y sensibilidad insulinica con el
tratamiento de picolinato de cromo (cromo trivalente combinado con acido

picolinico) (131) y también con suplementos de selenio (SE) (132-134).
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1.2 Estrés oxidativo y sindrome de ovario poliquistico

El EO se define como el desequilibrio entre una excesiva formacion de
sustancias oxidantes y una limitada defensa de sustancias antioxidantes (135).
Aparte de la inflamacion crénica y la RI, el EO podria también contribuir al SOP

y a sus asociaciones metabdlicas.

Los oxidantes son elementos quimicos que tienden a ganar electrones
perdiendo su carga positiva. Entre ellos se incluyen productos del metabolismo
celular normal, como son las especies reactivas de oxigeno (ROS) que derivan
del oxigeno molecular (ion oxigeno, radicales libres (RL) y peréxidos) y las
especies reactivas de nitrégeno (RNS) que derivan del acido nitrico (136, 137).
A concentraciones moderadas, dichas sustancias participan en procesos
fisiolégicos, como la defensa contra agentes infecciosos y sistemas de
sefalizacion celular. Sin embargo, cuando se presentan en exceso, los

oxidantes dafan el ADN, los lipidos y las proteinas, alterando su funcion.

En general, en el EO, existen diversas vias y caminos para la formacion de
especies reactivas capaces de oxidar lipidos, proteinas y ADN, en los que
participan numerosas sustancias con capacidad antioxidante. La Figura 2
muestra un esquema muy representativo de como se forman dichas sustancias
oxidantes. El anién superéxido (O%) puede ser producido por nicotinamida
adenina dinucledtido oxidasas (NOX), xantina oxidasa y ciclooxigenasa (COX),
entre otras. Este anién superéxido es dismutado por la superoxido dismutasa
(SOD) a peroéxido de hidrégeno (H20>), éste a su vez se escinde por la enzima
glutation reductasa (GRd). Algunos metales de transicidon pueden romper el
H20> dando lugar al radical reactivo hidroxilo (OH"). Este ultimo radical puede
substraer un electrén de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), ADN o
proteinas. Por otra parte, la forma reducida de la vitamina E puede disminuir los
lipidos oxidados, la cual es regenerada por la vitamina C, o por la enzima
glutation peroxidasa (GPx) usando glutation reducido (GSH) como dador de
electrones. El 6xido nitrico (NO), el cual es producido por la éxido nitrico

sintasa (NOS), y el O% pueden reaccionar para producir el anién peroxinitrito
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(ONOO), que es un potente agente oxidante de macromoléculas. La enzima
paroxinasa | (PON-I) previene la formacion de LDL oxidadas, y la homocisteina,
ademas de comportarse como marcador de RCV, produce EO por disminuir la
transcripcion, traduccién y la actividad catalitica de la enzima GPx 'y SOD, y por
inducir a la NOS (138).
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Figura 2. Esquema representativo de los diferentes caminos y vias que
contribuyen a la oxidacion de macromoléculas en SOP. COX: ciclooxigenasa.
GPx: glutation peroxidasa. Grd: glutation reductasa. GSH: glutation reducido.
GSSG: glutation disulfuro. HCY: homocisteina. H2O2: perdxido de hidrégeno.
LDL: lipoproteina de alta densidad. LDLox: lipoproteinas de alta densidad
oxidadadas MDA: malonildialdehido. NO: o6xido nitrico. NOS: Oxido nitrico
sintasa. OH™: reactivo hidroxilo. ONOO": peroxinitrilo. O2: oxigeno. O?%: anién
superéxido. PON-I: paroxidasa |. SOD: superdxido dismutasa. Adaptado de
Murri M. et al. (2013) (138).
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Existen mecanismos fisiolégicos de defensa contra las sustancias oxidantes,
los llamados antioxidantes, capaces de bloquear la accién y suprimir la
formacién de aquellas. Estas sustancias protectoras pueden ser enzimas, como
la SOD, catalasa (CAT) y GPx, macromoléculas no enziméticas, como la
albumina y ferritina, y pequefias moléculas como el acido ascorbico, el glutation
y la vitamina E, entre otros (138).

En general, las sustancias quimicas que se utilizan para evaluar el estado
oxidativo podrian ser divididas en: componentes quimicos modificados por RL,
enzimas o productos quimicos antioxidantes, ROS, y factores que regulan la
produccion de ROS (139, 140).

1.2.1 Implicaciones del estrés oxidativo en el sindrome de ovario
poliquistico

Numerosos estudios han mostrado que el nivel de EO se encuentra
significativamente elevado en mujeres con SOP comparados con los de
pacientes sanas, cuando dicho EO es evaluado por distintos marcadores de
oxidacion, como son los marcadores de oxidacion de lipidos [malonildialdehido
(MDA), LDL oxidadas], de proteinas (carbonilacion de proteinas, tioles) y del
ADN (8-OH-desoxiguanosina), entre otros (141). Aunque el EO es considerado
como un inductor potencial de la patogenia del SOP, esta aun indeterminado si
los niveles anormales de EO derivan del propio sindrome o si dichos niveles

potencian las numerosas complicaciones que sufren estas mujeres.

La RI estimula el EO porque la hiperglucemia y los AGL conllevan a la
produccion de ROS (142). Cuando este exceso de glucosa y AGL son
absorbidos por la célula, un gran nimero de metabolitos reducidos, tales como
el &cido piravico y el acetil coenzima A, son transferidos a la mitocondria para
su oxidacion, lo que conlleva al aumento de la actividad de la cadena
transportadora de electrones, resultando finalmente en el incremento de la
produccion de ROS. Por lo tanto, el EO se produciria si enzimas reductoras,
como la SOD, peroxidasa y CAT, fallaran al captar dicho exceso de ROS en la

célula (143, 144). En un modelo animal de RI inducida por exceso de fructosa,
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el EO se observo por el incremento de proteinas carboniladas, acidos grasos
no esterificados, MDA, O y GSH, entre otros (145, 146). Como ya se sabe, la
Rl se acompafa frecuentemente con obesidad y existe en mas de la mitad de
los obesos (12), por lo que la RI es considerada como uno de los mecanismos
por los que la obesidad contribuye al EO.

De manera reciproca, se ha demostrado que el EO juega un papel crucial en la
patogénesis de la RI. En maltiples estudios se reporté que la exposicion al EO
inhibe la ruta metabdlica inducida por la insulina en el miotubo L6 y en los
modelos de adipocitos 3T3-L1 (147, 148). Acorde con la investigacion de
Bloch-Damti et al. (2005), la insulina estimulada por la absorcion de glucosa, la
sintesis de glucogeno y la sintesis proteica, serian inhibidas tras la exposicion
de 50 puM de H20> durante 2 horas (142). El radical del oxigeno juega un papel
importante en la regulacion de la glucosa (149). Por ejemplo, el H>O> podria
regular la liberacion de insulina por parte de las células 3 del pancreas
estimulada por glucosa, y participar en la regulacién de la via de sefalizacion
(150). En general, el sustrato del receptor de insulina (IRS) es la clave de la
patogénesis de la IR (151). Ante un incremento de IR, varias proteinas
guinasas se activan para inducir la activacion de serina/treonina del IRS e
inhiben la fosforilacion normal de la tirosina de dicho sustrato, reduciendo asi la
capacidad de éste para combinarse con el receptor de insulina. La supresion
del IRS activa la cascada del fosfatidil inositol 3-quinasa (PI13K); y finalmente la

sefal de la insulina al efector via receptor-IRS-PI3K queda interrumpida (152).

Por lo tanto, el EO esta intimamente relacionado con la Rl y posiblemente sea
un importante inductor de ésta en el SOP a través del defecto del post-receptor
de la insulina. Ademas, estudios con antioxidantes, como la vitamina E, &acido
a-lipoico, y N-acetilcisteina indican un impacto beneficioso sobre la sensibilidad
a la insulina y ofrecen la posibilidad de nuevos tratamientos para la Rl en este
tipo de mujeres (153). Asi, la RI esta implicada ciertamente en la fisiologia del
SOP, pero también puede ser un factor no inicial causado por el EO. Ademas,

se aprecian incrementos de EO en mujeres con SOP sin RI ni obesidad (154).

El receptor de la insulina y las proteinas del IRS son criticas para la

transduccion de la sefial mediada por la INS y el funcionamiento normal de la
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INS, por lo que cualquier alteracion en estos elementos puede dar lugar a una
situacion de resistencia insulinica. Por ello, los genes asociados a la Rl han
sido sugeridos como candidatos idéneos para la susceptibilidad del SOP, y
muchos estudios se han dirigido a estudiar el papel de polimorfismos genéticos
del IRS (155).

Por todo esto, las modalidades de tratamiento atenuantes de RI serian
beneficiosas no sélo para el sindrome metabdlico, sino también para el propio
SOP y para las futuras consecuencias a largo plazo para la salud, como la
DMT2 y las ECV (156).

Acorde con la reciente guia de la American Association of Clinical
Endocrinologists, American College of Endocrinology, Androgen Excess y la
Sociedad del SOP, un test de tolerancia oral de glucosa deberia realizarse
cada dos afios en pacientes con SOP basandose en la historia familiar de
DMT2 y un IMC >30 Kg/m?, mientras que dicho test deberia llevarse a cabo de

forma anual en pacientes con SOP e intolerancia a la GLU (157).

No podemos olvidar que la insulina es una hormona aterogénica y la
hiperinsulinemia contribuye al desarrollo de diabetes, hipertension, disfuncion
endotelial (DE) y dislipemia que se acompafa de niveles elevados de LDL, TG
y niveles disminuidos de HDL en el SOP (158-160). Ademas, dicho exceso de
insulina acelera la produccion ovéarica de androgenos. Como ya se ha
mencionado, el SOP esta asociado al incremento del RCV, y la Rl parece ser
un pilar importante de dicho riesgo, independiente de la obesidad (161). Por
otro lado, la DE es otro factor crucial en el desarrollo de ECV, el cual es
causado por un desequilibrio entre la produccién y la biodisponibilidad de
factores de relajacion y factores de constriccion dependientes del endotelio. La
DE contribuye al incremento del riesgo de aterosclerosis y ECV en pacientes
con SOP afectados de RI (162). ElI NO, regulador de la homeostasis vascular y
generado por las células del endotelio, se forma a partir de su precursor, la L-
arginina, a través de la accién enzimatica de la NOS. La disminucion en la

biodisponibilidad del sustrato L-arginina o de los cofactores resulta en el
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desacople de la NOS y conlleva al incremento del O% intracelular (163). A su
vez, las células endoteliales participan en la produccion de ROS y RSN en la
mitocondria (164). La evidencia ha demostrado que la sefializacién redox, en
respuesta a la alta produccion de ROS regulada por enzimas especificas, y la
inactivacion de NO dependiente de ROS, es un mecanismo critico en la
patogénesis de severos desordenes CV (165).

Las fuentes potenciales de RL en el SOP incluyen el tejido adiposo, oxidacion
de AG, hiperglucemia y fuente enzimatica (NOX) desde las células
mononucleares. Existen diferentes isoformas de NOX, como las del endotelio,
fibroblastos, musculo liso vascular y células miocardicas, que contribuyen a la
produccion de ROS en el SOP. Estas formas enzimaticas cardiovasculares son
la mayor fuente de ROS y se asocian fuertemente con la aterosclerosis y la
hipertension (166).

Por otra parte, el EO, incrementado en el SOP, ha sido descubierto por jugar
un papel en la patogénesis del cancer (167-169). Los RL podrian causar
cambios genéticos al atacar al ADN, produciendo en él dafos, tales como
rupturas en la hebra de ADN, mutaciones puntuales y entrecruzamientos
aberrantes del ADN, entre otros y (170). Como resultado, las mutaciones en los
protooncogenes y genes supresores del tumor probablemente provoquen la
proliferacion de células fuera de control, cuando los mecanismos de reparacion
del ADN se hayan interrumpido (171, 172). Por otro lado, el EO podria causar
también cambios epigenéticos por la metilacién del ADN, silenciando asi genes
supresores del tumor (173, 174). Por lo tanto, el EO podria ser uno de los
mayores inductores del incremento del riesgo de cancer ginecolégicos en

pacientes con SOP.

Recientemente se ha demostrado que el incremento en los niveles de ROS en
las células de la granulosa de mujeres con SOP induce considerablemente la
apoptosis celular, lo que afecta a la calidad de los ovocitos y reduce el nimero
de resultados positivos de embarazo en estas mujeres sometidas a un

tratamiento de fecundacion in vitro (175).

Teniendo todo esto en cuenta, se puede concluir que varias situaciones que

acompanan al SOP, incluyendo el HA, adiposidad abdominal, obesidad y R,
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pueden contribuir al desarrollo de un EO local y sistémico, el cual al mismo
tiempo puede empeorar reciprocamente todas éstas anormalidades
metabdlicas (92,95), y todo ello en su conjunto favorecer las complicaciones
cardiovasculares. Figura 3.
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Figura 3. Esquema representativo de la relacion entre las diferentes

alteraciones metabolicas y el EO que coexisten en el SOP.

Es evidente que el EO regula varios mecanismos celulares en el SOP. El
incremento de factores inflamatorios y biomarcadores de EO en pacientes con
SOP puede predecir el desarrollo de ECV y de DMT2. Mejorando nuestro
entendimiento sobre la regulacién de dicho EO, el papel critico de los ROS y
sus biomarcadores en pacientes con SOP, deberia conducir a nuevas
estrategias terapéuticas en el tratamiento de las ECV y metabdlicas inducidas
por este sindrome. Ademas, es posible que efectos beneficiosos de los
antioxidantes de la dieta o terapéuticos tengan una relevancia clinica

significativa en el SOP.
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1.2.2 Agentes implicados en el mantenimiento del estatus oxidativo
sistémico

1.2.2.1 Antioxidantes enddgenos

.  Albumina

La albumina es una proteina de 585 aminoacidos (Aa) con un peso molecular
es 66 kD. Contribuye del 75 al 80% de la presion oncotica intravascular y
corresponde al 30% de la sintesis hepéatica proteica a una razon de 9 a 12
g/dia. Entre sus funciones, las propiedades antioxidantes parecen ser de suma
importancia, ya que pueden estar implicadas en los posibles efectos
beneficiosos que se han observado en el cuidado critico y los ajustes
hepatoldgicos. Las funciones antioxidantes especificas de la proteina estan
estrechamente relacionadas con su estructura. De hecho, se deben a sus
multiples capacidades de union al ligando y a las propiedades de captura de RL
(176). La molécula puede sufrir diversos cambios estructurales que modifican
su conformacion y por lo tanto sus propiedades de union y estado redox. Por lo
tanto, dicha proteina ejerce actividad antioxidante al unirse a los metales con
actividad redox, en particular a los iones cobre, y limitar la produccién de RL

catalizados por los metales (177).

Estudios realizados en pacientes criticos, sépticos y con fallo organico, asignan
un rol benéfico a la albumina, en virtud de sus potenciales efectos

antiinflamatorios y antioxidantes (178).

[I. Bilirrubina

La bilirrubina (BIL), aparte de ser un producto final del catabolismo del grupo

hemo, se ha considerado como un potente agente antioxidante vy
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antiinflamatorio, y como tal puede evitar la oxidacion de lipidos y otras
sustancias de manera eficiente. Se ha sugerido que es uno de los principales
mecanismos de defensa presentes en el suero contra el EO (179).

La biliverdina formada en la cadena catabdlica del grupo hemo se transforma
por la acciéon de la enzima biliverdina reductasa (BVR) en BIL, una sustancia
insoluble en agua, que necesita albumina para su transporte y para poder
excretarse conjugarla con el &cido glucurénido por la enzima UDP glucuronil
transferasa 1, la cual la hace hidrosoluble y de esa manera puede ser
excretada en la bilis e intestino delgado.

La BIL puede interactuar con RL de oxigeno, produciéndose la oxidacion de la
misma y convirtiéendose nuevamente en biliverdina gracias a la BVR. La BIL
detoxifica hasta 10.000 veces el exceso de oxidantes. Teniendo en cuenta que
la BIL es soluble en lipidos, puede proteger las células contra la peroxidacion
lipidica (180).

En los ultimos afios, se ha encontrado que la BIL tiene variedad de acciones
biologicas, tales como antiinflamatorias, antioxidantes, inmunomoduladoras,

actividades citoprotectoras y neuroprotectoras.

. Acido Urico

El acido urico (AU) es el producto final del catabolismo de las purinas en
humanos producido mediante la accibn enzimatica de la xantino
oxidorreductasa (XOR). Existe una extensa literatura cientifica in vitro indicando
gue el AU posee una fuerte actividad antioxidante (181, 182). Varios
mecanismos que han sido descritos pueden explicar, en gran medida, su
actividad antioxidante en el sistema cardiovascular (183, 184). El estudio
publicado por Hink et al. (2002) mostré que tanto in vitro como en animales, el
AU (a concentraciones cercanas a los niveles fisiolégicos presentes en
humanos), previene la inactivacién de SOD extracelular y SOD citosélica por el

H20. mediante la reaccién de peroxidasa que poseen las isoformas de SOD.
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Especialmente, en modelos animales se observd que al inhibir la uricasa, el
aumento en los niveles de AU se relacionaba directamente con una mayor
actividad de SOD extracelular y SOD citosélica en ratas deficientes en

apolipoproteina E (apoE), pero no en ratones silvestres (185).

1.2.2.2 Antioxidantes exdgenos: vitaminas Ay E

La vitamina A (VitA) y la vitamina E (VitE) pertenecen al grupo de vitaminas
liposolubles con actividad antioxidante que ejercen numerosas funciones en el

organismo.

La VitA, retinol o antixeroftdlmica, se requiere en varios procesos biolégicos,
tales como la vision, el desarrollo del sistema inmunitario, la formacion y
mantenimiento de las células epiteliales (de la piel y las mucosas), el desarrollo
embrionario y el crecimiento. La VitA ayuda a la formacién y mantenimiento de
dientes sanos y tejidos blandos y 0seos, de las membranas mucosas y de la
piel. Es necesaria para el crecimiento y desarrollo de los huesos y desempeiia
un papel importante en el desarrollo de una buena vision, especialmente ante
la luz tenue. También ayuda a formar tejidos nerviosos, evita afecciones del

aparato respiratorio y el envejecimiento prematuro.

La VitA se ha mostrado eficaz para impedir la peroxidacion no enzimatica en
mitocondrias de cerebro de rata (186) y el acido retinoico inhibe la formacion de
colageno en fibroblastos de dermis humana (187). Numerosos estudios han
evidenciado como el efecto antioxidante de la VitA podria resultar beneficioso
para tratar enfermedades como la displasia broncopulmonar en nifios (188) y

prevenir tuberculosis en individuos de alto riesgo (189).

La VitE agrupa diferentes compuestos, dentro de los cuales se incluyen los
tocoferoles y los tocotrienoles. EI mas importante en la especie humana es el
RRR-a-tocoferol. Una de las funciones mas importantes atribuidas a la VitE es
su accion antioxidante. No obstante, se han observado otras no relacionadas

con esta accion, entre las cuales se encuentran sus efectos sobre la
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proliferacién celular y la accién fagocitica en el sistema inmune, que a su vez
se relacionan con el efecto de esta vitamina como mensajero del estado
oxidativo celular. Paralelamente, existen evidencias de su relaciébn con la

apoptosis.

La forma biol6gicamente activa de la VitE es el D-alfa tocoferol, cuyo hidroxilo
fendlico en el anillo de cromano es responsable de la reduccién antioxidante.
La actividad vitaminica E es una de las primeras barreras de la peroxidacion de
los PUFAS. Los fosfolipidos de las membranas mitocondrial, del reticulo
endoplasmatico y plasmatica poseen afinidades para el alfa-tocoferol, por lo
gue estd muy concentrado en estos sitios. Los tocoferoles actian
interrumpiendo reacciones de cadena con RL como resultado de su capacidad
de transferir el hidrogeno fendlico a un radical peroxilo libre, quedando, a la
vez, en la forma de radical libre fenoxi o fenoxilo, en reacciones intermedias no
reversibles que presuponen la transformacion de la vitamina hasta su producto

final inocuo (190).

Por otra parte, aunque ya es conocido que la apropiacion de VitE esta en
franca correlacion con la disponibilidad para digerir y absorber lipidos debido a
su naturaleza hidrofobica (se ha comprobado la deficiencia de tocoferoles en
procesos morbosos como la colestasis hepatica y la fibrosis quistica o en la
reseccion intestinal), trabajos recientes demuestran la estrecha relacion del
incremento del requerimiento de la vitamina (y del SE) con la ingestion de
acidos grasos insaturados, el envejecimiento (191) y el padecimiento de
patologias cronico degenerativas como la aterosclerosis (192), el Alzheimer

(193) o el cancer de préstata (191).

1.2.2.3 Capacidad Antioxidante Total

La Capacidad Antioxidante Total (TAC) es una herramienta muy (til para
evaluar el estado redox de una muestra, ya que valora la habilidad de los
compuestos antioxidantes (donantes de un hidrégeno o un electrdon) presentes

en el fluido o célula, para reducir las especies oxidantes introducidas (iniciador)
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en el sistema de ensayo (194). Tal y cdmo se ha comentado anteriormente, la
participacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en el estado del
SOP esta fuertemente consolidado. En el origen de esta fisiopatologia hay una
disfuncién mitocondrial con el subsiguiente desequilibrio entre la sintesis de
dichas especies reactivas y la sintesis de los sistemas con capacidad
antioxidante, resultando un EO.

Durante muchas décadas los investigadores estudiaron numerosos marcadores
de defensa antioxidante, como la mediada de enzimas antioxidantes (SOD,
CAT, GRd, GPx, ceruloplasmina, entre otras). A principios de los afios noventa,
Miller et al. (1993) describieron un nuevo test disefiado para mediar la TAC
(195). La mayor ventaja de dicho test es la medida de la capacidad de todos los
antioxidantes de la muestra bioldgica y no solo la capacidad de un unico
componente. Ademas, la TAC de la célula es principalmente atribuible al
sistema enzimatico, mientras que la del plasma es mayormente explicada por
antioxidantes de bajo peso molecular de origen dietético. Estos compuestos
sacrificables, consumidos rapidamente durante la eliminacion de ROS,
necesitan ser generados y/o remplazados por nuestros compuestos derivados
de la dieta. De este modo la actividad antioxidante del plasma se modula bien
por sobrecarga radical o por la ingesta de antioxidantes dietéticos, y por lo
tanto puede considerarse mas representativa del equilibrio in vivo entre
especies oxidantes y compuestos antioxidantes que la concentracion de
antioxidantes unicos. Por lo tanto, la TAC es la medida de los moles de un
determinado radical libre eliminado por una solucibn de ensayo,
independientemente de la actividad de cualquier antioxidante presente en la
muestra (196). El orden de la contribucion de los diferentes antioxidantes a la
TAC es la siguiente: AU > acido ascorbico> proteinas > BIL > alfa-tocoferol,

con el AU contribuyendo en torno al 60% (197).

Los métodos que han sido desarrollados para la medida de la actividad
antioxidante de fluidos son todos esencialmente métodos de inhibicion: se
genera un radical libre, hay un punto final por el que se detecta la presencia del
radical, y la actividad antioxidante de la muestra afiadida inhibe el punto final

eliminando el radical libre.
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Se han descrito valores disminuidos de TAC en diversas enfermedades como
enfermedad de Wilson (198), hipertensién (199), enfermedad motoneuronal
(200), obesidad (201), apendicitis (202), galactosemia (203), infeccion por virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) (204), sindrome de Down (205) y
pancreatitis crénica (206). En cuanto a enfermedades ginecoldgicas se ha
reportado niveles bajos en casos de pre-eclampsia (207).

La evaluacién de la TAC, usado con otros biomarcadores de EO y defensas
antioxidantes, constituye el primer paso en la busqueda de un estado corporal
saludable. Ademas, aquella puede ser empleada para valorar, individualizar y
dar seguimiento a la efectividad de un tratamiento antioxidante y no

sobremedicar o dar tratamientos insuficientes al paciente.

1.2.2.4 Aspectos generales de los metales y su relacion con el estrés
oxidativo

Muchos de los metales con actividad redox que se encuentran en el organismo
son esenciales en la mayoria de las reacciones biolégicas como la sintesis de
ADN, ARN vy proteinas, y actian como cofactores de numerosas enzimas. La
deficiencia de muchos de ellos puede provocar alteraciones en las funciones de
muchos de los o6rganos. Sin embargo, debido a sus propiedades redox, la
acumulacion de estos metales por encima de la capacidad del complemento
celular de metaloproteinas (catalitica, transporte y almacenamiento) puede ser
citotdxica, como consecuencia de su participaciéon en una gran variedad de
disturbios celulares caracterizado por el EO debido a un aumento de la
produccion de EROs (208).

Los diferentes metales pesados (MP) y elementos traza (ET) pueden tener
distinto comportamiento referente al EO, de manera que pueden actuar como
agentes con actividad antioxidante conocida por ser cofactores o coenzimas de
enzimas antioxidantes, actuar como agentes oxidantes por resultar toxicos a
cualquier nivel de concentracion, en el organismo bien por su accién oxidante o

bien por otros mecanismos, o también algunos metales han demostrado que
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pueden actuar con ambos comportamientos pudiendo tener actividad tanto

oxidante como antioxidante.

Los niveles en suero de MP y ET pueden cambiar en pacientes con SOP (209).
En la literatura se describe como estos niveles se asocian también a cambios

moderados en los niveles de las hormonas reproductivas (210).

Los ET esenciales, también denominados micronutrientes u oligoelementos,
tienen cuatro funciones principales: actuar como estabilizadores, como
elementos de estructura, como elementos esenciales para la funcion hormonal
y como cofactores de enzimas (211). De todos los ET, se describen a

continuacion aquellos implicados de alguna manera en el EO.

. Hierro

El hierro (Fe) es un metal de transicidbn esencial para la vida puesto que
participa practicamente en todos los procesos oxidacion-reduccion. Esta
presente en numerosas enzimas involucradas en el mantenimiento de la
integridad celular, tales como las catalasas, peroxidasas y oxigenasas. El Fe
participa en la formacién de RL mediante la producciéon del radical OH que
posteriormente puede iniciar la oxidacion de las diferentes macromoléculas.
Todo esto hace que el Fe desempefie una funcidon clave en la toxicidad
mediada por metales, actuando tanto como oxidante (catalizando la produccién
de EROs) como antioxidante (formando parte de la CAT). Las reservas de Fe
del cuerpo y los niveles de ferritina se asocian con DMT2, obesidad y Smet en
la poblacion general (212-214) y en mujeres con SOP (215, 216).

[I. Cobre

El Cobre (Cu) es un metal esencial necesario para el funcionamiento del

organismo dotado de un alto potencial redox. Existen enzimas dependientes de
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Cu, como la citocromo C oxidasa y la SOD. Se sabe que el Cu, por encima de
las necesidades celulares, participa en la produccién de RL y en la oxidacion
directa de macromoléculas (217). En dos estudios se describen
concentraciones elevadas de Cu en el suero de mujeres con SOP (209, 218,
219) y en otro, ademas de sugerir también niveles elevados de este metal, se
demuestra la relacién del Cu con marcadores de riesgo de ECV (espesor de la
intima-media de la car6tida y dilatacion mediada por flujo de la arteria braquial),
sugiriendo asi que el Cu puede ser un factor contribuyente a la ateriogénesis
(220).

l1l. Selenio

El selenio (SE) es un ET esencial con interés nutricional y clinico. Es el menos
abundante y potencialmente el mas téxico de los elementos esenciales. La
funcidn biologica del SE se ejerce a través de las selenoproteinas (GPx la mas
importante), las cuales tienen una importante propiedad antioxidante en el
organismo. Recientemente, la evidencia ha demostrado que el SE puede
afectar a varias complicaciones reproductivas y obstétricas incluyendo la
infertilidad masculina y femenina (221). Los niveles de dicho ET se
encontrarian disminuidos en mujeres con SOP (222). Se piensa que la
suplementacidon con SE supone efectos beneficiosos en cuanto a las
caracteristicas reproductivas y los biomarcadores de oxidacion e inflamacion.
Este hecho se atribuye al efecto inhibitorio del SE sobre el aumento de
citoquinas proinflamatorias y ROS y RNS. Valenta et al. (2011) demostraron
que la administracién de una dosis elevada de suplemento de SE (1000 ug en
el dia 1 y 500 pg/dia en los dias posteriores) durante 14 dias decrecia los
niveles de Proteina C Reactiva (PCR) en pacientes con sepsis (223). En otro
estudio reciente, el suplemento con SE durante 8 semanas entre mujeres con
SOP, tuvo efectos beneficiosos en su reproduccion y disminuy6 los niveles de
DHEAS, PCR y MDA (134). También recientemente, la suplementacion

simultdnea de SE y probidticos durante 12 semanas en mujeres con SOP ha
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demostrado efectos beneficiosos sobre la salud mental, hirsutismo y niveles
plasmaticos de T+, PCR, TAC, GSH y MDA (224).

El Zinc (Zn) es un metal esencial para el organismo que actia como un
antioxidante por su implicacion en la proteccion de grupos sulfidrilos de
proteinas y enzimas contra el ataque de los RL, o la oxidacién, y reduciendo la
formacion de OH" a partir de H2O: a través de la prevencion de la formacion de
RL o en otras palabras, como antagonista de la actividad redox de metales de
transicion, tales como el Fe y el Cu. Ademas, el Zn es cofactor de la SOD. La
literatura muestra controversia frente al estado del Zn en el SOP; existen
estudios que revelan niveles mas bajos de Zn en mujeres con SOP, incluso una
correlacién con aquellas que presentan Rl (218, 219, 225). Sin embargo otro

estudio revela concentraciones mas altas en SOP (209).

En definitiva, la excesiva produccién de ROS es una caracteristica comun en
pacientes con SOP. Varias pruebas de evidencia sugieren que los ET pueden

estar ligados al SOP, asi como implicados en su etiologia.

1.2.3 Productos del estrés oxidativo: isoprostanos

Los isoprostanos (ISOP) son un grupo de compuestos similares a las
Prostaglandinas (PGs) que se producen mediante una peroxidacion no
enzimatica del &cido araquidénico (AA) inducida por RL. Desde su
descubrimiento en el afio 1990 por Roberts et al. (226), han sido numerosos los
estudios que sugieren el nivel de los F2-isoprostanos (F2-ISOP) como un buen
marcador del estado oxidativo in vivo. Ademas, debido a su semejanza
estructural con las PGs, se ha postulado que estos compuestos podrian tener

por si solos actividad biolégica.
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El mecanismo mayoritario de formacién de (F>-ISOP) consiste en la
substraccién de un atomo de hidrégeno y la posterior adiccion del oxigeno
molecular al AA para formar un radical peroxilo. Este radical experimenta una
ciclacion 5-exo y una segunda molécula de oxigeno se afiade a dicha
estructura, formado asi el compuesto PGG, Estos bicicloendoperoxidos
intermedios inestables son reducidos a F»-ISOP. Basandose en este
mecanismo de formacion, cuatro F»>-ISOP, cada uno de los cuales se compone
de ocho diastobmeros racémicos, un total de 64 compuestos, son generados
(227). Las cuatro clases de regioisomeros son nombradas acorde al numero
del carbono sobre el que se sitda el hidrogeno que es atacado. Este sistema de
nomenclatura para los ISOP ha sido aprobado por el Comité de Nomenclatura
de Eicosanoides, el cual esta respaldado por la Comisién de Nomenclatura
Bioquimica (JCBN) de la Union Internacional de Quimica Pura aplicada
(IUPAC) (228). Un sistema de nomenclatura alternativo ha sido propuesto por
FitzGerald et al. (1997) en el cual la abrevacion iP es usada para isoprostano, y
los regioisémeros se indican como -1V (229). Ademas de F>-ISOP, varias
clases de ISOP, que difieren en los grupos funcionales, han sido descubiertos;
es el caso de los D2/E»-ISOP (230). También se ha demostrado que la
formacion de una pequeiia cantidad de ISOP es dependiente de la enzima
COX al convertir el AA en PGH: (231). Este hecho cuestiona si la medida de 8-
iISOPGF2q puede que no sea siempre un marcador especifico y de confianza de
la peroxidacion lipidica no enzimatica. Sin embargo, se ha demostrado que la
cantidad de tromboxanos (TX) formados por la COX en las plaquetas activadas
es 100 veces mayor que la de F>-ISOP; ademas los niveles de F»-ISOP
medidos en individuos sanos tras el tratamiento con inhibidores de la COX no
se modificaron (226, 232).

A diferencia de las PGs, derivadas de la accion de la COX, los ISOP se forman
inicialmente a partir del AA in situ sobre los lipidos. Los ISOP pueden ser
liberados de la estructura fosfolipidica como &cidos libres por la accion de la
fosfolipasa. Se ha demostrado también que el factor acetilhidrolasa activador
de plaquetas libera F2-ISOP de los fosfolipidos (233). Asi, podemos encontrar
F2-ISOP libres circulando en el plasma, que se filtran en el rifidn y aparecen en

la orina (234). También pueden metabolizarse en el higado generando una
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variedad de metabolitos (235). En humanos, los dos metabolitos mayoritarios
del 15-F2-ISOP (también referido como 8-iso PGF24 0 iPF24-111) son el 2,3-dinor-
15- F2-ISOP y 2,3-dinor-5,6-dihidro-15- F2-ISOP (236, 237). Por lo tanto, Fo-
ISOP son moléculas estables que pueden ser detectados tanto como
compuestos esterificados en todos los tejidos del cuerpo, como compuestos
libres en fluidos biologicos, en los que se incluyen plasma, orina, bilis, jugo
gastrico, condensado de aire exhalado, liquido sinovial, liquido cerebroespinal,
liguido amnidtico y saliva. El nivel plasméatico de F»-ISOP (8-iso PGF2q) basal
en pacientes sanos es de 25 pg/mL (rango 15-50 pg/mL), lo cual supone diez
veces mas alto que el nivel de PGF2, formadas a partir de la COX y algo
menos que la cantidad de los metabolitos de los F>-ISOP. En dichos pacientes,
la concentracion de 8-iso PGF2q en orina en 30-40 veces mas alta que la
concentracion plasmatica (230, 238).

En cuanto a su actividad biolégica, los ISOP ejercen varias funciones. Se ha
demostrado su efecto vasoconstrictor en las arterias pulmonares de conejos y
ratas y también sobre las arterias coronarias de cerdos y vacas (239-241).
También se vio como los F2-ISOP ejercian contraccion sobre la musculatura de
las venas renales de ratas, la cual se acompafaba con reduccién del filtrado
glomerular y del flujo sanguineo. Sin embargo, estos cambios no causaron
alteraciones en la presion arterial, sugiriendo el efecto selectivo de los F2-ISOP
sobre la vasculatura renal (242). En la misma direccion, se observé obstruccion
del flujo de aire en cerdos de Guinea a los que se administro F,-ISOP (243).
También se conoce como estos compuestos ejercen dicho efecto
vasoconstrictor sobre arterias cerebrales y vasos de la retina (244, 245).
Adicionalmente, estas moléculas pueden modular la actividad plaquetar. F»-
ISOP en presencia de dosis subumbrales de agonistas plaquetarios inducen la
agregacion plaguetaria dosis-dependiente. La habilidad de incrementar la
agregacion plaquetaria puede tener lugar en los sitios donde el incremento de
la activacion y formacion de F2-ISOP coinciden. Por otro lado, se ha observado
que F>-ISOP indirectamente incrementa la adhesion plaquetar mediante la
reduccion de la actividad anti-adhesiva y anti-agregacion del NO (246, 247).
Recientemente, Bauer et al. (2014) publicaron una revision respecto a los ISOP

en el sistema cardiovascular. Ademas de efecto plaquetar, F>-ISOP pueden
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inhibir la angiogénesis y promover la ateroesclerosis al estimular la adhesion de
monocitos y neutréfilos sobre las células endoteliales. Todos estos efectos son
inhibidos por antagonistas del receptor de TX, lo que sugiere que los F>-ISOP
ejercen su efecto a traves de dicho receptor (248).

Por otra parte, se sabe que F»-ISOP pueden ejercer su accion bioldgica a
través de los receptores de las PG. Interesantemente, la actividad de dichas
moléculas puede variar dependiendo del receptor a través del cual actuen (249-
251). Esto es, mientras F>-ISOP se comportan como vasoconstrictores a través
de los receptores de TX, pueden actuar como vasodilatadores a través de los
receptores de las PG. Estos efectos opuestos han sido bien estudiados en el
pulmon (252).

Los F2-ISOP han sido también reportados por producir hiperalgesia, un
incremento de la sensibilidad al dolor. Se demostr6 que estas moléculas,
cuando se inyectan en la pata trasera de las ratas, reducen significativamente
el umbral de retirada en respuesta a los estimulos mecanicos y termales (248).
Ademas, F2-ISOP aumentaron el disparo de nociceptores C en ratas

anestesiadas con pentobarbital (253).

El exceso de produccion de estos productos de oxidacion lipidica puede dar
como resultado una condicion que frecuentemente es conocida como EO, lo
cual es supuesto por ser la mayor causa de desarrollo de varias enfermedades,
incluyendo cancer, ECV y neuroldgicas, entre otras. Durante las udltimas
décadas numerosos estudios han revelado propiedades favorables de los
ISOP, demostrando asi que el nivel de F2-ISOP es un biomarcador de
confianza de la peroxidacion lipidica enddgena, y por lo tanto, una herramienta
atil que refleja el dafio oxidativo in vivo (254-256). Kadiiska et al. (2010)
encontraron niveles plasmaticos de F>-ISOP incrementados en ratas a las que
se habia administrado el oxidante tetracloruro de carbono (257). También se
hallaron niveles aumentados de F»-ISOP y de su metabolito, 2,3-dinor-15-F»-
ISOP, en un estudio con mujeres recién diagnosticadas de cancer de mama
después de ser tratadas con el quimioterapico doxorubicina, el cual genera

radicales hidroxilos (258). Son numerosas las revisiones en las que se han
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descrito a los F2-ISOP como biomarcadores de EO en diferentes situaciones
patoldgicas.

Con respecto a las ECV, se sabe que la isquemia/reperfusion (I/R) incita la
formacién de ROS. Se ha demostrado que los niveles de F>-ISOP aumentan en
pacientes post-1/R (259). Dichos niveles aumentan en individuos con isquemia
cronica de miembros inferiores, accidente cerebrovascular isquémico y tras la
ruptura de un aneurisma (260, 261). Las lesiones de I/R son también una
preocupacion importante en ciertos campos quirdargicos. Mdltiples estudios has
mostrado incrementos de F»-ISOP durante la cirugia de revascularizaciéon
coronaria y la cirugia de derivacion cardiopulmonar (262, 263). En el
seguimiento del hallazgo de que la peroxidacion lipidica aumenta durante
dichas cirugias, se han monitorizado tratamientos que podrian reducir los
niveles de EO inducidos por estos procedimientos. Por ejemplo, en un estudio
de 20 pacientes sometidos a una revascularizacion coronaria, Berg et al. (2013)
mostraron que los sujetos tratados con aspirina (160 mg diarios) durante la
semana previa a la cirugia experimentaron una elevacion menor de F2-ISOP

durante la cirugia comparados con los sujetos que no tomaron aspirina (264).

Debido a la alta concentraciéon de PUFAS en el cerebro comparada con la de
otros oOrganos, la peroxidacién lipidica es un resultado primario del dafio al
cerebro inducido por los RL. Con este fin, niveles de F,-ISOP se han
encontrado elevados en un gran niumero de enfermedades neurodegenerativas
cronicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (265), la enfermedad de
Huntington (266), la enfermedad de Parkinson (267), la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (268), la esclerosis multiple y la esclerosis lateral amiotrofica
(269, 270). Recientemente, Bumoko et al. (2014) proponen que el 8,12-iso-F2-
iIPF2o-IV es un buen marcador de los mecanismos neuropatogénicos que
ocurren en nifios afectados por el Konzo y podria ser usado para monitorizar el
impacto de los ensayos de intervencion para prevenir los efectos neurotoxicos

del envenenamiento con yuca cianogénica (271).

Pocos estudios han investigado la asociacion entre los niveles de F2-ISOP vy el
riesgo de cancer. Aun asi, un estudio de cohortes realizado en Taiwan,

demostré que los niveles urinarios de F>-ISOP se correlacionaban
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significativamente con el riesgo de carcinoma hepatocelular con un odds ratio
(OR) de 2.54 (IC 95%: 1.30-4.93) (272). En otro estudio se correlacionaron
niveles urinarios de F2-ISOP con dos veces mas de riesgo de sufrir cancer de
pulmoén en hombres, pero no en mujeres (273). Se han encontrado en estudios
de casos y controles niveles aumentados de dichos compuestos en pacientes
con cancer de mama, cancer de prostata, cancer gastrico y adenoma
colorrectal (274-276). Por otra parte, los hallazgos de estudios prospectivos son
pocos e inconsistentes. La posible explicacion de estas diferencias entre
estudios caso-control y estudios prospectivos seria que no esta claro en el caso
de los primeros si el EO conduce al cancer o es un resultado del propio cancer.

También se han encontrado niveles elevados de F»-ISOP en diversos fluidos
corporales o condensados exhalados en varias enfermedades pulmonares
como son el asma, enfermedad intersticial pulmonar, fibrosis quistica,
hipertension pulmonar, enfermedad de células falciformes con sindrome

toracico agudo y sindrome de dificultad respiratoria aguda (277-281).

Se ha relacionado los F»>-ISOP con otras enfermedades como son la DMT2,
artritis reumatoide, artritis psoriasica y osteoartritis (282, 283). Son multiples los
estudias que han demostrado como los niveles de F2-ISOP, urinarios y
plasmaticos, se incrementan en adultos obesos (284, 285). F,-ISOP se
correlacionas positivamente con el (IMC), la circunferencia de la cintura (WC),

el area de grasa visceral, y el porcentaje de grasa corporal (286-289).

Respecto a las enfermedades y trastornos ginecolégicos son pocos los
estudios realizados hasta la fecha. Helmersson et al. (2001) hallaron niveles
elevados de Fo-IsoPs urinarios en mujeres post-menopausicas respecto a
mujeres pre-menopausicas. En otro estudio dichos niveles fueron mas altos en
hombres jévenes que en mujeres premenopausicas. En cuanto al embarazo no
se encontraron diferencias significativas entre los niveles de F2-ISOP,
plasmaticos y urinarios, de mujeres embarazadas y los niveles de aquellas
mujeres que no lo estaban, y ademdas presentaban ciclos menstruales
regulares y no tomaban ACO, vitaminas ni antiinflamatorios no esteroideos
(290, 291). También se han encontrado niveles de F,-ISOP relacionados con el

indice de densidad mineral del hueso en la poblacién sana (292). Sin embargo,
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el papel de estos ISOP en la osteoporosis es aun incierto. Los ISOP también se
han relacionado con la preeclampsia (293). Los marcadores de EO, incluidos
los F2-ISOP, alcanzan su maxima expresion entre las semanas 37 y 41 antes
del nacimiento (294). Embarazos patol6gicos, como la preeclampsia, expresan
incluso una respuesta mas alta de EO, especialmente en los casos mas
severos. Recientemente, un estudio ha propuesto que los niveles de isbmeros
especificos de ISOP de la clase IV, medidos entre la semana 12 y 18 de
embarazo, podrian utilizarse como predictores Utiles de preeclampsia (295).

Para nuestro conocimiento, la investigacion de Kahal et al. (2013) es el Gnico
estudio donde se midieron ISOP en muestras de orina de pacientes con SOP,
donde se hallaron niveles mas altos de ISOP en dichas mujeres respecto a las

mujeres control (296).
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El SOP es una de las alteraciones endocrinas mas comunes en la mujer,
relacionada con el SMet (obesidad, hipertension, dislipemia, diabetes) y con
numerosas complicaciones a largo plazo. Todas estas caracteristicas lo

convierten en un grave problema de salud publica con un alto coste econémico.

Hoy en dia la causa principal del SOP es aun desconocida, y se considera
multifactorial y poligenética. Existen suficientes indicios en la literatura para
pensar que el EO es uno de los eventos que se dan en el SOP sin que hasta el
momento presente esté bien definido el comportamiento de los diferentes
agentes moleculares implicados. Dicho EO estaria asociado a un aumento de
la presencia del SOP por si mismo e independiente de otros factores
metabolicos conocidos como la RI, la obesidad o el SMet. También el EO se
asocia a eventos cardiovasculares, y podria ser el nexo de union entre el SOP

y el RCV presente en estas mujeres.

Ademas, hasta la fecha, no estan descritos marcadores bioquimicos que
permitan detectar por si solos la presencia del SOP. El diagnostico de éste se

basa en datos clinicos, marcadores hormonales y parametros ecograficos.

Todo esto nos lleva a plantear la hipotesis de que las mujeres con el SOP
pueden presentar mayores concentraciones de sustancias oxidantes y
productos de oxidacién, y concentraciones menores de sustancias
antioxidantes, revelando asi que el EO se encuentra estrechamente ligado a la
fisiopatologia de dicho sindrome, independientemente de otros factores
metabdlicos. Por ello, los biomarcadores de EO podrian resultar muy utiles,
ayudando a los clinicos a diagnosticar el SOP y permitiendo asi instaurar

medidas preventivas precoces muy favorables para estas pacientes.
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3OBJETIVOS
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Comparar las variables clinicas, los perfiles bioquimico, hormonal y lipidico, el
metabolismo de hidratos de carbono y los pardmetros de inflamacion,

hemostasia y RCV entre mujeres con SOP y las mujeres sanas.

Evaluar el estatus oxidativo en mujeres con SOP mediante biomarcadores de
EO y compararlo con el de mujeres sanas.

Evaluar la influencia de la obesidad, la Rl y el SMet en los biomarcadores de
EO.

Evaluar el nivel de biomarcadores de EO en funcion de los diferentes
fenotipos de SOP.

Determinar la relacion del nivel de 8-ISOP con diversos diferentes parametros
bioquimicos y hormonales, y con marcadores de riego cardiovascular en

mujeres con SOP.

Evaluar los marcadores de EO como herramientas para el diagndstico del
SOP.
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AMATERIAL Y
METODOS
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4.1 Sujetos a estudio

4.1.1 Reclutamiento de pacientes y controles

Entre junio de 2014 y junio de 2016, el reclutamiento de las pacientes y
participantes control se llevé a cabo por el servicio de Ginecologia del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (H.U.V.A) de Murcia, donde se han

evaluado y clasificado a todos los sujetos del presente estudio.

Los dos grupos de participantes del estudio, mujeres con sospecha clinica de
SOP y mujeres control, procedian de las consultas externas de esterilidad,

ginecologia y endocrinologia del hospital.

En el grupo control se incluyd, para mejorar la comparabilidad, siempre la
siguiente paciente vista en la consulta tras una paciente con sospecha de SOP
incluida en el estudio, que cumpliese los criterios de inclusion y no tuviese
criterios de exclusion. Estas pacientes podrian por tanto incluir cualquier otra
razon de consulta (esterilidad por factor masculino, esterilidad sin sospecha
clinica de SOP, mioma, quiste incluido endometriosis, etc.). También se
incluyeron pacientes con mioma, quiste, endometriosis u otra patologia, en un

intento de que represente mejor a la poblacién general.

El Comité de Etica del hospital aprob6 el estudio y a todas las participantes del
estudio se les informd a cerca de la investigacion a realizar facilitAndoles un
documento de consentimiento informado para su participacion voluntaria en el

estudio (Anexo ).

4.1.2. Seleccion de pacientes y controles

Todas las participantes del presente estudio fueron evaluadas para su inclusion
en uno de los grupos definidos. Ademas, se aplicaron los criterios generales

tanto de inclusion como de exclusién que se exponen a continuacion:
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Criterios de inclusién generales

Mujeres entre 18-40 afios.

Mujeres que no estén tomando ACO.

Criterios de exclusién

Mujeres con diagnéstico de patologia endocrina previa (Cushing,

Hiperplasia suprarrenal congénita, patologia tiroidea no controlada).

Pacientes extranjeras que no puedan leer o hablar en castellano con

fluidez.

Pacientes con ACO que no los puedan suspender 3 meses (tendrian que
suspenderlas durante 3 meses para entrar en el estudio). Los ACO

modifican la morfologia de los ovarios.

Pacientes con tratamiento con corticoides de forma crénica (tépicos,
orales, intravenosos o intraarticulares, inhalados, intramusculares o
administracion depot), especialmente en pacientes alérgicas, asmaticas o
con patologia traumatolégica. Si se incluyen tendrian que suspenderlos 3

meses antes.

Pacientes con Metformina (si son subsidiarias de tratamiento tratar de
posponer hasta extraccion analitica). Si ya lo estan tomando especificar

tiempo que lo estan tomando y dosis.

Pacientes que presenten patologias en las que existe la posibilidad de
dafo oxidativo tales como: diabetes insulina-dependiente, insuficiencia
renal cronica, malnutricion, enfermedad inflamatoria de mas de dos

meses de evoluciébn o sujetos que tomen suplementos vitaminicos,
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agentes quelantes de metales, o sustancias que puedan influir en las

determinaciones de nuestro estudio.

En todos los casos se han empleado los criterios estandarizados de
diagnostico y se ha controlado analiticamente la presencia de algunas de las
patologias descritas como criterio de exclusion que pudieran interferir en este
estudio.

Los pacientes del estudio quedaron distribuidos en los siguientes grupos:

v' Pacientes con SOP: 125 pacientes afectadas de SOP probable, segun

criterios de Rotterdam 2003, a los que se les aplico el protocolo de
estudio estandar para la exclusion de otras patologias ginecologicas. Se
seleccionaron aquellos pacientes que no habian comenzado con

tratamiento anticonceptivo.

v' Grupo de sujetos control: 169 mujeres sanas sin evidencia de SOP ni

patologia endocrina-ginecologica conocida.

4.1.3. Estudio general de los pacientes y controles

Todas las pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron el
consentimiento informado, se les citd para una primera visita coincidiendo con
la fase folicular temprana, entre el tercer y quinto dia del ciclo menstrual
espontaneo. A las pacientes amenorreicas se les paut6 PRG oral (10 mg
durante 10 dias) para que deprivaran. En esta primera cita, el médico
especialista en ginecologia realizd6 primeramente el historial clinico y la

anamnesis correspondiente.

A continuacion, una enfermera realiz6 la extraccién de sangre. Los diferentes
tubos de sangre se enviaron inmediatamente al laboratorio para el posterior
analisis de los parametros analiticos. Los parametros bioquimicos se

determinaron en el mismo dia de la extraccion; después se recuperd varias
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alicuota de suero, plasma y sangre para su conservacion en un congelador a -
80 °C. Estas muestras se fueron descongelando segun se fueron midiendo los

diferentes parametros de EO.

Posteriormente, el especialista en ginecologia realiz6 a las pacientes una
evaluacién ecogréfica con un ecografo Voluson E8® General Electric
Healthcare, USA usando un transductor abdominal convexo de 3,5 MHz y un
transductor vaginal de 5 MHz. para ver la morfologia ovéarica. A continuacion,
se proporcioné a las pacientes un cuestionario para que lo autocumplimentasen
con el fin de valorar su grado de virilizacion (el nivel de hirsutismo se calcula
mediante la escala de Ferriman-Gallwey), y su funcion ovarica y menstrual
(Anexo II).

Todas las pacientes fueron citadas para una segunda visita coincidiendo con la
segunda mitad de su ciclo menstrual. En esta visita se les informd sobre su
diagnostico definitivo, si presentaban o no SOP. El diagnéstico de SOP se
confirmé utilizando los criterios de la European Society for Human
Reproduction and Embryology y la American Society of Reproductive
(Rotterdam, 2003), presencia de dos de las tres caracteristicas siguientes:
oligoanovulaciéon (menos de 6 periodos menstruales en el afio previo), signos
clinicos o bioquimicos de HA (concentraciones de testosterona sérica por
encima del limite superior normal y/o 28 puntos en escala de Ferriman-
Gallwey) y morfologia de ovarios poliquisticos (ovarios hormales o aumentados
de tamafo, >10 mL, con la presencia de microquistes subcapsulares, en

namero de 12 o mas de 2-9 milimetros de diametro en cada ovario).

A continuacion, se llevaron a cabo diferentes medidas antropométricas de las
participantes. Se midi6 la circunferencia de la cintura y la cadera en la regién
mas estrecha del abdomen y en la parte mas ancha de la region glatea,
respectivamente. El IMC se calculd por el peso dividido por la talla al cuadrado
(kg/m2).

Por ultimo, se les realiz6 una nueva extraccion sanguinea que se envid al

laboratorio para medir el nivel de PRG basal.
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4.2 Obtencion y manipulaciéon de muestras bioldgicas

En la primera cita se extrajo sangre a las pacientes en tres tubos, uno de
hemograma en acido etilendiaminotetraacético tripotasico (EDTA-K3), otro de
suero seco sin anticoagulante y otro de plasma con heparina de litio como

anticoagulante.

La extraccion sanguinea se realiz6 a primera hora de la mafiana, en ayunas de
un minimo de 8 horas. EI Servicio de Ginecologia del H.U.V.A de Murcia
dispone del personal de enfermeria cualificado para la obtencion de las

distintas muestras.

Las muestras de sangre de cada paciente fueron recogidas en varios tubos: 2
tubos Vacuette® (ref: 455059) sin anticoagulantes para las determinaciones en
suero; 2 tubos Vacutainer® de 4mL con EDTA-Ksz como anticoagulante (ref:
368860), uno para la hematimetria y el otro se conservd en hielo hasta su
procesamiento para la medicion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
basal; 1 tubo Vacuette® de 3mL con EDTA-Ks; (ref: 454015) como
anticoagulante para la determinacion de la hemoglobina glicosilada (Hbalc) v,
por ultimo, 1 tubo Vacutainer® tubo de 2.7mL con citrato de sodio como
anticoagulante (ref: 363079) para las determinaciones de coagulacion. En la
segunda visita se extrajo sangre en un solo tubo Vacuette® de 9mL de suero

sin anticoagulante.

El Servicio de Analisis Clinicos de este mismo hospital cuenta con los equipos
necesarios para la conservaciéon de las mismas en las condiciones adecuadas.
Dispone, ademas, con el equipamiento general de utillaje basico (pipetas
automaticas, agitadores, etc.) asi como de material fungible (tubos
desechables, puntas de pipetas, etc.) y material fungible especifico como tubos
de silicona, tubos Falcon de 50 ml, tubos eppendorf, tubos libres de metales,

etc.
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Para obtener el suero se centrifugaron todos los tubos de suero (Vacutainer®
9mL), después de haberse retraido el coagulo de la muestra, a 3000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos en centrifugas refrigeradas
Kubota® 5930. A continuacion, se realizaron 6 alicuotas para la determinacion

de pardmetros bioquimicos, hormonas, vitaminas, TAC, ISOP y metales.

Las determinaciones realizadas en el mismo dia de la extraccion fueron:
hemograma, hemostasia, bioquimica general, hormonas, Hbalc, lipoproteinas,
homocisteina, vitamina D y Bi2, acido félico, ACTH, cortisol y SHBG. El resto
de alicuotas, que no se analizaron en el momento (determinacion de ISOP,
vitaminas, metales y TAC al final del estudio cuando se tuviese los sueros
recogidos de todas las pacientes), fueron congeladas inmediatamente en un
congelador a -80°C (Heraeus® HERA Freeze HFU 586 Kendro) para la,

evitando asi posibles degradaciones de las muestras.

4.3 Determinacion de los perfiles analiticos béasicos (bioquimico,
hematolégico y hormonal)

Las determinaciones bioquimicas, hematolégicas y hormonales forman parte
de la Cartera de Servicios del Servicio de Analisis Clinicos y del Servicio de
Hematologia del H.U.V.A de Murcia y se realizaron de acuerdo a los métodos

de rutina.

e Los niveles cuantitativos de glucosa, urea, creatinina (CREA), AU, calcio
(Ca), fésforo (P), sodio (Na), potasio (K), cloro (Cl), TG, colesterol total
(CT), colesterol HDL, albumina (Alb), ferritina, Fe, transaminasa
glutAmico-oxalacética (GOT), transaminasa glutamico-piravica (GPT),
gamma-glutamil transferasa (GGT) y PCR, fueron determinados en
suero usando métodos enzimaticos en el autoanalizador (Cobas 8000®,
Roche).

o Para la glucosa se utilizé la técnica enzimética de la hexoquinasa.
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o La urea se midi6 mediante el test cinético con ureasa y glutamato
deshidrogenasa.

o La técnica de la hidrolizacion enzimética por la lipasa se utilizé para
determinar los niveles de TG.

o Los niveles de colesterol HDL se midieron por el método del
detergente acelerado selectivo. Los niveles de colesterol total se
determinaron enzimaticamente. Los niveles de LDL se calcularon
utilizando la férmula de Friedwald (LDL=TC- TG /5 - HDL).

o Para medir niveles de ferritna y PCR se utiliz6 dos pruebas
inmunoturbidimétricas potenciadas con particulas.

o Se utilizaron diferentes tests colorimétricos para medir los niveles de
Fe, Ca, Py Alb.

o Mediante test enzimaticos colorimétricos se midieron el AU, GOT,
GPT y GGT.

o La medida de los iones Na, Ky Cl se realizé mediante potenciometria
utilizando un electrodo selectivo de iones que hace uso de las
propiedades especiales de ciertas membranas para crear un potencial
eléctrico (fuerza electromotriz = FEM) que permite medir los iones en
solucion.

o Para medir la CREA se utilizé la prueba cinética colorimétrica basada
en el método de Jaffé: en una solucion alcalina, la creatinina forma un
complejo amarillo-anaranjado con el picrato. La tasa de formacion de

colorante es proporcional a la concentracion de CREA en la muestra.

Para la determinacion de los niveles séricos de las hormonas TSH, LH,
FSH, E2, PRL, PRG y MULLE y de acido folico y vitamina B12 (VitB12) se
utiliz6 una  técnica  inmunoldgica, los inmunoensayos de
electroquimioluminiscencia en los autoanalizadores CobasgEl70® vy
CobaseE411®, Roche.

Los niveles de insulina, cortisol, paratohormona (PTH), DHEAS,
androstenodiona, SHGB, TL y vitamina D se midieron en suero por

radioinmunoensayo en un contador automatico gamma (Wizard 1470®,
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Wallac), mientras que la ACTH se midié en sangre total por la misma

técnica.

La HCY vy las apolipoproteinas A-l, A-ll y B se midieron mediante

nefelometria (BN ProSpec®, Siemens).

El HOMA-IR se calculé utilizando niveles de suero en ayunas de glucosa
en miligramos por decilitro y de insulina en microunidades internacionales

por mililitro en la siguiente férmula: (glucosa x insulina) / 405.

Las determinaciones hematoldgicas: recuento de hematies, leucocitos y
plaquetas, recuento diferencial de leucocitos, concentracion de
hemoglobina y hematocrito, asi como los correspondientes indices
hematolégicos, se realizaron en el contador hematolégico Sysmex® XN-
9000 (Roche), el cual combina tecnologias de dispersion de luz oOptica e

impedancia.

Todas las determinaciones de los parametros relacionados con la
hemostasia, tanto las pruebas basicas: tiempo de protrombina (TP),
actividad de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPA), fibrinégeno derivado (FibD) y Dimero D; como las pruebas para el
estudio de trombofilia: antitrombina 1ll, proteina C (PROTC), proteina S
libre (PROT S), resistencia a la proteina C activada y el anticoagulante
lipico (ACLUPI), se realizaron en un coagulémetro ACLTOP 750®
(Werfen). Estos autoanalizadores estudian el sistema de coagulacion y los

diversos facotres que en él influyen utilizandodiferentes tipos de técnicas:

o Pruebas turbidimétricas (TP, TTPA, ACLUPI, FibD): detectan la
formacion del codgulo por espectrometria.

o Pruebas cromogénicas: son métodos colorimétricos en los que se
usa un sustrato cromogénico que al reaccionar con la sustancia de
interés (directos, PROTC) o con una enzima (indirectos, antitrombina

[Il) da una sustancia coloreada.
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o Pruebas inmunoturbidimétricas (PROTS y Dimero D): basadas en la
formaciéon de un complejo antigeno-anticuerpo que afecta la

transmision de luz.

e Para la determinacién de Hbalc se utiliz6 el autoanalizador de
glucohemoglobina TOSOH HLC®-723 G8 que utiliza los principios de la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) por intercambio iénico
(cationico).

4.4 Métodos analiticos en el estudio del estrés oxidativo

4.4.1 Determinacion de vitaminas antioxidantes

La concentracion de VitA y VitE se midieron simultdneamente mediante HPLC
en suero. Las muestras se protegieron de la luz para su conservacion y
posterior analisis. El equipo de HPLC Agilent 1220 Infinity LC® realiza
automaticamente los calculos y permite obtener directamente las

concentraciones de VitA y VIitE expresadas en ug/dL.

. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron suministrados por Chromsystems Instruments &
Chemicals GmbH (ref. 195-5869R Munich) en forma de kit y estaba compuesto

por:

e Fase movil (MP) 2x1400 mL;

e Diluyente para estandar interno (REAG 1) 1x350 mL;

e Reactivo de extraccion (REAG2) 1x75 mL;

e Estandar interno 3x1 g.

e Juego de calibradores N° 195-5878 (CAL) que contiene 5x1 mL

(almacenar a <-20 °C).
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e Columna analitica N° 195-5870 que contiene una columna analitica
(ANLT COL) de fase inversa (250x4 mm DI) suficiente para 100

inyecciones.

[I. Fundamento de la medicién

Se mezcla la muestra de suero con una solucién de trabajo que contiene un
estandar interno. La mision del estdndar interno es evaluar la pérdida de
vitaminas que se produce durante el proceso de extraccion. Se elimina el
precipitado resultante por centrifugacion. El sobrenadante se utiliza para
realizar el andlisis HPLC en un sistema isocratico. Las muestras se separan en
una columna de fase inversa y se lleva a cabo la deteccion UV y la

determinacién cuantitativa con la ayuda del estandar interno.

[1l.  Procedimiento

Para realizar el analisis de la VitA y de la VitE, se necesitan 200 uL de suero.
Hasta que se llevd a cabo el andlisis, las muestras permanecieron congeladas
(- 80°C) y protegidas de la luz. Los reactivos del kit se prepararon segun

instrucciones del fabricante.

e Primero se instal6 el prefiltro entre el inyector y la columna analitica

e Luego se instalé la columna analitica y del prefiltro en el sistema HPLC,
ajustando la temperatura del calefactor de columnas a 40°C.

e Se encendiod el detector UV, ajustando la longitud de onda a 340 nm vy el
rango a 0.02 AUFS (escala completa de unidades de absorcion).

e Se bombed la fase mévil a un flujo de 0.6 mL/min para equilibrar todo el
sistema hasta alcanzar una linea de base estable.

e Después de una medicion de 3 minutos se ajustoé el detector a una longitud
de onda de 295 nmy rango = 0.01 AUFS.
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Se procedid a inyectar un blanco y un calibrador para comprobar el
funcionamiento del sistema.

Se realiz6 una calibracion al inicio de cada serie analitica, seguida de los
controles y de las muestras de pacientes.

Se procesaron dos controles, nivel bajo y nivel alto, con cada grupo de
muestras de los pacientes.

Primero se procedi6 a realizar una extraccion de las vitaminas. Para cada
control, estandar y muestra problema se mezclé 200 uL de cada uno,
afiadiéndole 200 pl de estandar interno y se homogenizé durante 1 minuto
en vortex.

A continuacion, se pipete6 200 uL de REACTIVO 2 en cada tubo, se
mezclo durante 1 minuto en agitador automatico y se centrifugd 15 minutos
a velocidad maxima en una micro-centrifuga. Después se dejo reposar en
nevera durante 30 minutos.

Se pipeteod el sobrenadante con cuidado y se transfirié en tubos eppendorf
de 1,5 mL de color topacio, centrifugandolos de nuevo durante 5 minutos a
velocidad maxima para eliminar completamente particulas proteicas.
Después se recogio 100 uL de la fase superior, se puso en tubos eppendorf
de color topacio y se afiadieron 400 puL de Fase Movil.

Se agitdé en un agitador automatico y de nuevo se centrifugd 2 minutos a
12000 rpm.

Finalmente se recogieron 400 pL de sobrenadante evitando revolver el
precipitado de la parte inferior y se transfiri6 con cuidado en un vial color

topacio para inyector automatico en HPLC.
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IV. Condiciones del HPLC

Tabla 2. Caracteristicas del HPLC

Flujo de la bomba

0.6 ml/min

Columna DI de 90 mm x 3.2 mm
Volumen de muestra 20 yL
Temperatura columna 40°C

Tiempo de retencion

2.1 minutos la VitA
7.9 minutos la VitE

Deteccion

340 nm

transcurridos 3.0 minutos 295 nm

4.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante total

. Reactivos

Para la determinacion de la TAC del suero de las muestras se utilizd el kit

comercial suministrado por Calbiochem® (ref. 615700 San Diego, USA)

compuesto por:

e Tampon fosfato salino

e Cromoégeno: Metamioglobina y ABTSTM ( 2,2’-Azino-di-[3-etilbenzotiazolin

sulfonato])

e Sustrato, estabilizado con perdxido de hidrégeno (H202)

e Estandar: 4cido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
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[I. Fundamento de la medicién

El principio del ensayo se basa en la capacidad por parte de los antioxidantes
presentes en el suero de inhibir la producciéon de radicales ABTS ™™, La
reaccion de la peroxidasa metahemoglobina con el H>O> forma radicales
ferrilmioglobina que, a su vez, reaccionan con el ABTS produciendo los
radicales ABTS ™. La cantidad de dicho radical ABTS ™™ producido se
monitoriza midiendo su absorbancia a la longitud de onda de 600nm con un
espectrofotobmetro automatizado, ILab 600®, Werfen, que serd inversamente
proporcional a la concentracion de antioxidantes de la muestra. (Figura 4).

HX-Fe’" + H,0

!

2

*X-[Fe**=0] + ABTS
+ Antioxidantes - Antioxidantes
Reaccion inhibida: menos T -
ABTS ™" producido ABTS + HX-Fe

Figura 4. Fundamento del ensayo para la determinaciéon de la TAC. Adaptado
de Miller, N.J. et al. (1993) (195).
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[1l. Procedimiento

e Primeramente, se descongelaron las alicuotas con los sueros de todas las
pacientes. Se dejaron atemperar y se homogenizaron antes de la medida.

e A continuacion, se procedi6 a preparar los reactivos:

o Cromogeno: se afiadieron 10 mL del tampén a cada vial de
cromégeno y se homogeniz6. Después se colocd en el analizador en
Su posicion.

o Substrato: se diluy6é cada vial de substrato necesarios con 7.5 mL de
tampon. Después se colocé en el analizador en su posicion.

o Estandar: se afiadio 1 mL de agua destilada al vial.

e Después se preparoé el autoanalizador. Se calibro la técnica colocando una
cubeta con 20 pL de estandar, otra cubeta con agua destilada, que sera el
blanco, y se paso un control.

e Se afiadieron 20 pL de cada muestra de suero en cubetas de plastico y se

colocaron en el analizador en la posicion correspondiente.

4.4.3 Determinacion de isoprostanos

. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron suministrados por Cayman Chemical® (ref.

516351 Michigan, USA) en forma de kit y estaba compuesto por:

e Anticuerpos de conejo anti-8-ISOP (Antisuero).

e 8-ISOP conjugado con acetilcolinesterasa (Tracer)

e 8-Isoprostane Standard

e Tampoén a concentracion 10X

e Tampon de lavado a concentracion 400X

e Polisorbato 20

e 5 placas recubiertas con anticuerpos de ratdén anti-lgG de conejo

e Reactivo de Ellman
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e Solucion colorante para el Tracer

e Solucion de colorante para el Antisuero

Para el andlisis de todas las muestras se emplearon 2 kits. Cada muestra se

midio por duplicado.

[I. Fundamento de la medicién

Se trata de un método de enzimoinmunoanalisis que se basa en la
competencia entre el 8-1ISOP de la muestra problema y un 8-ISOP conjugado
con acetilcolinesterasa (Tracer) por los sitios de union de un namero limitado
de anticuerpos de conejo anti-8-ISOP (Antisuero) los cuales a su vez se han
unido a los anticuerpos IgG de raton pegados previamente en el fondo del
pocillo. Puesto que la concentracion del Tracer es constante y la de 8-1ISOP de
la muestra varia, la cantidad de Tracer que se unira al Antisuero sera
inversamente proporcional a la concentracion de 8-ISOP en cada pocillo. Al
lavar el pocillo y afiadir un reactivo de Ellman), el cual contiene el sustrato para
la acetilcolinesterasa, se produce un producto (acido 5-tio-2-nitrobenzoico) de
color amarillo que absorbe luz a una longitud de onda de 412nm. La intensidad
de este color, determinado espectrofotométricamente, es proporcional a la
cantidad de Tracer, el cual como ya se ha dicho, es inversamente proporcional

a la cantidad de 8-1SOP libre presente en la muestra.

[1l.  Procedimiento

e Primeramente, de prepard la solucion de tampoén. Para ello se diluyé el
contenido de un vial de Tampoén a concentracion 10X con 90 ml de agua

ultrapura.
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A continuacion de prepard la solucion de lavado diluyendo 5 mL del vial de
Tampodn de lavado a concentracién 400X en 2 litros de agua ultrapura y
afiadiendo 1 mL de polisorbato 20.

Después de descongelaron las alicuotas de suero y se homogenizaron en
un agitador eléctrico.

Se reconstituyeron los dos reactivos: el vial del Tracer en 30 mL de
solucién de tampon y el vial del Antisuero en 30 mL de solucion de tampén.
A ambos reactivos se les afiadi6 300 pL de la solucion colorante
correspondiente para ayudar en la visualizacién a la hora de afadirlos a los
pocillos.

A continuacion, se prepararon los estandares en ocho tubos numerados de
1 al 8. Primeramente, se diluyo en un tubo sin numerar 100 pL del vial del
estandar en 900 pL de agua ultrapura, obteniéndose una concentracion de
5 ng/mL. Después se anadieron 900 pl de la solucion de tampon al tubo
namero 1y 750 uL al resto de tubos, del 2 al 8. Se transfirieron 100 uL del
tubo sin numerar al tubo 1 y se mezclo vigorosamente. La concentracion de
este estandar, el primer punto de la curva estandar, sera de 500 pg/mL.
Después se fueron haciendo diluciones seriadas de estandar transfiriendo
500 pL del tubo 1 al tubo 2 y agitando de nuevo. Se repitié el proceso para
los tubos 3-8.

Se fue afadiendo la cantidad especificada por el fabricante de solucion
tampon, estandares, muestra (50ul), Tracer y Antisuero a cada pocillo de
las placas. Como ya se ha comentado, cada muestra se midié por
duplicado.

Se cubridé cada placa con un plastico y se incubaron durante 18 horas a
4°C.

Después de las 18 horas se reconstituyo el reactivo de Ellman: 250 dtn del
vial de reactivo con 50 mL de agua ultrapura.

Se vacio cada placa y se lavaron 5 veces con la solucion de lavado
preparada anteriormente.

Se volvié a cubrir con un plastico cada placa y se dejaron incubar en una

habitacién oscura sobre un agitador orbital de 90 a 120 minutos.
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e Finalmente, todas las placas se revelaron por espectrofotometria usando
un lector de placas a una longitud de onda de 410 nm.
e La casa comercial nos proporcion60 un programa para convertir las

absorbancias en concentraciones de 8-1SOP.

4.4.4 Determinacion de metales

Fundamento de la absorcién atbmica

La Espectrofotometria de Absorcion Atomica se basa en la absorcion de
radiacion electromagnética por las particulas atbmicas. Para ello, es necesario
atomizar la muestra, es decir, convertir las moléculas constituyentes de la
muestra en particulas gaseosas elementales. El espectro de absorcion de un
elemento atomizado esta constituido por una cantidad limitada de lineas

discretas a longitudes de onda caracteristicas para cada elemento.

En la espectroscopia atdmica, las muestras se vaporizan a temperaturas muy
altas y la concentracion de los atomos del elemento de interés se determina
midiendo la absorcion a sus longitudes de onda caracteristicas.

La sensibilidad del método se define como la concentracion necesaria de un
elemento para producir el 99% de transmitancia, lo que corresponde al 0.0044

de absorbancia.

Directamente relacionado con la sensibilidad se encuentra el limite de
deteccion, que corresponde a la concentracion necesaria de un elemento para
producir una sefial con una intensidad triple del ruido de fondo. Por ruido de
fondo se entiende toda sefial observable cuando el elemento a analizar se
encuentra ausente de la llama y es debido a la absorcion molecular y a la

dispersion de las particulas en la llama.

La atomizacién tiene lugar en un tubo de grafito, sobre la denominada

plataforma de L’vov, para evitar un cambio rapido de temperatura y de este
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modo obtener picos mas reproducibles (realza sensibilidad, exactitud y

correccion de Zeeman para reducir el background al minimo).

Zinc

Reactivos

Glicerol 5% v/v (diluyente): diluir 50 ml de glicerol en 1000 ml de agua
desionizada. Conservar en frigorifico hasta 3 meses.

Calibrador stock: Zn 1g/L Perkin EImer N9300178

Solucion Patron de Zn 0.01 g/L: Mezclar 1 mL de calibrador stock (Zn 1g/L)
con 99 mL de diluyente de glicerol (5%). Mezclar por inversion al menos 10
veces.

Standard 10 pg/dL: 0.5 ml de solucion patron de 1000 pg/dL + 49.5 mL de
solucion de glicerol al 5%. Corresponde a una concentracion de Zn
plasmatico de 50 pg/dL.

Standard 20 pg/dL: 1ml de solucion patréon de 1000 pg/dL + 49 mL de
solucion de glicerol al 5%. Corresponde a una concentracion de Zn
plasmatico de 100 pg/dL.

Standard 30 pg/dL: 1.5 mL de solucion patron de 1000 pg/dL + 48.5 mL de
solucion de glicerol al 5%. Corresponde a una concentracion de Zn
plasmatico de 150 pg/dL.

Standard 40 pg/dL: 2 mL de solucién patron de 1000 pg/dL + 48 mL de
solucion de glicerol al 5%. Corresponde a una concentracion de Zn

plasmatico de 200 pg/dL.

Fundamento de la medicidn

Para la medicion de Zn se realiz6 mediante espectrofotometria de absorcion
atomica de llama (5100 PC, Perkin-Elmer®).
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La optimizacion del espectrometro se consigue mediante la utilizacion de una
lampara de catodo hueco a una intensidad de corriente de 15 mA calentada
previamente 15 minutos. La méaxima energia de pico se consigue
seleccionando la longitud de onda a 213.9 nm y la anchura de banda a 0.7 nm.
La informacién real del estado del zinc en el organismo sélo se podria obtener
por medida directa en los tejidos, ya que la mayoria del zinc corporal es
intracelular. Sin embargo, en la practica, se obtiene por interpretacion de su
concentracion en plasma y orina.

El método analitico més extendido en los laboratorios clinicos es la absorcion
atomica con llama de aire-acetileno.

Las muestras de suero diluidas 1/5 en agua desionizda son aspiradas en la
llama. La concentracion de Zn se determina comparando la sefial del suero
diluido con la sefal de los calibradores acuosos, que son preparados en una

matriz de glicerol diluida para simular la viscosidad del plasma diluido.

[1l.  Procedimiento

e Primeramente, se atemperaron los sueros a temperatura ambiente y se
mezclaron por inversion.

e Se afadieron 2.5 mL de cada uno de los calibradores y del control en los
tubos.

e Se afiadir 100 pL de muestra (o control) en tubos de plastico de 16 mm y
afadir 400 pL de agua desionizada (dilucion 1/5) y se mezclaron
inmediatamente.

e Antes de comenzar con la medicion se establecieron las condiciones
instrumentales adecuadas para optimizar la sefial y minimizar el ruido de
fondo, A= 213.8 nm, Ancho= 0.7 nm, Mezcla= aire-acetileno.

e Se empezO6 primeramente a aspirar diluyente glicerol en la llama para leer
absorbancia cero (blanco). Después se aspiraron los calibradores de Zn del
mas diluido al concentrado y asi se obtuvo la curva de calibracion.

e A continuacién, se comenz6 a aspirar el suero control y las muestras.
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e Se calculd la concentracion de cada una de las muestras a partir de las
lecturas de absorbancia por interpolacién de la curva de calibracion. Los
resultados del control se encontraban dentro del 5% de la media
establecida.

Para obtener resultados reproducibles fue importante  mantener

constantemente una aspiracion éptima y condiciones de la llama. Se aspiro

periddicamente HCI para ayudar a mantener limpio el sistema nebulizador.

Cobre

. Reactivos

e Glicerina 10%: 50 mL glicerina +450 mL agua.

e Calibrador stock: Cu 1000 pg/mL (100 mg/dl) Perkin Elmer N9300183.

e Cu 10 mg/dL: 10mL Cu (100 mg/dl) y 90 mL agua.

e Se prepara una recta de calibracion a partir de un matraz que contiene Cu
en concentracion de 10 mg/dl. Se realiza una dilucion 1/10: 500ul de Cu 10
mg/dl y 4.5 mL de agua destilada, con lo que se obtiene una solucion de 1
mg/ dl de Cu.

e A partir de aqui, se prepara la recta:

o BLANCO: 2 mL de agua destilada.

o 50 pg/dL: 0.25 mL de Cu de 1 mg/ dl + 4.75 mL de agua
destilada.

o 100 pg/dL: 0.50 mL de Cu de 1 mg/ dl + 450 mL de agua
destilada.

o 150 pg/dL: 0.75 mL de Cu de 1 mg/ dl + 4.25 mL de agua

destilada.

e A partir de estas preparaciones, se diluye al 50% con glicerina al 10%:
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o BLANCO: 2 mL de agua destilada + 2 ml de glicerina 10%
o Standard 1: 2 mL de 50 pg/dL + 2 mL de glicerina 10%.

o Standard 2: 2 mL de 100 pg/dL + 2 mL de glicerina 10%.
o Standard 3: 2 mL de 150 pg/dL + 2 mL de glicerina 10%.

Las muestras y controles se diluyen a la mitad con agua destilada: 350 pL
muestra/control + 350 pL agua destilada.

II. Fundamento de la medicidon

Para la medicion de Cu en suero se utilizd el equipo Perkin Elmer para

espectroscopia de absorcion atomica de llama modelo 5100 PC.

La técnica se basa en que la energia de una llama de aire/acetileno con
presiones 4 y 1.1 bares respectivamente, en dicho equipo, hace que los atomos
de cobre de una disolucion se encuentren en estado fundamental y sean
entonces capaces de absorber la radiacion de 324,8 nm proveniente de una
lampara de catodo hueco de cobre, la rendija se ajusta a 0.7 nm. La
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de cobre de la

disolucién (ley de Lambert- Beer-Bouger).

Por sus caracteristicas es la técnica de eleccién para medir la concentracion de
Cu en el suero en ausencia de un metodo de referencia. La linea de resonancia
del cobre esta lejos de las de otros elementos que habitualmente se

encuentran en el suero.

El limite de deteccién se sitla alrededor de con una dilucion del espécimen 1:1,
lo que es mas que suficiente para las medidas séricas (en donde se encuentra
en concentraciones de alrededor de 70 a 155 mg/dl), con lo que se pueden

poner de manifiesto facilmente los déficits de este elemento.
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I1l. Procedimiento

Se han descrito multiples métodos de preparacion previa de la muestra desde
los afios 70. Actualmente se tiende a la menor manipulacion posible de la
misma evitando pasos previos de desproteinizacion o de extracciébn con

disolventes organicos.

Selenio

. Reactivos

Modificador de matriz

e Los componentes primarios del modificador de matriz son: Paladio (10 g/L
de Pd (NO3) Perkin Elmer BO190635, en HNO3 al 15%, triton X-100 y
agua suprapura.

e Como modificador de matriz se emplean los anteriores componentes en la

siguiente concentracion:

- Solucién de Pd al 15% ............. 1mL
- Trton X-100 ..oooeeiiiiiiiies 0.1 mL
- Agua suprapura.........cccceeeeeennnnn c.s.p. 100 mL

[I.  Fundamento de la medicién

La determinacion sérica de SE se realizO mediante la técnica de
Espectrometria de absorcion atomica electrotérmica en camara de grafito

utilizando el analizador Aanalyst 600®, Perkin-Elmer.
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Este procedimiento ofrece un analisis directo sin previa digestion y ha sido
ampliamente adoptada por los laboratorios clinicos para la determinacion de

SE en el suero, plasma y sangre.

La correccion de fondo con deuterio no es suficiente para evitar el efecto
matriz, por lo que los equipos dotados con esta correccion no son
practicamente aptos para el andlisis de SE en muestras biolégicas, ya que no
son capaces de corregir las interferencias que producen las altas
concentraciones de Fe y fosfatos en sangre y en orina respectivamente.

Sin embargo, el equipo que se utilizé permite la correccion de fondo por efecto
Zeeman, ofrece una mejor solucién a este problema, aunque no se encuentra

completamente libre del efecto matriz.

En este procedimiento es muy importante la utilizacion de un modificador de
matriz que produzca seleniuros refractarios con el fin de posibilitar que la
temperatura de la fase de pirolisis sea lo mas alta posible (1000-1300 °C), con
objeto de eliminar la mayoria de la matriz sin pérdida de SE. Se puede utilizar
niquel como modificador, pero este ha sido casi total-mente sustituido por
paladio, siendo en la actualidad considerado como el modificador universal ya

gue ofrece un alto suero sin precipitacion de proteinas.

[1l.  Procedimiento

Las muestras de suero se diluyeron primeramente en modificador de matriz 1/9

(v/v), procediéndose a su homogenizacion.

El siguiente paso fue la preparacion de los patrones:

Se parti6 de un patrén certificado de 1 g/L (1000 pg/mL) Perkin Elmer
N9300182 y se diluyd en un matraz aforado hasta concentracién de 10 mg/L.
Para preparar esta disolucion se necesitd coger. 1 mL de solucion 1 g/L y

enrasarlo hasta 100 mL con agua suprapura.
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A partir de esta concentracion (10 mg/L), se realizaron los patrones de trabajo

de concentraciones finales de 50, 100 y 200 pg/L:

o Standard 50: 0.5 mL de solucion 10 mg/L, hasta 100 mL de agua
suprapura

o Standard 100: 1 mL de solucién 10 mg/L, hasta 100 mL de agua
suprapura

o Standard 200: 2 mL de solucion 10 mg/L, hasta 100 mL de agua

suprapura

Estos tres patrones se diluyeron 1/9 (v/v) con modificador de matriz a la hora

de calibrar.
A continuacion, se preparo el analizador manualmente, poniendo en la pantalla
de calibracion cada una de las concentraciones y en el autosampler ponemos

la posicion asignada.

Después se puso en diferentes pocillos cada muestra diluia a 1/9 (v/v) con el

modificador.

El blanco de calibracién se preparé con agua suprapura diluida 1/9 (v/v) con

modificador de matriz.

45 Meétodos estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informéatico SPSS

(Stadistical Package for Social Sciences version 22.0).

En primer lugar, se aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov que demostré que

todas las variables seguian una distribucion normal.
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Los resultados de las variables cuantitativas se expresan como media *
desviacion estandar (DE) y las cualitativas como porcentajes, para cada grupo

estudiado.

En el caso de variables cuantitativas, para averiguar la existencia o no de
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos se ha aplicado el
analisis estadistico t de Student. En el caso de comparaciones de datos
cuantitativos entre mas de dos grupos se utiliza el Andlisis e la Varianza
(ANOVA).

Para analizar las relaciones entre variables categoricas se emple¢ el test de x?
(Chi-cuadrado).

Mediante regresion lineal, se estudio la existencia y el grado de asociacion
entre las variables cuantitativas que encontramos mas representativas del EO,

obteniéndose el valor del coeficiente de correlacion de Pearson (r).

La valoracion de la capacidad diagnostica de las determinaciones que
presentaron diferencias estadisticamente significativas, se realizo a través del
estudio de sensibilidad y especificidad mediante curvas de rendimiento
diagnostico o curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). Se entiende

por:
Sensibilidad (S) es la capacidad del test de identificar correctamente a
pacientes con la enfermedad. Probabilidad de que un sujeto con la enfermedad

de positivo en el test.

Especificidad (E) es la capacidad del test de identificar correctamente a los

sujetos que no tienen la enfermedad. Probabilidad de que un sujeto sano de

negativo en el test.

Al tratarse de variables cuantitativas se debe establecer el punto de corte
Optimo que separara un resultado negativo de uno positivo, buscando asi el

equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad. El punto de corte 6ptimo se
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considerara aquel que viene dado por la combinacion de méxima sensibilidad y
especificidad, y es el que tiene como coordenadas al punto en el que la curva

mas se ha alejado de la diagonal.

En el caso de las variables cuantitativas, que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, se examiné la capacidad
discriminatoria de cada una de ellas mediante curvas ROC. Para los puntos de
corte sugeridos se presentan los valores de sensibilidad, especificidad, area
bajo la curva (ABC) con su intervalo de confianza (IC) al 95%, valor prondstico
positivo (VPP) y valor prondstico negativo (VPN). Se defini6 como test valido

todo aquel cuya ABC era superior a 0.75.

El limite de confianza es del 95%, para todos los analisis estadisticos se definio
como significativo el valor de p bilateral inferior a 0.05.
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SRESULTADOS
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5.1 Poblacion seleccionada

Se incluyeron en el estudio un total de 294 mujeres. Utilizando los criterios de
Rotterdam, 125 mujeres fueron diagnosticadas de SOP y 169 mujeres formaron

el grupo control.

5.2 Resultados estudio

5.2.1 Analisis de variables en el grupo control y en el grupo de mujeres
con Sindrome de Ovario Poliquistico

A continuacion, se presentan los resultados de la exploracion fisica y las
determinaciones analiticas realizadas en cada subgrupo de pacientes y la

significacion estadistica de las diferencias observadas.

5.2.1.1 Edad, exploracion fisicay antecedentes personales

Los parametros de la edad y exploracion fisica se recogen en la tabla 3. Las
mujeres con SOP presentaron mayor peso e IMC que las mujeres del grupo
control. El 23.7 % y el 28.8% de las SOP tenian sobrepeso y obesidad
respectivamente, frente al 11.9% y 8.1% del grupo control. Respecto al
perimetro abdominal también hubo diferencias entre ambos grupos, siendo
mayor en el grupo SOP (80.0 £ 13.5, p <0.001). En cuanto a las variables
clinicas indicativas de HA, un 89.3% del grupo SOP obtuvieron una puntacion
superior a 10 en la escala de Ferriman-Gallwey, frente al 70.9% del grupo
control. Un 43.8% de mujeres con SOP presentaban acné, frente al 28.6% del
grupo control. No hubo diferencias significas en la alopecia entre los dos
grupos (p=0.382). Por otro lado, el 77.2% de las mujeres con SOP presentaban

ciclos irregulares, amenorrea u otros trastornos de la menstruacion, y sélo un
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32.3% del grupo control los padecian. Las mujeres con SOP tuvieron ambas
presiones arteriales, sistélica y diastdlica, mas altas que el grupo control.

Los antecedentes personales se recogen en la tabla 4. No hubo diferencias
significativas entre los dos grupos respecto a ninguna de los pardmetros
considerados.

Tabla 3. Exploracion fisica en pacientes con SOP y controles. Datos

expresados como media + DE o numeros crudos (porcentaje).

Variables SOP Control 0
(n=125) (n=169)

Edad (afios) 285 306 NS
Peso (kg) 70.8 +17.6 62.1+12.6 | <0.001*
IMC (kg/m?) 26.5+6.3 23.1+4.6 | <0.001*
Grado de obesidad, n (%)

e Bajo peso 27 (22.9) 52 (32.5)

e Normopeso 29 (24.6) 76 (47.5) <0.001*

e Sobrepeso 28 (23.7) 19 (11.9)

e Obesidad 34 (28.8) 13 (8.1)
Perimetro abdominal (cm) 80.0 +£13.5 74.0+9.6 | <0.001*
Escala de hirsutismo, n (%) 109 (89.3) 117 (70.9) | <0.001*
Acné, n (%) 53 (43.8) 46 (28.6) | <0.01*
Alopecia, n (%) 14 (11.6) 9 (6.7) NS
Alteraciones menstruacion, n (%) 95 (77.2) 53 (32.3) <0.001*
PAS (mmHg) 114+ 15 108+12 | <0.01*
PAD (mmHg) 75+ 14 72 +10 <0.01*

Como antecedentes de hirsutismo se valoré la impresion subjetiva de las
pacientes y controles. Como alteraciones menstruales se consideré la
presencia de polimenorrea, oligomenorrea o amenorrea. Analisis estadistico
realizado mediante t de Student y test Chi Cuadrado, *p<0.05. NS: no
significativo.
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Tabla 4. Antecedentes personales.

Variables SOP Control 0
(n=125) (n=169)
Hipertension, n (%) 2 (1.6) 6 (3.7) NS
Diabetes mellitus, n (%) 1(0.8) 2(1.2) NS
Enfermedad coronaria, n (%) 0 2(1.2) NS
Enfermedad autoinmune, n (%) 3(2.1) 3(1.8) NS
Hiperprolactinemia, n (%) 0 2(1.2) NS
Enfermedad tiroidea, n (%) 15 (12.1) 24 (14.6) NS
Tabaquismo, n (%) 65 (55.6) 82 (20.9) NS
Consumo de alcohol, n (%) 92 (78) 130 (82.3) NS

Como antecedentes de diabetes mellitus e hipertension arterial se considero el
diagnostico de ambas patologias en tratamiento dietético o farmacologico.
Como antecedentes de ECV la presencia de un evento cardiovascular definido
como angor pectoris, infarto agudo de miocardio, revascularizacion miocardica,
accidente cardiovascular, estenosis coronaria 0 revascularizacion arterial en
miembros inferiores. El tabaquismo se consideré fumar o haber fumado a lo
largo de su vida y como alcohol haber consumido bebidas alcohdlicas durante
algun periodo de su vida con una frecuencia de al menos una vez al mes.
Datos expresados como numeros crudos (porcentaje). Analisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado. NS: no significativo.

5.2.1.2 Perfil bioquimico general

Los resultados de la mayoria de parametros de la analitica bioquimica general
no mostraron diferencias significativas entre las pacientes con SOP y las
pacientes control (tabla 5). Solamente en la GPT y la GGT, se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos, siendo los niveles mas elevados
en las mujeres con SOP, aunque estos se encuentran dentro del rango de

normalidad.
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Variables SOP Control .
(n=125) (n=169)
Na (mEq/L) 140 + 2 141 + 2 NS
K (mEg/L) 43+0.3 4.4 +0.4 NS
Cl (mEq/L) 102 +3 102 + 2 NS
Ca (mg dL) 94+04 95+0.3 NS
P (mg dL) 3.6+05 3.7+05 NS
CREA (mg dL) 0.69 +0.10 0.71+0.11 NS
Urea (mg dL) 27.6 6.6 29.0+7.0 NS
GOT (U/L) 17 £5 17 +6 NS
GPT (U/L) 16 +8 14 +7 0.017*
GGT (U/L) 15+8 12+6 0.037*
Acido Folico (ng/ml) 7.8+8.3 8.4+35 NS
VitB12 (pg/ml) 469 + 175 506 + 182 NS
MDRD (ml/min/1.73m?) 111 +19 107 £ 19 NS
CKD-EPI (ml/min/1.73m?) 116 £12 111 £14 NS

Datos expresados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.1.3 Perfil hormonal

A nivel hormonal las pacientes con SOP presentaron niveles superiores de LH,
FSH, ratio LH/FSH, T+, T, ANDRS y MULLE, junto a unos niveles menores de
SHBG, que las pacientes control. El indice de andrégenos libres (FAI) también
fue mas alto en el grupo SOP, pero la diferencia no fue significativa. Tampoco
existieron diferencias significativas en los niveles de DHEAS, E», FAI, PTH y
CORT. (Tabla 6).
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Variables SOP Control )
(n=125) (n=169)
LH (mUl/ml) 8.9+4.8 70+28 <0.001*
FSH (mUl/ml) 59+3.8 7.2+35 0.041*
LH/FSH 1.6+£0.9 1.1+£05 <0.001*
E2 (pg/ml) 42.0 +18.1 43.1 +24.5 NS
Tr(ng/ml) 0.40 +0.16 0.28 +0.13 <0.01*
T (pg/ml) 14+1.3 0.88 +0.90 <0.01*
FAI 6.5+21 3.6+27 <0.01*
ANDRS (ng/ml) 29+13 2.2+0.9 <0.01*
DHEAS (mcg/100ml) 194 + 93 194 + 162 NS
SHBG (nmol/l) 32.2+23.2 44.8 £ 23.3 0.024*
MULLE (ng/ml) 7.03+4.92 3.16 +2.14 <0.001*
PTH (pg/ml) 27.9+23.0 29.9 +57.3 NS
CORT (mcg/dl) 18.8 +6.6 19.9+6.8 NS
TSH (pUl/mI) 2.685 + 1.335 2.653 £1.294 NS
PRL (ng/ml) 473 + 271 474 + 250 NS

Datos expresados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.1.4 Metabolismo de los hidratos de carbono

Las determinaciones séricas de GLU y HbAlc fueron similares entre los dos
grupos. Sin embargo, la insulina y el indice HOMA-IR fueron mas elevados en
el grupo SOP. (Tabla 7).
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) SOP Control
Variables p
(n=125) (n=169)
GLU (mg/dl) 86 £ 19 8319 NS
Insulina (uUI/ml) 159 +13.6 10.2+9.5 <0.001*
HOMA-IR 3.4+3.0 2121 <0.001*
HbAlc (%) 5.33+0.67 5.36 £ 0.42 NS

Datos expresados como media + DE. Andlisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.1.5 Perfil lipidico

Los valores de TG, indice de acumulacion lipidica (LAP), ratio ApoB/ApoAl y

ratio Ct/HDL-C fueron significativamente mas elevados, asi como los valores

de HDL-C y ApoAl que fueron menores en el grupo SOP respecto al grupo de

controles. No hubo diferencias en cuanto al C+, LDL-C y ApoB. (Tabla 8).

Tabla 8. Perfil lipidico.

Variables SOP Control )
(n=125) (n=169)
Cr (mg/dl) 170 + 26 171 + 29 NS
HDL-C (mg/dI) 58 + 15 67 +12 0.048*
LDL-C (mg/dl) 96 + 24 92 + 22 NS
TG (mg/dl) 78 + 47 61 + 24 <0.001*
ApoA1l (mg/dl) 150 + 19 160 + 23 0.036*
ApoB (mg/dl) 80 + 17 77 +16 NS
ApoB/ApoAl 0.55+0.15 0.48 £0.13 0.016*
Ct/HDL-C 3.13+0.97 2.60 £0.55 <0.001*
LAP 21.3+19.8 12.1 +11.9 <0.001*

Datos expresados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.
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Los valores =200, 2100 y 2150 para Ct, LDL-C y TG respectivamente, fueron
considerados como niveles elevados, y un valor de HDL-C <40 como nivel
bajo. Teniendo esto en cuenta se observé que, en ambos grupos, un 13% de
las mujeres presentaban Ct alto. Un 81% de mujeres con SOP tenia niveles
disminuidos de HDL-C frente a un 63% del grupo control. El porcentaje de LDL-
C alto fue mayor en el grupo de SOP, pero no fue significativamente diferente
con el grupo control. En cuanto a los TG, un 9% de mujeres con SOP los tenian

elevados frente a 1% de mujeres control. (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia de anomalias en el perfil lipidico.

) SOP Control
Variables p
(n=125) (n=169)
1 Cr, n (%) 16 (13) 22 £+ (13) NS
| HDL-C, n (%) 100 (81) 98 (63) <0.01*
1 LDL-C, n (%) 11 (9) 6 (4) NS
1 TG, n (%) 11 (9) 1(1) <0.001*

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Analisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.1.6 Parametros de inflamaciéon, hemostasiay riesgo cardiovascular

Se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos en los niveles de
PCR y HCY. Ambos fueron superiores en el grupo de SOP. En cuanto al resto
de parametros estudiados no se observaron diferencias significativas entre

ambos grupos. (Tabla 10).
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Tabla 10. Parametros de inflamacion, hemostasia y RCV.

Variables SOP Control )
(n=125) (n=169)

Recuento leucocitario (10° células/pl) 6.9+1.6 6.1+1.6 NS
Neutrofilos totales (10° células/ pl) 3.7+1.1 3.2+1.1 NS
Recuento plaquetario (10°/ pl) 274 + 60 253 +59 NS
Volumen plaquetario medio (fL) 9317 9417 NS
TP(s) 11+2 11+1 NS
Actividad de protrombina (%) 95+6 94 +7 NS
TTPA(s) 34+3 33+3 NS
FibD (mg/dI) 384 + 69 375 + 63 NS
Dimero D (ng/mL) 101 + 88 116 £ 129 NS
PROTC (%) 99 + 15 94 + 14 NS
PROTS (%) 91 +15 85 + 15 NS
ATIII (%) 93+11 93 +10 NS
RPCA, n (%) 0 0 -
ACLUPI, n (%) 1 (0.9) 0 NS
PCR (mg/dL) 0.30£0.50 | 0.18+0.25 0.015*
Ferritina (ng/mL) 50.4+35.2 |42.7+32.7 NS
HCY (umol/L) 10.1+2.9 | 93+20  0.020*

Datos expresados como media + DE o niameros crudos (porcentaje). Analisis
estadistico realizado mediante t de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.2 Analisis de biomarcadores de Estrés Oxidativo

En la tabla 11 se recogen los resultados de los parametros relacionados con el

EO. Las mujeres con SOP presentaron valores significativamente mas bajos

BIL+, BIL;, TAC, VitE y Zn que las mujeres control. Los niveles de Fe, Cu y 8-

ISOP fueron significativamente mas elevados en el grupo SOP. No hubo

diferencias significativas entre ambos grupos respecto a ALB, BlLp, Ac.URI,

VitA y SE.
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Variables SOP Control )
(n=125) (n=169)
Alb (g/L) 45+0.8 43+0.8 NS
BILt (mg/dL) 0.42 +0.29 0.91 +0.55 <0.001*
BlLp(mg/dL) 0.16 + 0.08 0.18 £ 0.08 NS
BIL,(mg/dL) 0.26 + 0.27 0.73 +0.53 <0.001*
Ac. URI (mg/dL) 3.90 +0.93 4.09 + 0.94 NS
TAC (mmol/L) 1.26 +0.18 1.48 £0.22 0.035*
VitA (ug/L) 29.0+11.8 31.6+21.8 NS
VIitE (ug/L) 083 + 341 1357 + 525 <0.01*
Fe (ug/dL) 91.7 + 156.4 71.7 +£99.7 0.048*
SE (ug/L) 93.2 + 26.2 105.5 + 33.5 NS
Cu (ug/L) 110.0 + 24.0 94.0 + 20.0 0.011*
Zn (ug/dL) 108.0 + 129.7 132.9 +209.0 0.016*
8-1SOP (pg/mL) 138.4 + 104.1 68.6 + 34.3 <0.001*

Datos expresados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.3 Analisis de biomarcadores de estrés oxidativo en funcion del peso,
resistencia a lainsulinay Sindrome Metabdlico

Los dos grupos de estudio se clasificaron segun la presencia de sobrepeso, R,

HA y SMet, y se analizaron las diferencias entre los grupos en cuanto a los

biomarcadores de EO.

5.2.3.1 Anélisis segun el peso

Se clasificaron las pacientes con SOP y las pacientes control segun su IMC. Se

consideré normopeso un IMC entre 18.5 y 24.9, sobrepeso IMC 25-29.9 y

obesidad un IMC mayor o igual a 30. (Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucion de mujeres SOP en funcion del grado de obesidad.

Normopeso Sobrepeso Obesidad p
SOP, n (%) 29 (24.6) 28 (23.7) 34 (28.8) 000.1
< JA*
Control, n (%) 76 (47.5) 19 (11.9) 13 (8.1)

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Andlisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado, *p<0.05.

Se agruparon a las pacientes con sobrepeso y obesidad en un Unico grupo al
que se denomind “exceso de peso”, y se analizaron las variables de EO en
funcidn de la presencia o no de éste en los dos grupos de pacientes (tabla 13).
Los niveles de BILt, BIL;, TAC fueron significativamente mas bajos en las
mujeres con SOP normopeso y con sobrepeso que en las mujeres control
normopeso. También estos niveles fueron mayores en las mujeres control con
sobrepeso que en las mujeres con SOP normopeso y con sobrepeso. Los
niveles de VItE en las mujeres control normopeso fueron mas elevados que en
las mujeres SOP normopeso y sobrepeso. También se encontraron diferencias
en dicha vitamina entre el grupo control con sobrepeso y el de SOP

NOrmopeso.

El SE fue mas bajo en el grupo SOP con sobrepeso que en los grupos control
normopeso y con sobrepeso. También hubo diferencias significativas entre las
mujeres del grupo con SOP normopeso y el grupo de mujeres control con

sobrepeso.

Los niveles de 8-ISOP fueron significativamente mas altos en las mujeres con
SOP normopeso y con sobrepeso que en las mujeres control normopeso.
También estos niveles fueron mas bajos en las mujeres control con sobrepeso

gue en las mujeres con SOP normopeso Yy con sobrepeso.
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Tabla 13. Biomarcadores de EO en mujeres sanas y mujeres con SOP en

funcién de la presencia o no de exceso de peso.

CONTROL SOP
Normopeso | Sobrepeso Normopeso Sobrepeso
(n=114) (n=31) P (n=52) (n=62) P
Alb (g/L) 45+0.8 43+0.7 NS 43+09 43+0.8 NS
BILt
0.9+0.6% 0.9 £0.5° NS 0.4 £0.32P 0.4 +0.32P NS
(mg/dL)
BlLp
0.2+0.1 0.2+0.1 NS 0.2+0.1 0.2+0.1 NS
(mg/dL)
BIL,
0.7 £ 0.6 0.7 £0.5° NS 0.3 £0.32P 0.3 +0.32P NS
(mg/dL)
Ac. URI
4.0+0.92 45+1.0 0.037* 3.9+£0.9° 42+0.9 <0.01*
(mg/dL)
TAC
(mmol/L 1.5+0.22 1.5+0.2° NS 1.2 +0.23P 1.2+0.23P NS
)
VitA
30.2+11.9 28479 NS 30.6 £13.7 28.2+10.5 NS
(Hg/L)
VitE
1357 +5772 | 1292 +372° NS 933 + 3362° 1038 + 3582 NS
(Mg/L)
Fe
79.7 £19.2 61.9 +32.0 NS 73.6 +31.2 98.4+25.4 NS
(ng/dL)
SE 116.3 £
104.3 £ 30.28 NS 95.2 +26.3° | 90.7 +24.72P NS
(ug/L) 48.4°
Cu
925+17.6% | 97.7+17.5° NS 105.4 + 23.9% | 113.2+22.82> | NS
(Mg/L)
Zn
111.8+43.8 | 100.5+30.3 NS 144.7 £ 22.3 129.0+13.4 NS
(Hg/dL)
8-ISOP 130.4 = 150.5 +
67.9+32.7% | 70.5 +37.0° NS NS
(pg/mL) 105.32b 107.52b

Datos presentados como media + DE.

ab gyperindices similares indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05). Andlisis estadistico realizado mediante test ANOVA, *p<0.05. NS: no
significativo.
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5.2.3.2 Anélisis segun presencia de Rl

Se clasificaron a las mujeres del estudio segun presentaban RI (tabla 14). La RI
se defini6 como un resultado anormal en el indice HOMA-IR igual o superior a
2.1(297). Las mujeres con SOP presentaron mayor Rl (58.5%) que las mujeres
control (28.5%).

Tabla 14. Distribucién de mujeres SOP en funcion de la presencia de RI.

RI No RI p
SOP, n (% 72 (58.5 51 (41.5
(%) (58.5) (41.5) 000.1°
Control, n (%) 47 (28.5) 118 (71.5)

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Analisis estadistico
realizado mediante t de Student, *p<0.05.

En la tabla 15 se recogen las variables de EO de los grupos control y SOP en
funcidn de la presencia o no de RI. Respecto a los antioxidantes enddgenos, se
encontraron diferencias significativas en los niveles de BILt, BIL, TAC y VitE
entres el grupo control sin Rl y los grupos SOP sin Rl y con RI. También estos
niveles fueron mayores en las mujeres control con Rl que en las mujeres con
SOP sin Rl'y con RI.

El SE fue mas bajo en el grupo de mujeres con SOP sin RI que en los grupos
control con y sin RI. El nivel del CU fue significativamente mas alto en las
mujeres con SOP sin Rl y con RI que en las mujeres del grupo control sin RI.
También se encontraron diferencias entre el grupo de control con Rl y el grupo
SOP con RI.

Los niveles de 8-ISOP fueron mas elevados en el grupo de mujeres con SOP
con sobrepeso que en los otros tres grupos. Incluso estos niveles fueron

superiores en el grupo SOP sin RI que en los grupos control con y sin RI.
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Tabla 15. Biomarcadores de EO en mujeres sanas y mujeres con SOP en

funcion de la presencia o no de RI.

CONTROL SOP
No RI RI No RI RI
(n=118) (n=47) g (n=51) (n=72) k
Alb (g/L) 45+0.8 4.4+0.7 NS 42+1.0 4.4+0.8 NS
BILt
0.9 +0.62 0.9 +0.5° NS 0.4 £0.32P 0.4 +£0.32P NS
(mg/dL)
BlLp
02+0.1 0.2+0.1 NS 0.2+0.1 0.2+0.1 NS
(mg/dL)
BIL,
0.7+0.52 0.7 £0.5° NS 0.3 £0.23b 0.2 +£0.32P NS
(mg/dL)
Ac. URI
40+0.8 44+1.1* | 0.049* | 3.9%0.72 4009 NS
(mg/dL)
TAC
1.5+0.22 1.5+0.3° NS 1.3+0.23P 1.3+0.23P NS
(mmol/L)
VitA
324 +24.7 | 30.1+105 NS 303+112 | 27.7+123 NS
(ug/L)
VitE 1353 + 1067
1380 + 441° NS 919 + 2692P NS
(ug/L) 5592 4133
Fe (ug/dL) | 624 £31.2 | 76.1 £18.1 NS 86.5+£323 | 949252 NS
104.9 + 108.2 + 89.6 +
SE (ug/L) NS 96.2 +28.4 NS
31.82 37.8° 22.83b
925+ 108.0 + 110.1 +
Cu (ug/L) 98.2 +22.5P NS NS
19.02 23.52 24.13P
Zn 115.4 + 102.8 + 136.8 +
NS 91.6 £174.9 NS
(ng/dL) 142.6 26.2 255.7
8-ISOP 719+ 116.0 + 153.7 £
62.5 + 28.6° NS 0.031*
(pg/mL) 36.42 89.52P 112.43P

Datos presentados como media + DE.

ab guperindices similares indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05). Andlisis estadistico realizado mediante test ANOVA, *p<0.05. NS: no

significativo.
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5.2.3.3 Anélisis segun la presencia de Sindrome Metabdlico

Todas las mujeres con SOP se clasificaron segun presentasen o no SMet.
Acorde a los criterios de la Joint Interim Statement (298), el diagnostico de
SMet se defini6 como la presencia de al menos tres de los siguientes criterios:
1) adiposidad central (perimetro abdominal 280 cm), 2) TG 2150 mg/dL, o
tratamiento especifico, 3) HDL-C <50 mg/dL o tratamiento especifico, 4) TAS
2130 y/o TAD 285 mmHg o tratamiento de hipertension diagnosticada, y 5)
GLU 2100 mg/dL o diagndstico previo de DMT2 con tratamiento.

El 47.1% de las mujeres con SOP tenian un perimetro abdominal =80 cm,
frente al 22.4% de las mujeres control. Un 8.8% de mujeres con SOP
presentaban niveles de TG por encima de 150 mg/dL, frente a 0.6% del grupo
control. El HDL-C por debajo de 50 mg/dL lo tuvo un 30.6% de las mujeres con
SOP, y solo un 5.1% de las mujeres control (tabla 44). El 16.9% de las mujeres
con SOP presentaron SMet, frente al 6.9% de las mujeres control con SMet
(p=0.008). (Tablas 16y 17).

Tabla 16. Distribucion de los criterios diagnostico de SMet en los grupos SOP y

control.
. SOP Control
Variables p
(n=125) (n=169)
Perimetro abdominal 280 cm 56 (47.1) 36 (22.4) | <0.001*
TG 2150 mg/dL, o tratamiento
n 11 (8.8) 1(0.6) <0.001*
especifico
HDL-C <50 mg/dL o tratamiento
» 38 (30.6) 8 (5.1 <0.001*
especifico
TAS 2130 y/o TAD 285 mmHg o
_ . 26 (21.1) 21 (12.9) NS
tratamiento especifico HAT
GLU 2100 mg/dL o diagndstico previo
6 (4.8) 5(3.0) NS
de DMT2

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Andlisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado, *p<0.05. NS: no significativo.

114




Estrés oxidativo en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico

Tabla 17. Distribucion del SMet en los grupos SOP y control.

SMet No SMet p
SOP, n (%) 21 (16.9) 103 (83.1) .
<0.01*
Control, n (%) 11 (6.9) 149 (93.1)

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Andlisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado, *p<0.05.

Las variables de EO en funcion de la presencia o no de SMet en los grupos
SOP y control se recogen en la tabla 18.

Los niveles de BIL y BIL fueron mas altos en el grupo control sin SMet que en
los grupos de SOP con y sin SMet. Se encontraron diferencias en el nivel de la
TAC, ya que fue mas bajo el grupo de SOP con y sin SMet que en el grupo
control con y sin SMet. La VitE fue mas baja en las mujeres con SOP sin SMet
gue en las mujeres control con y sin SMet. Hubo diferencias significativas en el

nivel de SE entre los grupos control y SOP sin SMet.

El Cu fue mas bajo en el grupo de mujeres control sin SMet que en los grupos
de mujeres con SOP con y sin SMet. Respecto a los niveles de 8-ISOP, éstos
fueron mas altos en el grupo SOP con SMet que en los grupos control con y sin
SMet. También fueron mayores en el grupo SOP sin SMet que ambos grupos
de controles. Ademas, se observé diferencia entre en el grupo de mujeres con

SOP sin SMet y el grupo de mujeres con SOP con SMet.
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funcion de la presencia 0 no de SMet.

CONTROL SOP
No SMet SMet No SMet SMet
(n=151) (n=10) P (n=103) (n=20) P
Alb (g/L) 45+0.8 45+0.7 NS 4.3+0.8 42+09 NS
BILt
0.9 £0.62 0.7£05 NS 0.4£0.32 0.4£0.32 NS
(mg/dL)
BlLp
0.2+£0.1 0.2+£0.1 NS 0.2+£0.1 0.2+£0.1 NS
(mg/dL)
BIL,
0.7+0.5° 05+0.3 NS 0.3+0.2° 0.3+0.2° NS
(mg/dL)
Ac. URI
41+09 42+1.2 NS 3.9+0.9 3.8+1.2 NS
(mg/dL)
TAC
1.5+0.22 1.6+0.2° NS 1.2+0.23P 1.3+0.13° NS
(mmol/L)
VitA
31.8+12.38 27.7+£81 |NS| 295+123 26.9+9.8 NS
(Hg/L)
VitE
1347 5322 | 1424 £393° | NS | 1079+ 4172P 967 + 327 NS
(Hg/L)
Fe (ug/dL) 74.1 +24.7 67.5+37.3 |NS| 99.9+39.9 48.7 +36.2 NS
SE (pg/L) 106.1 + 33.62 92.6+38.2 | NS | 93.2+26.62 92.5+25.8 NS
Cu (ug/L) 92.9 +18.02 96.8+ 8.0 NS | 109.7 £ 24.92 111.6+20.5* | NS
Zn (ug/dL) | 113.0+£1405 @ 83.8+174 | NS 117.1+39.9 176.5+32.9 | NS
8-ISOP
69.9 + 34.8? 63.0+30.1° | NS | 131.2 +24.1P | 177.3+103.42> | NS
(pg/mL)

Datos presentados como media + DE.
ab Syperindices similares indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05). Analisis estadistico
significativo.
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5.2.4 Analisis de biomarcadores de estrés oxidativo en funcién de los
diferentes fenotipos del Sindrome de Ovario Poliquistico

Se clasificaron a las mujeres con SOP en los cuatro fenotipos posibles segun
los criterios de Rotterdam que cumpliesen cada una de ellas. Fenotipo A: HA +
OA + MOP, fenotipo B: HA + OA, fenotipo C: HA + MOP, y fenotipo D: OA +
MOP.

El 65.6% de las mujeres con SOP presentaron el fenotipo A, un 12% el fenotipo
B, un 16.8% el fenotipo C y s6lo un 5.6% el fenotipo D. (Tabla 19).

Tabla 19. Clasificacion del grupo SOP segun los diferentes fenotipos.

Fenotipo A Fenotipo B Fenotipo C Fenotipo D

SOP, n (%) 82 (65.6) 15 (12.0) 21 (16.8) 7 (5.6)

Datos expresados como numeros crudos (porcentaje).

Se compararon los diferentes parametros de EO en funcién de los cuatro
fenotipos de SOP. Las mujeres con el fenotipo B presentaron niveles
significativamente mas alto de Ac.URI, Fe, TAC, VitA y 8-ISOP, y niveles
significativamente mas bajos de VitE que el resto de los fenotipos. En cuanto a
los 8-ISOP, los niveles mas altos correspondieron al fenotipo C, cuya diferencia
fue estadisticamente significativa. En el resto de las variables no se

encontraron diferencias significativas. (Tabla 20).
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Tabla 20. Variables de EO en mujeres con SOP en funcion de los diferentes

fenotipos.
) Fenotipo A | Fenotipo B | Fenotipo C | Fenotipo D
Variables p
(n=82) (n=15) (n=21) (n=7)
Alb (g/L) 43+0.9 45+0.3 4.4 +0.7 40+0.9 NS
BILt
0.40 £0.29 041+£0.25 | 0.46+0.33 | 0.47+0.26 NS
(mg/dL)
BlLp
0.16 £0.9 0.15+0.05 0.15+0.7 0.17 £0.06 NS
(mg/dL)
BIL,
0.24 £0.28 0.27+0.24 | 0.31+£0.29 | 0.30+0.30 NS
(mg/dL)
Ac. URI
3.76 £ 0.93 429+090 | 428+0.85 | 3.60+0.83 NS
(mg/dL)
TAC
1.24 +0.19 1.27+023 | 1.25+0.17 | 1.21+£0.11 | 0.021*
(mmol/L)
VitA
29.9+12.0 322146 30.6 +14.4 20.5+2.7 | 0.046*
(Hg/L)
VitE
963 + 342 914 + 234 999 + 266 1334 £ 534 | 0.035*
(Hg/L)
Fe
67.5+29.8  161.7+60.8 149.7+72.7 57.1+31.1 | 0.045*
(Mg/dL)
SE (ng/L) | 95.6 £27.0 85.7+21.1 | 91.1+28.4 | 89.0+19.7 NS
Cu (ng/L) | 109.1+24.4  115.1+17.6 107.5+26.3 117.8+26.2 NS
Zn 1275 + 160.3 £ 211.4 +
91.8+31.2 NS
(ng/dL) 166.3 351.1 209.0
8-ISOP
163.4 + 0.036*
(pg/mL) 137.2+97.0 | 124.5+62.0 155.8 102.4 £31.5

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t

de Student, *p<0.05. NS: no significativo.
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5.2.5 Agrupacion de mujeres con Sindrome de Ovario Poliguistico en
funcidon de los niveles de 8-Isoprostanos

Se eligié a los 8-ISOP como variable representativa del EO de las pacientes,
por lo que se clasifico a las mujeres de ambos grupos en funcién de los niveles
de éstos. Usando la media + 2DE (137.20 pg/mL) para la concentracion de 8-
ISOP en el grupo control como punto de corte, las pacientes con SOP y valores
de 8-ISOP 2137.2 pg/mL fueron incluidas en el grupo de “alto 8-ISOP” (n=43),
y aquellas pacientes con valores de 8-ISOP <137.2 pg/mL se incluyeron en el
grupo de “normal 8-ISOP” (n=82). En el grupo SOP se observé mayor
porcentaje (33.3%) de pacientes con niveles altos de 8-ISOP que en el grupo
control (5.8%). (Tabla 21).

Tabla 21. Distribucion de mujeres SOP y control en funcién del nivel de 8-ISOP.

Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
SOP, n (% 43 (33.3 82 (66.7
(%) (33.3) (66.7) J——
Control, n (%) 9 (5.8) 146 (94.2)

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Analisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado, *p<0.05.

Se compararon las variables clinicas y bioquimicas de las mujeres con SOP en
ambos grupos (Tabla 22). No hubo diferencias significativas en ninguna de las

variables.
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Tabla 22. Edad, exploracion fisica, tabaquismo y consumo de alcohol de las

mujeres con SOP en funcion de la concentracion de 8-ISOP.

Variables Alto 8-ISOP | Normal 8-ISOP .
(n=43) (n=82)
Edad 28+6 275 NS
Peso (kg) 75.8+17.4 68.6 + 17.4 NS
IMC (kg/m?) 28.3+5.8 25.7 6.4 NS
Grado de obesidad, n (%)
Bajo peso 5(12.8) 22 (28.6)
Normopeso 9(23.1) 18 (23.4) NS
Sobrepeso 10 (23.1) 18 (23.4)
Obesidad 15 (38.5) 19 (16.4)
Perimetro abdominal (cm) 85.3+13.5 775129 NS
Escala de hirsutismo, n (%) 37 (90.2) 70 (88.6) NS
Acné, n (%) 19 (47.5) 33 (41.8) NS
Alopecia, n (%) 6 (15.0) 7 (8.9) NS
Alteraciones menstruacion, n (%) 30 (73.2) 63 (52.1) NS
PAS (mmHg) 118 £ 15 111+ 14 NS
PAD (mmHg) 79+ 11 72+13 NS
Tabaquismo 22 (56.4) 42 (55.3) NS
Consumo de alcohol 28 (71.8) 62 (80.5) NS

Datos presentados como media + DE o numeros crudos (porcentaje). Analisis
estadistico realizado mediante t de Student y test Chi Cuadrado. NS: no
significativo.

Respecto al perfil bioquimico, no se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los parametros analizados entre las mujeres con SOP que tenian
niveles mas altos de 8-ISOP y aquellas mujeres con niveles normales de 8-
ISOP. (Tabla 23).
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Tabla 23. Perfil bioquimico de las mujeres con SOP en funcién de la

concentracion de 8-ISOP.

_ Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP
Variables p
(n=43) (n=82)
Na (mEq/L) 140 % 2 141 £ 2 NS
K (MEq/L) 4.4+0.3 43+0.3 NS
Cl (mEg/L) 101.6 + 2.7 101.6 + 2.8 NS
Ca (mg dL) 9.47 +0.31 9.43 + 0.43 NS
P (mg dL) 3.56 + 0.61 3.64 + 0.45 NS
CREA (mg dL) 0.70 + 0.09 0.69 + 0.10 NS
Urea (mg dL) 26.3+5.8 28.1+6.7 NS
GOT (UL) 17.3%6.3 16.6 4.4 NS
GPT (UIL) 16.7+9.2 14.9+6.8 NS
GGT (U/L) 14.1 £16.9 12.8+5.0 NS
Acido Folico (ng/ml) 8.7+13.2 7.4+4.3 NS
VitB12 (pg/ml) 436 + 169 488 + 178 NS
MDRD (ml/min/1.73m?) 108.1 £ 16.9 113.3+19.1 NS
CKD-EPI (ml/min/1.73m% | 11354+ 12.2 117.1+11.6 NS

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student. NS: no significativo.

Los valores de las hormonas en funcion de la concentracion de 8-ISOP de las
mujeres con SOP se muestran en la tabla 24. Aquellas mujeres con valores
altos de 8-ISOP presentaron niveles mayores de Tt y T, en comparacion con
aquellas mujeres con valores normales de 8-ISOP. Los niveles de SHBG
fueron menores en las mujeres con altos niveles de 8-ISOP. En el resto de

hormonas no se apreciaron diferencias entre ambos grupos.
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Tabla 24. Perfil hormonal de las mujeres con SOP en funcién de la
concentracion de 8-1SOP.

Variables Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)
LH (mUl/ml) 9.0+4.1 8.8+5.1 NS
FSH (mUl/ml) 55+1.0 6.1+4.7 NS
LH/FSH 1.65+0.74 1.56 + 0.96 NS
E2 (pg/ml) 42.0+23.1 39.6 + 15.0 NS
Tt (ng/ml) 0.43+0.18 0.39£0.16 0.024*
T (pg/ml) 1.61+1.37 1.42+1.31 0.042*
FAI 6.4+4.2 6.5+6.9 NS
ANDRS (ng/ml) 2.70 +1.23 2.99 +1.27 NS
DHEAS (mcg/100ml) 198.1 + 103.7 191.7 + 87.3 NS
SHBG (nmol/l) 29.0+17.9 33.6 £25.3 0.049*
MULLE (ng/ml) 6.68 + 5.57 7.22+4.64 NS
PTH (pg/ml) 29.1+21.8 27.5 +24.0 NS
CORT (mcg/dl) 17.9+6.5 19.1+6.5 NS
TSH (pUl/mI) 26+1.3 28+x14 NS
PRL (ng/ml) 410 + 168 497 + 295 NS

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

Las mujeres con SOP con niveles altos de 8-ISOP tuvieron valores mas
elevados de insulina y HOMA-IR que aquellas mujeres con SOP con niveles
normales de 8-1SOP (p<0.05). La GLU también fue mas elevada en el grupo de
Alto 8-ISOP, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa
(p<0.050). (Tabla 25).
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Tabla 25. Variables de metabolismo de hidratos de carbono de mujeres SOP

en funcién de los niveles de 8-ISOP.

Variables Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)
GLU (mg/dl) 90.7 +30.2 83.9+8.0 NS
Insulina (LUI/ml) 19.7 +15.8 141 +12.2 0.040*
HOMA-IR 4.29 + 4.45 2.95+2.62 0.016*
HbAlc (%) 5.51 +0.68 5.25 +0.67 NS

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

El perfil lipidico se muestra en las tablas 26 y 27. Las mujeres SOP con alto 8-
ISOP presentaron niveles superiores de TG, ratio Ci/HDL-C y LAP en
comparacion con las mujeres con normal 8-ISOP. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en el resto de variables.

Tabla 26. Perfil lipidico de las mujeres con SOP en funcion de la concentracion

de 8-ISOP.

Variables Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)
Cr (mg/dl) 174 + 29 168 + 25 NS
HDL-C (mg/dI) 55 + 15 60 + 16 NS
LDL-C (mg/dl) 101 + 26 94 + 24 NS
TG (mg/dl) 94 + 61 71+ 36 <0.01*
ApoA1l (mg/dl) 149 + 18 151 + 20 NS
ApoB (mg/dl) 85 + 20 79 +16 NS
ApoB/ApoAl 0.59 +£0.18 0.53+0.14 NS
Ct/HDL-C 34+1.2 3.0+0.8 0.033*
LAP 29.0 £ 23.2 17.7 +16.8 0.035*

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student, *p<0.05. NS: no significativo.
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Tabla 27. Frecuencia de anomalias en el perfil lipidico en funcién de la
concentracion de 8-ISOP en el grupo SOP.

Variables Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)
1 Cr, n (%) 5 (12.2) 11 (13.4) NS
| HDL-C, n (%) 25 (61.0) 59 (72.8) NS
1 LDL-C, n (%) 5(12.2) 6 (7.4) NS
1 TG, n (%) 6 (14.6) 5(6.1) NS

Datos presentados como numeros crudos (porcentaje). Andlisis estadistico
realizado mediante test Chi Cuadrado. NS: no significativo.

En cuanto a parametros de inflamacion, hemostasia y RCV, los niveles de PCR
y HCY fueron significativamente mayores en el grupo de mujeres con alto 8-
ISOP. En el resto de parametros no se encontraron diferencias significativas.
(Tabla 28).
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Tabla 28. Parametros de inflamacién y hemostasia y RCV de los grupos SOP y

control en funcion de la concentracién de 8-1SOP en el grupo SOP.

Variables Alto 8-ISOP | Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)

Recuento leucocitario (10° 7.3 +1.47 6.7+1.7 NS
células/pl)
Neutrofilos totales (10° células/ pl) | 34.0+1.0 36+1.1 NS
Recuento plaquetario (10°/ pl) 292 + 67 265 + 56 NS
Volumen plaquetario medio (fL) 9515 93+1.8 NS
TP (s) 11.0+0.7 11.1+0.8 NS
Actividad de protrombina (%) 95+6 94+6 NS
TTPA (s) 34.8£3.6 33.1+3.2 NS
FibD (mg/dl) 413 + 78 370 + 60 NS
Dimero (ng/mL) 88 + 100 107 £ 82 NS
PROTC (%) 101.9+15.6 96.7£15.1 NS
PROTS (%) 93.7+14.8 89.9 + 15.5 NS
ATIII (%) 93.9+8.7 92.0+12.2 NS
RPCA, n (%) 0 0 -
ACLUPI, n (%) 0 0 -
PCR (mg/dL) 0.47 +0.79 0.22+0.20 | <0.01*
Ferritina (ng/mL) 54.5+42.0 46.9 + 30.4 NS
HCY (umol/L) 11.18 +4.01| 9.56+2.00 | <0.01*

Datos expresados como media £ DE o numeros crudos (porcentaje). Analisis
estadistico realizado mediante t de Student, *p<0.05. NS: no significativo.

El nivel de los diferentes biomarcadores de EO en funcién de los niveles de 8-

ISOP se muestra en la tabla 29. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de dichas variables.
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Tabla 29. Nivel de los biomarcadores de EO de las mujeres con SOP en
funcion de la concentracion de 8-1SOP.

Variables Alto 8-ISOP Normal 8-ISOP p
(n=43) (n=82)
Alb (g/L) 73+15 6.7+1.7 NS
BILt(mg/dL) 04+0.2 0.4+0.3 NS
BILp (mg/dL) 0.2+0.1 0.2+0.1 NS
BIL, (mg/dL) 02+0.2 0.3+0.3 NS
Ac. URI (mg/dL) 4.0+0.9 3.8+0.9 NS
TAC (mmol/L) 1.2+0.2 1.3+0.2 NS
VitA (ug/L) 28.1 +11.7 29.4+12.0 NS
VitE (ug/L) 988 + 270 985 + 376 NS
Fe (ug/dL) 96.6 + 12.1 89.4 +15.0 NS
SE (ug/L) 88.2 +27.2 95.9 + 25.6 NS
Cu (ug/L) 113.0 £ 22.2 108.8 + 24.9 NS
Zn (ug/dL) 159.0 + 28.2 120.7 + 20.4 NS

Datos presentados como media + DE. Analisis estadistico realizado mediante t
de Student. NS: no significativo.

5.2.6 Analisis de correlaciones

Se llevd a cabo un analisis de correlacion de Pearson entre los niveles de 8-
ISOP y las hormonas, caracteristicas clinicas de HA perfil lipidico, variables del

metabolismo de hidratos de carbono y de inflamacién.

El analisis de correlacion de Pearson entre los niveles de 8-ISOP vy
caracteristicas clinicas se muestra en la tabla 30. En el grupo de mujeres con
SOP los 8-ISOP se correlacionaron positivamente con el perimetro abdominal
(r=0.240, p=0.009), la PAS (r=0.192, p=0.034), y la PAD (r=0.258, p=0.004). No
hubo correlaciones significativas en el resto de variables ni tampoco en el

grupo de controles.

Respecto a la correlacion entre los niveles de 8-ISOP y las hormonas y

caracteristicas clinicas de HA se muestra en la tabla 31. En el grupo de
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mujeres con SOP los 8-ISOP se correlacionaron positivamente con la Tt
(r=0.267, p=0.003), la T. (r=0.372, p=0.001) y FAI (r=0.338, p=0.028), y
negativamente con la SHBG (r= -0.281, p=0.015). No se encontrd correlacion
entre el nivel de 8-ISOP vy el resto de variable. Por otro lado, en el grupo de
mujeres control, no se encontré6 ninguna correlacion con ninguna de las

variables.

En cuanto al perfil lipidico, en el grupo de SOP hubo correlacion positiva de los
8-ISOP con LDL-C (r=0.191, p=0.035), TG (r=0.424, p=0.013), ApoB (r=0.219,
p=0.016), ApoB/ApoAl (r=0.192, p=0.037), C+/HDL-C (r=0.232, p=0.010) y LAP
(r=0.266, p=0.004), y correlacién negativa con HDL-C (r=-0.195, p=0.031). En
el grupo control se encontré correlacion positiva entre 8-1ISOP y TG (r=0.189,
p=0.026) y LDL-C (r=0.192, p=0.018). No se encontro correlacion con el resto
de variables. (Tabla 32).

El nivel de 8-ISOP se correlaciond positivamente en el grupo de SOP con la
GLU (r=0.232, p=0.010), insulina (r=0.286, p=0.046), HOMA-IR (r=0.216,
p=0.017), Hblc (r=0.192, p=0.036) y HCY (r=0.187, p=0.039). En el grupo
control s6lo hubo correlacion positiva entre los 8-ISOP y la HCY (r=0.168,
p=0.044). (Tabla 33).

Por ultimo, el nivel de 8-ISOP se correlacion6 positivamente en el grupo de
SOP con el Cu (r=0.185, p=0.042), y negativamente con la TAC (r= -0.329,
p=0.018), y el SE (r= -0.273, p=0.007). En el grupo control también hubo
correlacién negativa entre los 8-ISOP y la TAC (r=-0.219, p=0.006) y el SE (r=
-0.215, p=0.007) (Tabla 34).
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Tabla 30. Relacion de los 8-ISOP con caracteristicas clinicas.

Variable SOP Control
r p r p
Peso (kg) 0.110 NS 0.014 NS
IMC (kg/m?) 0.154 NS -0.067 NS
Perimetro abdominal (cm) 0.240 <0.01* -0.013 NS
PAS (mmHg) 0.192 0.034* -0.069 NS
PAD (mmHg) 0.258 <0.01* -0.016 NS

Test correlacion de Pearson, *p<0.05. NS: no significativo.

Tabla 31. Relacion de los 8-ISOP con hormonas y caracteristicas clinicas de
HA.

Variable SOP Control

r p r p
Acné 0.013 NS 0.005 NS
Hirsutismo 0.040 NS -0.037 NS
Alopecia 0.054 NS -0.017 NS
Tt (ng/ml) 0.267 <0.01* 0.031 NS
T (pg/ml) 0.372 <0.01* -0.128 NS
FAI 0.338 0.028* -0.084 NS
ANDRS (ng/ml) 0.014 NS 0.011 NS
DHEAS (mcg/100ml) 0.081 NS 0.147 NS
SHBG (nmol/l) -0.281 0.015* 0.032 NS
LH (mUl/ml) 0.062 NS 0.005 NS
FSH (mUl/mlI) -0.052 NS -0.069 NS
LH/FSH 0.072 NS 0.101 NS
E,(pg/mL) 0.222 NS 0.097 NS
MULLE (ng/mL) 0.022 NS 0.060 NS

Test correlacion de Pearson, *p<0.05. NS: no significativo.
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Tabla 32. Relacion de los 8-ISOP con el perfil lipidico.

Variable SOP Control
r Y r p
Cr(mg/dl) 0.104 NS 0.154 NS
HDL-C (mg/dl) -0.195 0.031* -0.067 NS
LDL-C (mg/dl) 0.191 0.035* 0.192 0.018*
TG (mg/dl) 0.424 0.013* 0.189 0.026*
ApoA1l (mg/dl) -0.083 NS -0.043 NS
ApoB (mg/dl) 0.219 0.016* -0.097 NS
ApoB/ApoAl 0.192 0.037* -0.065 NS
Cy/HDL-C 0.232 0.010* -0.078 NS
LAP 0.266 <0.01* 0.041 NS

Test correlacion de Pearson, *p<0.05. NS: no significativo.

Tabla 33. Relacion de los 8-ISOP con variables del metabolismo de hidratos de
carbono y de inflamacion.

Variable SOP Control
r P r P
GLU (mg/dl) 0.232 0.010* -0.046 NS
Insulina (LUI/mI) 0.286 0.046* -0.093 NS
HOMA-IR 0.216 0.017* -0.126 NS
HbAlc (%) 0.192 0.036* -0.007 NS
PCR (mg/dL) 0.170 NS -0.156 NS
HCY (umol/L) 0.187 0.039* 0.168 0.044*

Test correlacion de Pearson, *p<0.05. NS: no significativo.
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Tabla 34. Relaciéon de los 8-1SOP con variables EO.

Variable SOP Control

r p r P
Alb (g/L) 0.009 NS -0.119 NS
BIL+ (mg/dL) 0.077 NS -0.006 NS
BILp (mg/dL) 0.114 NS 0.070 NS
BIL,;(mg/dL) 0.013 NS -0.034 NS
Ac. URI (mg/dL) 0.089 NS -0.078 NS
TAC (mmol/L) -0.329 0.018* -0.219 <0.01*
VitA (ng/L) 0.071 NS -0.005 NS
VitE (ug/L) 0.110 NS 0.075 NS
Fe (ug/dL) 0.028 NS -0.078 NS
SE (ug/L) -0.273 0.037* -0.215 <0.01*
Cu (ug/L) 0.185 0.042* 0.002 NS
Zn (pg/dL) 0.107 NS -0.063 NS

Test correlacion de Pearson, *p<0.05. NS: no significativo.

5.2.7 Analisis de curvas ROC

Se llevé a cabo un analisis de curvas ROC para determinar la habilidad de los
diferentes parametros solos y en combinacion para predecir SOP. La tabla 35
presenta las ABC y las sensibilidades a las especificidades predefinidas del
90%, 95%, y 98% de todos los parametros y combinaciones que fueron
estadisticamente significativos en el test t de Student, y cuyas ABC son
mayores de 0.750 (el resto de pardmetros mostr6 ABC<O0.750). De los
marcadores individuales, la MULLE tuvo las sensibilidades mas altas para
detectar SOP, 61.5%, 399% y 29.1% para las correspondientes
especificidades del 90%, 95% y 98%. El resto de marcadores presentaron
sensibilidades mas bajas que la MULLE cuando se analizaron como

marcadores Unicos.
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Las combinaciones de MULLE+Bt y MULLE+8-ISOP obtuvieron las
sensibilidades mas altas de todas las combinaciones duales, obteniéndose una
sensibilidad del 69.2%, 56.0% y 40.0% a las especificidades del 90, 95% y 98%
respectivamente para la combinacién de MULLE+BTt, y una sensibilidad del
64.8%, 52.8% y 48.0% a las especificidades del 90%, 95% y 98%
respectivamente para la combinacion de MULLE+8-ISOP.

La combinacion de MULLE+Bt1+8-ISOP obtuvo una ABC de 0.923 (0.892-
0.954) y con las sensibilidades mas altas, 81.6%, 69.6% y 63.2% a las
especificidades del 90, 95% y 98% respectivamente. Esta combinacién afiadié
20.1%, 29.7% y 34.1% a las sensibilidades de la MULLE como marcador unico
a las especificidades del 90, 95% y 98% respectivamente. A la combinacion de
MULLE+Bt afadio 12.4%, 13.6% y 23.2% a las sensibilidades de la MULLE
como marcador unico a las especificidades del 90, 95% vy 98%
respectivamente, y a la combinacion de MULLE+8-ISOP afadié 3.3%, 12.9% y
18.9% a las sensibilidades de la MULLE como marcador unico a las

especificidades del 90, 95% y 98% respectivamente.

La curva ROC para la MULLE como unico marcador predictivo de SOP resultd
un ABC de of 0.808 (95% IC; 0.754-0.861). Las curvas ROC para las
combinaciones de MULLE+Br y MULLE+8-ISOP obtuvieron unas ABC de
0.884 (95% IC; 0.846-0.922) y 0.868 (95% IC; 0.827-0.910) respectivamente.
La curva ROC para la combinacion de MULLE+B7+8-ISOP obtuvo un ABC de
0.923 (95% IC; 0.892-0.954), mostrando un valor mas alto que el obtenido para
la MULLE y las otras dos combinaciones y existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre dichas ABC (p<0.05). Figura 5.
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Tabla 35. Modelo de validacion cruzada de regresion logistica dejando uno
fuera con una sensibilidad a las especificidades establecidas del 90%, 95% y

98%.
Marcador
y
combinaci Control vs. SOP
o6n de
marcadore
S
Sensibilidad cruzada validada al:
ABC p
(95% IC) 90% 95% 98%
Especificid | Especificid | Especificid
ad ad ad
BILt
0.802 (0.745- 59.2% 39.4% 23.2% <0.001*
STEHEL 0.860)
BIL,
0.799 (0.742- 56.3% 35.2% 20.4% <0.001*
(mg/dL) 0.855)
TAC
*
(mmoliL) 0.7%68(&?63- 38.0% 29.6% 13.4% <0.001
VitE (ug/L)
0.754 (0.692- 41.5% 21.1% 13.4% <0.001*
0.815)
8-ISOP
0.768 (0.706- 51.0% 34.0% 30.0% <0.001*
(pg/mL) 0.829)
MULLE
0.808 (0.754- 61.5% 39.9% 29.1% <0.001*
(ng/mL) 0.861)
MULLE +
BIL; 0.884 (0.846- 69.2% 56.0% 40.0% <0.001*
0.922)
MULLE +
BIL, 0.863 (0.848- 64.6% 52.4% 44.0% <0.001*
0.924)
MULLE +
TAC 0.850 (0.806- 64.8% 46.4% 30.4% <0.001*
0.884)
MULLE +
VitE 0.841 (0.796- 55.2% 41.6% 37.6% <0.001*
0.885)
MULLE + 0.868 (0.827- <0.001*
8-1SOP 0.910) 64.8% 52.8% 48.0%
MULLE +
*
BIL + 8- 0.9%39(&%)392- 81.6% 69.6% 63.2% <0.001
ISOP
*p<0.05.
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Curva COR

Procedencia de la
curnva

=—MLILLE
—MULLE_ET
MULLE_BEI
—MULLE_TALC
MULLE_VITE
~—MULLE_ISOP
MULLE_BT_ISOP
Linea de referencia

Susceptibilidad

0,2-

0.0 T T T
0,0 02 04 06 08 10

1 - Especificidad
Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Figura 5. Curva caracteristica operativa del receptor (ROC) de MULLE,
MULLE+Bt, MULLE+B;, MULLE+TAC, MULLE+VitE, MULLE+8-ISOP vy
MULLE+Bt+8-ISOP.  Se utilizaron modelos de regresion logistica para
identificar combinaciones de estos biomarcadores que distinguirian a los
pacientes con SOP. El método DelLong (299) se utilizO para comparar
estadisticamente las ABC mayores.
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6DISCUSION
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El SOP es una importante causa de irregularidades ovulatorias y menstruales y
de exceso de androgenos en la mujer, afectando en torno al 10% de las
mujeres de edad fértil (12). Los resultados de nuestro estudio confirman una
vez mas las caracteristicas clinicas bien reconocidas que se presentan en
dicho sindrome: aumento del IMC, signos de virilizacién y alteraciones

menstruales.

La prevalencia de la obesidad varia mucho en todo el mundo; Sin embargo,
estudios en diferentes paises con tasas significativamente diferentes de
obesidad (30-70%) han reportado tasas similares para la prevalencia de SOP
(22) que coinciden con nuestros datos: un 29% de las mujeres con SOP
presentaban obesidad, frente al 8% en el grupo de mujeres sanas. Se
desconoce la incidencia de SOP junto con la creciente epidemia de obesidad,
aunque se ha informado de una tendencia modesta pero no significativa en la

prevalencia de SOP con aumento del IMC (300).

En nuestro estudio, las mujeres diagnosticadas de SOP presentaron mayor
grado de hirsutismo en comparacion con las mujeres control, con una
prevalencia (89%) un poco superior a la descrita en la literatura (74%) (301).
Este incremento en cuanto a la prevalencia de hirsutismo, podria deberse a la
subjetividad de los sintomas, a pesar de la evaluacion semicuantitativa
proporcionada por la escala de Ferriman-Gallwey. De hecho, muchos autores
consideran que la Unica queja de crecimiento de vello no deseado en ausencia

de hirsutismo franco en el examen fisico, puede sefialar la presencia de SOP.

La prevalencia de acné en el SOP es variable (14-25%), con algunas
diferencias en cuanto a la etnia y a la edad (302). En nuestro estudio el acné
fue mas frecuente entre las mujeres con SOP, con una prevalencia (43.8%)
mayor a la mencionada. Pero es que el acné también tiene su parte de
subjetivismo, y esta lejos de ser un signo especifico del SOP, especialmente

entre adolescentes.

Respecto a la alopecia, nosotros no encontramos diferencias entre mujeres con

SOP vy controles, lo que puede deberse a que la alopecia androgénica en
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menos frecuente y tardia. Ademas, algunos estudios encuentran que el acné y
la alopecia androgénica no son buenos marcadores de HA en el SOP,

comparado con el hirsutismo (301, 303).

El 77% de las mujeres con SOP presentd alteraciones menstruales frente al
32% de las mujeres control, lo que se asemeja a los datos arrojados en el
informe de trabajo de la AE-PCOS Society, segun el cual hasta el 85% de
mujeres con SOP tienen evidencia clinica de irregularidades menstruales (1).
Sin embargo, la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud es mucho
mas sensible, con una prevalencia de OA del 51% (304). Creemos que una
definicion mas estricta de OA, como la de Van Hooff et al. (2004), segun la cual
<8 menstruaciones y/o 22 ciclos para <22 o >42 dias por afo, es necesaria
para mejorar el diagndstico del SOP. Con esta definicion, la prevalencia de OA
cae al 14% y la OA se convierte en altamente predictivo de SOP (305).

Nuestros resultados coinciden con estudios epidemiologicos que han mostrado
una alta prevalencia de hipertension en el SOP, particularmente de
hipertension sistdlica y 2.5 veces mayor probabilidad de desarrollar
hipertension en la menopausia las mujeres con SOP que los controles, y que
podria deberse en parte a la obesidad asociada al sindrome. (306). Sin
embargo, en un estudio retrospectivo de una cohorte de mujeres con SOP no
se confirmo la alta incidencia de hipertension (307). La disfuncion endotelial,
debida al incremento de los niveles de endotelina-1 en mujeres con SOP sin
tener en cuenta el IMC ni el alto nivel de andrégenos, ha sido propuesta como

mecanismo potencialmente patogénico de hipertension en SOP (80).

En cuanto al perfil bioquimico general, solamente encontramos diferencias
significativas en los niveles de GPT y GGT, aunque en ambos casos los niveles
fueron normales. Karoli et al. (2013) también hallaron diferencias en los niveles
de GPT, GOT y GGT en pacientes con SOP. Sin embargo, en su caso estos
niveles si que fueron patolégicos. Debido a que actualmente se calcula que
alrededor del 50% de las mujeres con SOP presentan higado graso no
alcohdlico (HGNA), y que es considerado una complicacién mas del SOP (308),

estos autores proponen que la evaluacion de la enfermedad hepatica deberia
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ser considerada en edad temprana en las mujeres con SOP, particularmente en
aquellas con evidencia de SMet (309), puesto que la obesidad y la RI son
factores contribuyentes del HGNA (310). En nuestro caso los niveles de GOT
fueron similares en ambos grupos, pero como es bien sabido, esta

transaminasa es menos especifica del tejido hepético.

A nivel hormonal encontramos diferencias significativas en la LH, T, Ty,
ANDRS y FAI, cuyos niveles fueron mas elevados en las mujeres con SOP. Al
mismo tiempo, los niveles de SHBG y FSH fueron mas reducidos en éstas que
en las mujeres control. Estos datos reafirman una vez mas la presencia de HA
como punto clave del SOP (32). Aungue la testosterona sea el androgeno mas
conocido y medido, numerosos modelos abogan por medir los niveles de T por
ser mucho mas sensibles que la medida de la Tt en el diagnostico de
desordenes hiperandrogénicos. El FAI, el cual requiere solo de la medida de T,
y SHBG, es recomendado por la mayoria de autores y parece ser el indice
biologico mas sensible de HA. En nuestro caso, los tres marcadores fueron

diferentes entre ambos grupos.

La DHEAS, que se usa como marcador del exceso de andrégenos adrenal,
puesto que el 98% es de origen adrenocortical (311), se ha visto aumentado en
mujeres con SOP (312). Sin embargo, en nuestro estudio no hubo diferencia
significativa en cuanto a los niveles de dicha hormona. Esto puede deberse a
gue el nivel de este esteroide disminuye con la edad, y si no se ajustan los
valores de referencia a la edad puede provocar prevalencias de DHEAS mas
bajos (313). Ademas, se ha reportado que la fuente predominante de
sobreproduccion de androgenos en mujeres con hirsutismo y SOP es la ovarica

mas que la adrenal (314).

Desde hace décadas se conoce también que las mujeres con SOP presentan
alteracion en los niveles de gonadotropinas, siendo mas elevado el cociente
LH/FSH (315, 316). Nuestros resultados verifican esta alteracién hormonal, con
niveles altos de LH y niveles bajos o normales de FSH en dichas mujeres. Se
ha referido por un lado un aumento de la frecuencia del pulso de la GnRH que

estimularia la produccion excesiva de LH en las células de la teca. No esta
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claro si esto es debido a una anormalidad intrinseca en el pulso generador de
GnRH o causado por los niveles bajos de PRG que resultan de la alteracion de
los eventos ovulatorios en el SOP. Por otro lado, la genética también jugaria su
papel, ya que el aumento del ritmo pulsatil hipotalamico de la GnRH favorece la
transcripcion de la subunidad-3 de LH por encima de la de la subunidad-3 de la
FSH (28).

Cuando la concentracion de LH es superior a la de FSH, los ovarios sintetizan
preferentemente mas andrégenos que estrégenos. En nuestro estudio las
mujeres con SOP experimentaron una hiperandrogenemia superior, pero el
nivel de E> no se vio significativamente reducido con respecto a los controles,
al igual que en otras investigaciones (317). Y es que el nivel de estrégenos
puede estar compensado por la aromatizacion de andrégenos. No obstante,
algunos autores si que han informado de niveles disminuidos en este tipo de
paciente (318, 319).

Esta ampliamente reconocido que las mujeres con SOP presentan elevadas
concentraciones séricas de MULLE (320, 321). Nosotros también coincidimos
con esto, ya que en nuestro caso los niveles de dicha hormona fueron de mas
del doble en el grupo de mujeres con SOP (7.03 £ 4.92 ng/mL) que en el de las
mujeres control (3.16 £ 2.14 ng/mL).

En cuanto al metabolismo de hidratos de carbono, nuestras pacientes con SOP
y controles mantuvieron unas concentraciones similares de glucemia. Sin
embargo, las primeras presentaron niveles superiores de insulina y HOMA-IR,
lo que se traduce en unos indices de sensibilidad insulinica disminuidos, y una
mayor resistencia a la accién de esta hormona, en concordancia con la multitud
de trabajos previos que demuestran una alteracion en la accion, y quizéa en la

secrecion insulinica, inherente al sindrome (322).

La dislipemia es una consecuencia metabdlica comun de la obesidad y del
SOP. Nuestros datos coinciden con los numerosos estudios en los que se ha
demostrado la alteracion del perfil lipidico en dicho sindrome (323), ya que el

grupo de mujeres con SOP mostré niveles mas elevados de TG, ratio Ct/HDL-
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Ce indice LAP, y niveles méas bajos de HDL-C que el grupo control. El ratio
ApoB/ApoAl fue también mas alto en pacientes con SOP, lo que coincide con
otras investigaciones (324). Bayram et al. (2012) no encontraron diferencias en
los niveles de las apolipoproteinas entre las mujeres con SOP y mujeres sanas,
pero su estudio incluyé a un numero muy pequefio de sujetos (325). Este ratio
refleja el estado pro y anti-aterogénico de las lipoproteinas y puede servir como

un buen marcador para evaluar el RCV en este tipo de paciente.

En nuestro estudio, las mujeres con SOP presentaron niveles mas altos de
PCR que las mujeres control. Esto coincide con numerosas investigaciones que
han mostraron un incremento significativo en los niveles de PCR (326) y de
ciertas citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interleucina-6, interleucina-1 e interleucina-8, en mujeres con SOP
comparado con controles de similar IMC (327-331). Este estado cronico de
inflamacion, relacionado con la RI, al que estan sometidas las mujeres con
SOP es bien sabido y ampliamente reconocido. Sin embargo, un meta-analisis
realizado recientemente sugiere que ciertos polimorfismos presentes en los
genes que codifican para estas citoquinas no estarian asociados con el riesgo
de padecer SOP (332).

Las mujeres con SOP de este estudio presentaron niveles superiores de HCY,
un factor de riesgo de arteriogénesis y dafio vascular cronico. Badawy et al.
(2007) también encontraron niveles mayores de dicho aminoacido en mujeres
con SOP, ademas de una fuerte asociacion entre este aminoacido y la RI, ya
gue mas del doble de mujeres con SOP insulinoresistentes tenian niveles mas
altos de HCY que aquellas con SOP sin RI (333). En cambio, Sills et al. (2001)
no encontraron correlacién entre SOP y HCY, aunque esto pudo deberse a que
reclutaron mujeres acorde solo al criterio ecografico para diagnostico de SOP
(334).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el EO se relaciona con el SOP y

podria jugar un papel muy importante en su fisiopatologia.

141



Estrés oxidativo en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico

En cuanto a los parametros estudiados con capacidad antioxidante, los niveles
de ALB, AU y VitA fueron similares en ambos grupos, mientras que el nivel de
BIL+, BIL;,, TAC y VitE fueron significativamente inferiores en las mujeres con
SOP.

A pesar de su propiedad antioxidante, llevada a cabo a través de su capacidad
para unir iones de metales de transicion (Cu y Fe esencialmente) (335),
nosotros no encontramos diferencias en el nivel de ALB entre las pacientes con
y sin SOP. La produccion de ROS puede dar como resultado cambios
estructurales N-terminales en la ALB, especialmente en la secuencia de N-Asp-
Ala-His-Lys, generando asi albumina modificada por isquemia (IMA). Existen
datos de valores elevados de IMA en pacientes con SOP (336), ademas de una
correlacion entre la IMA sérica y los niveles de testosterona que podrian influir
en la calidad de los ovocitos a través de alteraciones en el equilibrio de factores

de liquido folicular criticos en el microambiente folicular (317).

El complejo BIL-ALB actia como un inhibidor de la peroxidacion lipidica,
representando asi el papel indirecto antioxidante de la ALB (337). Como ya se
ha mencionado, observamos diferencias significativas en cuanto a los niveles
de BIL, que fueron menores en el grupo de las pacientes con SOP. La
capacidad antioxidante de la BIL es mas fuerte que la de la VitE, CAT y SOD.
No tenemos constancia de datos acerca de niveles de BIL en el SOP, pero hay
evidencia sobre el efecto protector de los niveles leve a moderadamente altos
de ésta, los cuales se asocian con un mejor pronostico de enfermedades
relacionadas con el EO, como enfermedad isquémica cardiovascular,
enfermedad del Alzheimer y la lesion por I/R, sugiriendo que la produccion
incrementada de BIL es una respuesta adaptativa contra la oxidacién (338,
339).

Las pacientes con SOP de este estudio mostraron niveles inferiores de VitE y
VitA, aunque solo la VitE presenté diferencias significativas entre ambos
grupos. Ambas vitaminas pertenecen al equipo antioxidante exdgeno del
organismo humano, sin embargo, el beneficio potencial de la VitE, el principal

antioxidante en la fase lipidica, es mayor que el de la VitA. Nuestros datos
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coinciden con el trabajo de Zhang et al. (2008) en el que se encontraron
también niveles disminuidos de VitE en mujeres con SOP (340). En otro estudio
los niveles de dicha vitamina fueron menores en mujeres con SOP que
presentaban problemas de fertilidad en comparacién con las mujeres control, si
bien, este nivel result6 alun menor en un tercer grupo de mujeres también con
problemas de fertilidad pero sin SOP, defendiendo asi la idea del papel que
juega el EO en el sistema reproductivo (341). Por el contrario, en otra
investigacion que se evaluaron los niveles de VitE durante los primeros cuatro
dias de la estimulacion ovarica, no se encontraron diferencias en los niveles de
esta vitamina entre los grupos de mujeres con SOP y mujeres control ni entre
los diferentes dias de la estimulacion; aunque hay que sefalar que el nUmero

de pacientes incluidas en el estudio fue minimo (342).

Ademas de la evidencia del estado hipovitaminico de las mujeres con SOP, se
ha demostrado el papel antioxidante de la VitE en pacientes diabéticos por su
actividad de eliminacion de RL fuera de la célula a través de mecanismos no
enzimaticos (343). Recientemente, Chatziralli et al. (2017) han demostrado que
la ingesta de VitE en pacientes con DMT2 disminuye los niveles séricos de
MDA, sugiriendo su papel protector ante la retinopatia diabética que sufren
dichos pacientes (344). También se ha hipotetizado los efectos beneficiosos de
las vitaminas antioxidantes en el retraso de la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas. En un estudio se encontr6 evidencia de calidad moderada
de la VitE para retardar el declive funcional en la enfermedad de Alzheimer
(345). En el tratamiento de algunos canceres, como préstata (346) y mama
(347) también se han encontrado efectos beneficiosos de la VitE. En cuanto al
uso de estas vitaminas antioxidantes en el tratamiento del SOP, algunos
autores han demostrado que los acidos grasos omega-3 junto con la VitE
durante 12 semanas en mujeres con SOP mejoraron significativamente los
indices de RI, Tty T (129, 348). Otro estudio reciente ha demostrado el efecto
beneficioso de la suplementacion simultdnea de VitE y magnesio durante 12
semanas sobre el hirsutismo y los niveles plasmaticos de PCR, NO y TAC
(349).
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Se midi6é la TAC con el fin de conocer el estado antioxidante general de las
participantes del estudio, ya que ésta mide la capacidad antioxidante en
conjunto de todas las sustancias presentes en el suero humano con esta
propiedad. La TAC sérica proporciona informacion vélida para la evaluacion de
la condicion de EO, pero existe controversia respecto a los niveles de TAC en
mujeres con SOP. Nuestros resultados confirman la disminucion de dicha
capacidad antioxidante del suero en las pacientes con SOP respecto a los
controles. Acorde con esto, Mori et al (2015). también encontraron niveles
reducidos de TAC en mujeres iranies con SOP (350), y el estudio de Jamilian
et al. (2017) mostré niveles inferiores de TAC en pacientes con SOP y, ademas
demostré como tras doce semanas de suplementacion con carnitina oral, un
compuesto con efectos antioxidantes que previene la acumulacion de
productos finales de la peroxidacion lipidica, los niveles séricos de TAC
aumentaban (351). Sin embargo, en un meta analisis que incluyé a 470
mujeres (260 mujeres con SOP y 210 controles) no encontraron diferencias en
los niveles de TAC entre ambos grupos (138). Aunque en dicho meta analisis
no se encontro diferencias en la TAC, el descenso en los niveles de sustancias
antioxidantes como el glutation y la paroxinasa-l en paralelo con el incremento
de otras moléculas oxidantes como la HCY y MDA, sugiere un desequilibrio en
el estado oxidante de las mujeres con SOP. Y es que dentro del dinamismo del
balance oxidativo, se pueden observar sistemas que al analizarlos presenten
niveles elevados de oxidacién asociados con una respuesta antioxidante
eficiente, y por otro lado se puede tener sistemas que al analizarlos se
presenten con moderado nivel de dafio y deficiente respuesta defensora,
indicando que aun con un ataque menor se puede tener mucho dafio al no
tener una respuesta eficiente; por lo que la evaluacion Unica e independiente
del estado prooxidante o del fendmeno antioxidante, puede propiciar errores de
interpretacion y limitaciones para su aplicacion clinica. Otro estudio también
demostré también incremento es dichos niveles tras la administracion de 2
gramos diarios de L-carnitna durante tres meses en pacientes con DMT2 y 1

gramo diario durante tres meses en pacientes con enfermedad coronaria (352).

En el caso de los metales estudiados, encontramos unos niveles

significativamente aumentados de Fe y Cu en las pacientes con SOP. En el
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caso del SE y Zn encontramos niveles disminuidos en las pacientes con SOP,
aunque solo el Zn presento significacion estadistica.

El Fe libre es un metal altamente téxico que participa, a través de la reaccién
de Fenton, en la formacién de RL que incluyen hidréxido y aniones superéxido,
contribuyendo asi al EO (353). Nuestros resultados coinciden con la
investigacion de Li et al. (2017) en la que se encontraron también niveles mas
elevados de Fe en mujeres con SOP respecto a los controles (354). Un estudio
reciente en el cual se midieron distintos parametros del metabolismo del Fe
(Fe, capacidad de unién del Fe y FERRI) demostré que existe un exceso de Fe
en mujeres con SOP frente a los controles y que no se correlaciona con un
defecto en la produccion de la hepcidina (proteina que secreta el higado en
respuesta al incremento de Fe, actuando como un regulador negativo de la
absorcion intestinal de éste) (355). Asi mismo, en nuestro estudio, la FERRI,
almaceén de Fe y proteina reactante de fase aguda indicadora de inflamacion,
fue también mas alta en el grupo de mujeres con SOP con respecto a los
controles, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Esto coincide con los resultados de varias investigaciones donde también se
han encontrado niveles elevados de dicha proteina en pacientes con SOP
(356), indicando una vez mas ese estado de inflamacion crénica al que estan

sometidas estas pacientes.

Al igual que nuestros resultados, las pocas investigaciones que han estudiado
los niveles de Cu en el SOP demuestran niveles elevados de dicho metal en el
suero de estas mujeres (209, 219, 220). Sin embargo, recientemente un
estudio en mujeres sudanesas con SOP revel6 niveles de Cu s6lo un poco mas
altos en este grupo en comparacion con los controles, y dicha diferencia no fue
estadisticamente significativa, pero la investigacion incluyé un pequefio tamafio
muestral (357). Fisicoquimicamente, el Cu se considera prooxidante y oxidante
metélico. Existe ambigiedad en cuanto a la actividad de este metal. Por un
lado, un nivel bajo de Cu puede conducir a la disminucion de la actividad de la
SOD y aumentar secuencialmente las generaciones de radicales superdxido,
incrementando el EO. Por otro lado, un alto nivel de Cu puede conducir a la

generacion de ROS a través de la reaccion de Fenton y la reduccion de los
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niveles de glutatién (358). Recientemente, Sun et al (2019). han indicado que el
aumento de los niveles de Cu en el liquido folicular podria afectar al desarrollo
del foliculo en pacientes con SOP, y el mecanismo podria estar relacionada
con anomalias inducidas por este metal en la esteroidogénesis (359).

En el caso del Zn los resultados de los estudios hasta la fecha son muy
heterogéneos, uno de ellos encontrd niveles significativamente mas altos de Zn
en el SOP (209), en un segundo estudio los niveles mas altos se presentaban
en el grupo control (225), y en otros dos estudios no se encontraron diferencias
en los niveles entre ambos grupos (209, 357). En un meta-analisis que incluy6
estos estudios, 220 mujeres con SOP y 109 mujeres control, no mostré
diferencias estadisticas en la media de Zn entre los grupos SOP y control
(360). Sin embargo en otro meta-analisis reciente que incluyé ocho estudios
con 552 mujeres con SOP y 464 controles se determind niveles mas bajos en
el grupo de SOP (361). El Zn actua como antioxidante al proteger los grupos
sulfidrilo de diferentes proteinas y enzimas contra los RL. Teniendo en cuenta
el estatus oxidativo que viene observandose en las mujeres con SOP, parece

l6gico que sus niveles de Zn se encuentren disminuidos.

El nuevo hallazgo de este estudio fue que los niveles séricos de 8-ISOP fueron
significativamente mas altos en pacientes con SOP en comparacién con
controles sanos. Estas observaciones sugieren un aumento de EO en el SOP.
Aunque se han estudiado otros marcadores de peroxidacion lipidica en el SOP,
como MDA o lipoproteina de baja densidad oxidada (138, 362, 363), no
tenemos conocimiento de otras investigaciones que hayan evaluado 8-IsoP
como marcador de EO en pacientes SOP hasta la fecha. La determinacion de
8-ISOP es un importante paso hacia el estudio de RL, particularmente como
marcador de peroxidacién lipidica, ya que, como se menciond anteriormente,
ellos reflejan dafio y estado oxidativo in vivo y sus niveles no estan influidos por

la ingesta lipidica.

Son numerosos los estudios que han demostrado que los parametros de EO
eran mas altos en la poblacién con SOP (138, 152, 364), a través del aumento
de las concentraciones de varios precursores y subproductos de EO en estas

pacientes en comparacién con los controles y la disminucién de algunos
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marcadores antioxidantes circulantes, lo que concuerda con los resultados de
nuestro estudio, niveles aumentados de marcadores de oxidaciéon (8-1SOP, Cu,
Fe, TAC) y también niveles disminuidos en el caso de sustancias antioxidantes
(VitE, VitA, TAC, SE, Zn).

Por otra parte, se realiz6 una evaluacion para analizar el estado de los
biomarcadores de estrés oxidativo en funcion del peso, Rl y SMet, patologias

muy frecuentes en SOP.

El EO estd presente en los pacientes obesos morbidos de manera muy
evidente, habiéndose definido la obesidad como un estado inflamatorio crénico
en el que el EO seria el posible nexo de union con sus comorbilidades
asociadas (hipertension arterial, diabetes arterioesclerosis, entre otras) (365).
Se ha demostrado que el tejido adiposo en pacientes obesos desarrolla un
entorno inflamatorio que conduce a un EO, el cual seria un potencial inductor
de la susceptibilidad a la obesidad y patologias asociadas. Una posible
explicacion es quizas que el origen sea intrinseco al propio tejido adiposo,
siendo la hipoxia el factor desencadenante que ocasionaria un proceso
inflamatorio inducido por agrupaciones de adipocitos modificados que se
convertirian en una fuente secretora de citoquinas inflamatorias (286) que
inducen la produccion de ROS, generando EO y, a su vez, una produccion
importante e irregular de otras adipokinas (366). Ademas, existen otros
mecanismos a través de los cuales el EO se asocia a la obesidad, como la
generacion de superoxidos a partir de NADPH oxidasas, fosforilacion oxidativa,
autooxidacion de gliceraldehido, activacion de proteinas kinasas y de la via de

los polioles y de las hexaminas (367).

En nuestro estudio los valores de las sustancias antioxidantes, BIL, VitE, SE y
TAC fueron significativamente mas bajos en las mujeres con SOP frente a los
dos subgrupos control, normopeso y con sobrepeso. No encontramos
diferencias significativas dentro de los grupos SOP y control entre los grupos
de mujeres normopeso y mujeres con sobrepeso, lo que indica que la obesidad
no seria un factor influyente por si sélo en los pardmetros de EO. Sin embargo,

Molnar et al. (2004) confirmaron que existia una correlacién negativa entre la
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VItE y la obesidad en poblacién infantil (368). En relacion a los niveles séricos
de SE, el estudio SU.VI.MAX llevado a cabo en una muestra de 13.017 adultos
en Francia establecié también una correlacion negativa con el IMC en mujeres
(369).

De forma similar sucedié con los niveles de Cu y de 8-ISOP. Encontramos
diferencias significativas entre los grupos SOP y control, normopeso y con
sobrepeso. Aunque los niveles mas altos se encontraron en el grupo de
mujeres con SOP y sobrepeso, la diferencia entre dicho grupo y el de mujeres
con SOP y un peso normal no fue estadisticamente significativa. Bougoulia et
al. (2006) encontraron niveles mas elevados de 8-Isop en el grupo de mujeres
obesas que mejoraban tras la pérdida de peso (370). En cuanto a los niveles
séricos de Cu en pacientes obesos, Lima et al. (2006) observaron un aumento
de la concentracion plasmatica de Cu en el grupo de obesos, si bien las

concentraciones intracelulares no estaba afectadas (371).

Estos resultados coinciden con diversos estudios realizados en pacientes con
SOP que sefialaron la presencia de niveles aumentados de marcadores de EO,
independientemente del exceso de peso. En un estudio reciente se han
encontrado niveles elevados de MDA y PCR en ambos grupos de mujeres con
SOP, obesas y con peso normal (372). Di Segni et al. (2017) midieron
marcadores plasmaticos e intracelulares en pacientes con SOP obesas y con
peso normal. Su estudio confirmé la presencia de EO en mujeres con SOP
independientemente de la obesidad, aunque dicho EO se revelé mas en tejido

gue en plasma (373).

La influencia de la obesidad sobre EO se ve reflejada en numerosos estudios.
Recientemente, Karamali et al. (2018) demostraron que la reduccién del IMC
en mujeres con SOP supuso la reduccion en los niveles del marcador de EO
MDA vy el incremento de la enzima antioxidante GSH (374). Un estudio que
investigd la TAC en sujetos obesos antes y después del procedimiento
quirdrgico (201) concluyé que el EO relacionado con la obesidad puede
reducirse mediante la pérdida de peso, ya sea mediante dieta y ejercicio fisico

o mediante balon gastrico (375). De Tursi Rispoli et al. también mostraron
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descenso de marcadores de EO en pacientes sometidos a cirugia bariatrica,
asi como una mejora en las comorbilidades (376).

Podemos resumir asi, que la presencia de EO en el SOP es independiente de
la obesidad, y que ésta, por si sola, no es la causa principal del aumento de EO
en estas mujeres. Sin embargo, dicha obesidad si que podria influir sobre los

niveles de marcadores de EO, elevandolos y agravando dicho estado oxidativo.

La RI, definida como un estado metabdlico caracterizado por una disminucion
en la capacidad para responder a la sefial de la insulina, parece ser un
mecanismo esencial involucrado en la fisiopatologia del SOP. Existe evidencia
en la bibliografia de la relacion existente entre el EO y la RI (154).

En nuestro estudio, no se apreciaron diferencias entre la mayoria de sustancias
antioxidantes estudiadas entre grupos en funcion de la presencia o no de RI.
Solamente en el caso del Zn, aparte de la diferencia entre los grupos SOP y
control, si que se observaron diferencias en sus niveles entre las mujeres con
SOP sin Rl y aquellas con SOP con RI. Estos datos concuerdan con la
investigacion de Guler et al. (2014) en la cual se encontraron también valores
de Zn mas bajos en mujeres con SOP y RI, independientemente de la obesidad
(225). La evidencia sugiere que el Zn esta asociado con la Rl y la diabetes
(377). El Zn participaria en el metabolismo de la glucosa a traves de la sintesis
de insulina, almacenamiento, secrecion y sefializacion. Dicho metal per se tiene
una actividad similar a la insulina al unirse al receptor de ésta. Estudios in vitro
informaron que la insulina se combina con Zn y conduce a un aumento en la
solubilidad de aquella y en su afinidad por los receptores (378). Por lo tanto, la
deficiencia de Zn podria conducir a trastornos relacionados con la Rl como el
SOP. Se ha demostrado que la administracion de suplementos de Zn mejoré
exitosamente la homeostasis de la GLU y redujo la Rl (379). En otro estudio
reciente, se analiz6 la asociacidn entre los niveles séricos de adiponectinay Zn
en mujeres con SOP. La adiponectina es un polipéptido sintetizado
exclusivamente en el tejido adiposo que regula el metabolismo de la GLU y los
AG, participa en la sefalizacion de la insulina y posee propiedades

antiinflamatorias. Ellos encontraron un correlacién significativa entre los niveles
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de adiponectina y los de Zn en estas pacientes (380). Por otra parte, y de
manera reciproca, si el Zn es un cofactor de la SOD, un importante marcador
antioxidante enzimético en el cuerpo, y la RI produce un aumento en la

produccién de ROS, esto puede conducir a la deficiencia de Zn.

En el caso de las sustancias oxidantes, encontramos que las mujeres con SOP
y RI de nuestro estudio mostraron niveles més elevados de Fe respecto a los
controles y a las mujeres con SOP sin RI. La creciente evidencia
epidemiol6gica sugiere que, en la poblacién general, el Fe influye en el
metabolismo de la GLU y la sobrecarga severa puede resultar en intolerancia a
ésta y diabetes (381). Tal y como han propuesto Fernandez-Real et al. (2002)
(353), el metabolismo del Fe y de la GLU mantiene una diafonia basada en las
influencias bidireccionales: el Fe influye en la secrecion y sensibilidad de la
insulina, y la ésta influye en el metabolismo del Fe. Dicho metal interfiere con la
capacidad de la insulina para inhibir la producciéon de GLU hepética, y tanto la
extraccion como el metabolismo de la insulina en el higado se reducen al
aumentar las reservas de Fe hepatico, lo que lleva a una hiperinsulinemia

sistémica (353).

El grupo de mujeres SOP y RI de este estudio obtuvo los niveles de 8-ISOP
mas elevados. A pesar de no tener constancia de investigaciones de ISOP en
mujeres con SOP, existe una clara evidencia de que la peroxidacion lipidica,
una importante consecuencia del EO y de la sobreproduccion de ROS, ha sido
vinculada con la Rl y la diabetes (382, 383). En el estudio de Sampson et al.
(2002) se observé incremento en los niveles plasméaticos de 8-ISOP en

pacientes con hiperglucemia aguda (384).

En general, nuestros datos sugieren que en el SOP la Rl influye sobre el EO. A
pesar de que existen evidencias experimentales que sugieren que el EO puede
determinar el inicio y la progresién de las complicaciones tardias de la DM,
todavia hay controversia sobre si el incremento de este fendmeno sélo es
asociativo y no causal (385). Los mecanismos gque subyacen a las influencias
reciprocas entre Rl y EO en SOP aun son poco conocidos. Se ha especulado

gue un posible mecanismo por el cual el EO cause RI es la oxidacion del
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transportador de GLU, GLUT4 intracelular, que es dependiente de la
sefalizacion de la insulina para mover vesiculas a la membrana celular. De
hecho, algunos estudios hallaron una disminucion de los transportadores
GLUT4 en adipocitos de la region subcutanea en mujeres con SOP (386, 387).
Ademads, el EO activa vias de sefalizacion como JNK y IKKR/NF-kB, p38
MAPK o PKC ©& que modulan de forma negativa la via de sefalizacion de la

insulina.

Como se ha referido anteriormente, el SMet es un conjunto de alteraciones
metabdlicas constituido por la obesidad de distribucién central, la disminucion
del HDL-C, la elevacién de los TG, el aumento de la PA y la hiperglucemia.

El SMet aumenta el riesgo de padecer ECV prematura, cuyo sustrato
fisiopatoldgico es la arterosclerosis, conocida como enfermedad macrovascular
en el contexto de la DMT2. Entre los posibles mecanismos de desarrollo de
arterosclerosis destaca la oxidacion de las LDL como estimulo inmunogénico
para el reclutamiento de monocitos hacia la pared vascular y la fagocitosis de

las LDL oxidasas por los macrofagos.

Cuando se clasificaron a las mujeres segun los criterios diagnésticos del SMet,
dentro del grupo SOP un 4.8% presentaba anormalidades en el metabolismo
de la glucosa, el 8.8% TG elevados y 30.6% HDL-C bajo, el 47.1% obesidad
abdominal y el 21.1% HA. En total, cerca del 17% de las mujeres con SOP
presentaban SMet, frente al 7% de las mujeres control. Un estudio reciente
realizado en poblacion griega que utilizé los mismos criterios que nosotros para
diagnosticar SMet, estimé una prevalencia similar de SMet del 12.6% en
mujeres con SOP, y entre este grupo se encontré un 7% con anormalidades en
el metabolismo de la glucosa, un 10.4% con TG altos y 26.1% con HDL-C bajo,
un 72.2% con obesidad abdominal y un 15.7% con HA. Sin embargo estudios
anteriores calcularon prevalencias mayores (33-46%) de SMet en el SOP (156,
388), y otro estudio realizado en poblacion checa solo estimé un 1% (389),
aunque todos ellos utilizaron los criterios, y modificaciones posteriores, del
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Program Il (390). La

importancia de hacer diagnostico de SMet radica en que cuando esta presente
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en un paciente es indicador de un elevado riesgo cardiovascular. Por otra
parte, cuando coexisten solamente algunos de los factores simultdneamente
(no se cumplen todos los criterios para diagnosticar el sindrome) es una alerta
para mantener la vigilancia del paciente. En numerosos estudios se ha
confirmado como las mujeres con SOP presentan un perfil metabdlico méas
desfavorable, incluso cuando pacientes y controles son emparejados por peso

corporal (92).

Con el fin de establecer la contribucion del SMet en el desarrollo de EO,
elegimos evaluar pacientes con SOP con y sin SMet, en comparacion con
grupos control emparejados por edad y peso. En cuanto a las sustancias con
capacidad antioxidante, los niveles de BILt y TAC fueron significativamente
mas bajos en los grupos SOP con y sin SMet respecto a los grupos control. Las
mujeres con SOP y SMet presentaron el nivel mas bajo de VitE en
comparacion con los grupos control con y sin SMet. EL grupo de mujeres con
SOP sin SMet tuvo niveles mas bajos de SE en comparacion con el grupo de

mujeres control también sin SMet.

Por otro lado, los niveles mas altos de 8-ISOP se encontraron en el grupo de
mujeres con SMet, y esta diferencia fue significativa en comparacion con los
niveles de los grupos control y del grupo de mujeres con SOP sin SMet. Esto
significa que en el contexto del SOP, el SMet estaria relacionado con el
desarrollo de EO. Se sabe que el EO generado por el aumento de los ROS o
disminucién de los sistemas antioxidantes, estimula la produccién de citoquinas
gue inician una respuesta inflamatoria y con ello una alteraciéon en el

metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

La evidencia acumulada demuestra la participacion del EO como mecanismo
fisiopatogénico explicativo de la relacion que existe entre la RIl, el SMet, la
DMT2 y el desarrollo de ECV.

En este estudio, ademéas se evaluaron los niveles de los marcadores de EO
segun los fenotipos de SOP basados en los criterios de Rotterdam. En cuanto a

los niveles de sustancias antioxidantes, las mujeres con el fenotipo D
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(OA+MOP) obtuvieron los valores mas elevados de VitA, VitE y TAC, mientras
gue aquellas con el fenotipo B (HA+OA) los niveles mas bajos. También se
encontraron diferencias significativas en los niveles de Fe y 8-ISOP, siendo
éstos mas bajos en el fenotipo D, y mas altos en el fenotipo C y en el fenotipo
B, respectivamente. Estos hallazgos suportan que el HA estad fuertemente
asociado al incremento de EO en el SOP y coinciden con la investigacion de
Zhang et al. (2017) que estudi6 el estado oxidativo de 544 pacientes con SOP
(319). En el SOP, la TAC y el indice de EO fueron més altos en las mujeres con
el fenotipo D, sin HA, y los marcadores de EO se correlacionaron positivamente
con la escala de Ferriman-Gallwey y el grado de acné. Otros estudios previos
también han demostrado que los fenotipos del SOP con HA tienen niveles mas
altos de MDA comparados con el fenotipo OA+MOP y que el MDA correlaciona
positivamente con los niveles de T+ (391, 392).

De acuerdo con nuestros hallazgos, Gonzalez et al. (2012) informaron que la
hiperandrogenemia activo y sensibilizé los leucocitos a la GLU y estimulo el
EO, como lo demuestran los aumentos en la generacion de ROS, la expresion
del gen de la subunidad de la NADPH oxidasa p47 y las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico circulante en ayunas y en respuesta a la ingesta de GLU en
mujeres delgadas, sanas, en edad reproductiva 0 en mujeres de peso normal
con SOP (393).

El Zn también parece inhibir la actividad de la 5a-reductasa en la piel, que
cataliza la transformacion de testosterona en su forma no desaromatizable, la
dihidrotestosterona (394), y un estudio informé mejoria sobre la alopecia y el
hirsutismo en mujeres SOP después de un corto periodo de suplementacion
con Zn (395). Por lo tanto, los niveles mas bajos de Zn también podrian estar
relacionados con el HA clinico en SOP. En nuestro estudio el fenotipo sin HA
obtuvo los valores de Zn mas altos, pero dicha diferencia no resulté

estadisticamente significativa.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los factores principales que
incrementan el EO en el SOP son la obesidad, la Rl y la hiperglucemia; sin

embargo, se ha demostrado incremento del EO en mujeres con SOP
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normopeso y sin RI, sugiriendo que otros factores podrian contribuir a la
produccién de ROS en estas mujeres (396). EI HA podria ser uno de estos

factores influyentes.

En nuestra investigacion utilizamos el 8-ISOP como marcador de EO para
correlacionarlo con el resto de pardmetros. No hubo relacion de las variables
clinicas con la presencia de EO. Aunque las mujeres con SOP exhibieron
niveles mas altos de PAS y PAD mientras, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las pacientes con SOP con altos niveles
de 8-ISOP y aquellas con niveles normales de 8-ISOP. Esto indica que los
niveles de PA no se asocian a los 8-ISOP y que son caracteristicos de los
pacientes con SOP independientemente del EO.

Por otra parte, encontramos niveles mas altos de T, TL y niveles mas bajos de
SHBG en el grupo de mujeres con SOP con niveles altos de 8-ISOP en
comparacion con el grupo con niveles normales de 8-ISOP. Zhang et al. (2017)
demostraron que los fenotipos con HA tenian niveles mas altos de marcadores
de EO en comparacion con el fenotipo sin HA, y que estos niveles
correlacionaban positivamente con los niveles de Tt (319). Al igual que en
nuestro estudio, los niveles de 8-ISOP correlacionaron positivamente con los
niveles de T, TL y FAI y de manera negativa con los niveles de SHBG. Otro
estudio demostré que la hiperandrogenemia activaba y sensibilizaba los
leucocitos a la glucosa y estimulaba EO (397). Recientemente, Condorelli et al.
(2018) concluyeron que el deterioro metabdlico en mujeres con SOP podria

atribuirse al exceso de androgenos (398).

Se sabe que el EO juega un papel importante en la patogénesis de varias ECV.
La influencia de EO sobre el RCV en el SOP ha sido investigada en varios
estudios (362, 363, 399), ya que se ha demostrado que este sindrome esta
asociado con RCV y metabdlico (162, 400).

Las mujeres con SOP con los niveles altos de 8-ISOP exhibieron niveles mas
altos de TG, indice C+/HDL-C, LAP, PCR, HCY, insulina e indice HOMA-IR que

aquellas mujeres con SOP con niveles normales de 8-ISOP.
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Numerosos estudios han demostrado niveles elevados de HOMA-IR en el SOP,
y la Rl ha sido sugerida como una de las causas mas importantes en la
etiologia del este sindrome (401). En nuestro estudio, ademas de encontrarse
niveles mas altos de insulina y HOMA-IR en el grupo de mujeres con SOP,
encontramos que el grupo de mujeres con los niveles altos de 8-ISOP mostro
niveles mas elevados de ambas variables que el grupo de mujeres con SOP
con niveles normales de 8-ISOP. Asimismo, la insulina y el HOMA-IR, y la GLU
correlacionaron positivamente con los niveles de 8-ISOP. Por tanto, el
incremento sérico de 8-ISOP se asocia con la Rl presente en nuestras
pacientes con SOP. Recientemente, otras proteinas como la resistina, leptina,
grelina, quispetina y RBP4, han sido propuestas como nuevos marcadores
potenciales de Rl en SOP, pero su papel sigue siendo aun controvertido (402).

Niveles elevados de CHO, LDL y TG, y niveles bajos de HDL se asocian de
manera independiente con Rl y factores de RCV (403). En nuestro estudio,
ademas de encontrarse niveles mas altos de TG y niveles mas bajos de HDL
en mujeres con SOP, aquellas con niveles altos de 8-ISOP tuvieron niveles
mas altos de la ratio Ct/HDL y TG, y éstos ultimos también se correlacionaron
positivamente con los niveles de los 8-ISOP. Estos hallazgos sugieren que la
dislipemia participa en el camino hacia el SOP, pero solo los TG son un factor

influyente en los cambios de EO en estas mujeres.

La produccion de ROS tiene como consecuencia, entre otros procesos, la
iniciacion de la lipoperoxidacion. Los peréxidos lipidicos formados pueden
unirse quimicamente a proteinas dando lugar a los productos de lipooxidacion
avanzada ocurriendo asi la propagacion de la lipooxidacién y dafio celular.
Estos productos de lipooxidacion presentan efectos pro-aterogénicos al inducir
el incremento en la proliferacion de células del musculo liso, el incremento en la
apoptosis en las células del endotelio, induccién de la formacién de células
espumosas a partir de macroéfagos, incremento de endotelina-1, incremento de
la produccion de la matriz, activaciéon de la PCR, asi como la inhibicién de

enzimas antioxidantes.
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Varios estudios previos han indicado que el indice LAP podria también ser
considerado un mejor predictor de riesgo de ECV que otras medidas
antropométricas como el perimetro abdominal y el IMC (404). En nuestro
estudio, el IMC, perimetro abdominal e indice LAP fueron mas altos en
pacientes con SOP, mientras que sélo los niveles del indice LAP fueron mas
altos en las pacientes con altos niveles de 8-ISOP respecto a aquellas con
normal 8-ISOP. Ademas, los niveles del indice LAP correlacionaron
positivamente con los niveles de 8-ISOP.Estos datos sugieren que los niveles
altos de perimetro abdominal, IMC e indice LAP contribuyen a la fisiopatologia
del SOP y a la acumulacion lipidica, principalmente abdominal, influyendo
sobre los niveles elevados de 8-ISOP. Esto coincide con Costabile et al. (2015),
los cuales sugirieron que la obesidad central era independiente del EO, incluso
en una poblacion homogénea para adiposidad y riesgo cardiometabdlico (405).

En la poblacion general, deficiencias en ApoAl y niveles elevados de ApoB se
correlacionan con un incremento del RCV. Aunque encontramos niveles mas
altos de ApoAl en el grupo del SOP, no hubo diferencias en dichas variables
respecto al nivel de 8-ISOP. Sin embargo, los niveles de ApoB y la ratio

ApoB/ApoA si que se correlacionaron positivamente con los niveles de 8-ISOP.

Niveles séricos aumentados de PCR y HCY han sido reportados con un factor
de riesgo de futuros eventos cardiovasculares (406). Asimismo, los niveles
elevados de HCY contribuyen al EO por diversos mecanismos, promoviendo la
produccion de EROs. En nuestro estudio encontramos PCR y HCY mas altas
en el grupo de mujeres con SOP. Ambas variables fueron también mas
elevadas en el grupo de mujeres con SOP con niveles altos de 8-ISOP, aunque
sélo la HCY se correlaciond positivamente con los niveles de 8-ISOP. Nuestros
datos coinciden con varios autores que han informado de niveles mas elevados
de PCR y HCY en mujeres con SOP y han sido sugeridos como un riesgo
importante e independiente de ateroesclerosis precoz y de ECV en
comparacion con sujetos sanos (407, 408). Marcadores de inflamacién, como
la PCR, se han sugerido como predictores del RCV, independientemente de
otros factores de riesgo (409) y el SMet se asocia con el riesgo de desarrollar
ECV y DMT2. Por lo tanto, estos hallazgos demuestran que el EO en el SOP

podria ser un signo temprano de RI, sindrome metabdlico, y enfermedad
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coronaria arterial, lo que incrementa el riesgo de ECV. Asimismo, los 8-ISOP
podrian directamente afectar al RCV de mujeres con SOP.

Otro resultado destacable de este estudio fue que los niveles de 8-ISOP se
correlacionaron débilmente de manera positiva con el perimetro abdominal,
PAS, PAD, indice LAP, TG, LDL-C, ratio Ct/HDL-C, ApoB, ratio ApoB/ApoA,
GLU, insulina y HOMA-IR y de manera negativa con el HDL-C. También los
niveles de TG, LDL-C y HCY se correlacionaron positivamente y de manera
significativa con los niveles de 8-ISOP en el grupo de mujeres control, aunque
dichas correlaciones fueron menos fuertes que las del grupo SOP. Estos
hallazgos sugieren una vez que el EO aumenta el RCV, independientemente
de la presencia de SOP. Sin embargo, niveles elevados de 8-ISOP en mujeres
con dicho sindrome incrementan de manera mas notable los factores de riesgo

de ECV y de una manera mas notable.

Las pacientes con SOP tienen niveles mas altos de 8-ISOP, los cuales se
asocian con la presencia de obesidad, hipertension, dislipidemia,
hiperhomocisteinemia e IR que contribuyen al alto riesgo de ECV. Por esta
razon, se ha sugerido que la medicion de rutina de los marcadores de EO
puede ser una herramienta precisa para identificar el RCV en mujeres con

PCOS y puede adoptarse e incluirse en la practica clinica.

En cuanto a la relacién de 8-ISOP con el resto de parametros de EO, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de mujeres con SOP con
altos y normales niveles de 8-ISOP. Unicamente el SE mostr6 una débil
correlacién negativa con aquellos en ambos grupos, SOP y control. EI SE
regula la respuesta inflamatoria, la proliferacion y la diferenciacion de varias
células inmunes. Ademas, los niveles en sangre de SE estan relacionados con
una disminucién en la produccién de ROS al actuar como cofactor de la GPx;
por lo que dicho metal parece tener un papel protector contra los trastornos
asociados con el EO, incluidas las enfermedades cardiovasculares. El Unico
estudio disponible hasta la fecha que ha investigado la relacion del SE con el
SOP informé niveles mas bajos de dicho metal en el grupo de mujeres con

SOP en comparacion con los controles (222). Los ISOP pudieran ser
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producidos preferentemente bajo condiciones de EO. Por ejemplo, en un
estudio realizado en ratas deficientes de VitE y SE se reportaron niveles
elevados de ISOP, asi como en humanos que perfunden después de terapia
trombolitica (410).

El analisis de la curva ROC mostr6 que MULLE fue el mejor marcador
individual para el diagnostico de SOP con un ABC de 0.792. El valor de corte
fue de 5,17 ng/mL, con una especificidad del 83,8% y una sensibilidad del
62,2%. Son numerosas las investigaciones que defienden el nivel sérico de
MULLE como buen predictor del SOP y como herramienta util para el
diagnéstico de este sindrome (411). Sin embargo, a la hora de establecer el
punto de corte 6ptimo para el diagnéstico de SOP se encuentran discrepancias
(412, 413). Un metanalisis mostro la capacidad de la MULLE en el diagnostico
del SOP de acuerdo con los criterios de Rotterdam, lo que sugiere que el ABC
de MULLE vario entre 0,664 y 0,973 (414). Safier et al. (2016) informaron que
la especificidad y la sensibilidad de la MULLE sérica fueron mayores en el
diagnostico del SOP cuando el valor de corte era de 5 ng/mL (415). Otros
investigadores también han comunicado que el nivel sérico de MULLE es un
buen predictor cuando el valor de corte era superior a 6 ng/mL (416, 417) y
otros informaron un valor de corte inferior a 4,5 ng/mL (414, 418-420). Jamil et
al. (2016) han publicado que existen diferencias significativas en los indices
antropomeétricos, hormonales y metabdlicos entre las diferentes variantes del
SOP (421). Recientemente, Sova et al. (2019) han sefialado dicho punto de
corte en 5.9 ng/mL con una especificidad alta (83%) pero una sensibilidad
inferior (67%) (422). Este amplio rango de resultados en cuanto al punto de
corte de MULLE probablemente se deba a diferencias en los sujetos y los

métodos de ensayo.

El andlisis de mudltiples biomarcadores en este estudio demuestra que la
adicion de Bt o 8-ISOP a la MULLE proporciona una mayor potencia
diagndstica para el diagnéstico del SOP en comparacién con la obtenida solo
por la MULLE, con un ABC de 0,884 y una sensibilidad del 83.2% y una
especificidad del 78.7% para la combinacion MULLE+B+, y una ABC de 0.868 y

una sensibilidad del 84% y una especificidad del 76.3%. La combinacion de
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MULLE, Bt y 8-ISOP proporciona aun una mayor potencia diagnostica en
comparacion con la obtenida so6lo por la MULLE y las combinaciones de
MULLE con Bt y MULLE con 8-ISOP, con un ABC de 0.923 y una sensibilidad
del 84.4% y una especificidad del 84%.

Algunos estudios, que realizaron el andlisis de la curva ROC de otras
hormonas (aparte de MULLE), encontraron que el FAIl y la SHBG eran los
mejores parametros (después de MULLE) para el diagnéstico de SOP (416,
423). Por otra parte, el estudio actual encontr6 que la combinacion de MULLE,
Bt y 8-ISOP produjo una mayor sensibilidad, en comparacion con los niveles de
MULLE solo, y la combinacion de MULLE con Bt y MULLE con 8-ISOP. Se
encontraron diferencias significativas entre el ABC de MULLE y el ABC de la
combinacion de MULLE con Br y el ABC de la combinacion MULLE con 8-
ISOP. También fueron significativas las diferencias del ABC de la MULLE y de
las ABC de estas combinaciones duales con el ABC de la combinacion de los
tres biomarcadores (MULLE, Bt y 8-ISOP). Ademas, se puede encontrar un
pequefio beneficio adicional al combinar MULLE, Bt y 8-ISOP en comparacion
con el uso de MULLE solo. Nuestro estudio muestra que la MULLE, Bt y 8-
ISOP fue la mejor combinacion de parametros para el diagnostico de SOP, ya
gue obtuvo el mejor ABC, y esto podria ayudar a los criterios de Rotterdam

cominmente utilizados.

Existen datos epidemiolégicos extensos que demuestran una asociacion entre
niveles mas altos de MULLE y SOP, pero no tenemos constancia de
informacion disponible sobre la combinacién del nivel de MULLE con otras
hormonas y marcadores de EO para el diagnostico de SOP. Hasta donde
sabemos, este es el primer estudio que ha investigado la asociacion de
MULLE, Bty 8-ISOP, en conjunto, con SOP.

En resumen, los resultados sugieren que el nivel sérico de MULLE, Bt y 8-
ISOP podria representar una prueba util y practica para evaluar a la poblacién
general en busca de SOP. Se necesitaran de otros estudios futuros para

obtener conclusiones definitivas.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se considera necesario mencionar algunas de las limitaciones de este disefio

gue han de tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados:

1) Aunque el calculo del tamafio muestral previo al inicio del estudio, ha
permitido obtener una elevada potencia estadistica, el nimero de mujeres
reclutadas puede ser considerado relativamente pequefio. Si bien, como se
ha comentado las mujeres del grupo control se han seleccionado en
términos de similitud en cuanto a edad e indice de masa corporal, como
demuestra la ausencia de diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a edad y caracteristicas antropométricas basales, el tamafio muestral
de este grupo puede haber sido insuficiente para encontrar diferencias en

algunas variables.

2) Las mujeres con sobrepeso que presentan sintomas derivados del HA,
pueden solicitar con mas frecuencia una valoracion meédica por estos
motivos, por lo que la estimacion de la prevalencia del SOP en este grupo de

mujeres podria encontrarse sobreestimada.

3) En cuanto a la presion arterial, el hecho de no haber determinado su
existencia mediante un método diagndstico mas sensible como es la
medicion ambulatoria de la presién arterial, puede haber supuesto el no
apreciar diferencias relevantes en cuanto a la presion arterial entre los

diferentes grupos de las pacientes con SOP.

4) La valoracién de la existencia de dislipemia en nuestro estudio, se ha
limitado a la cuantificacion de los lipidos mas cominmente empleados en la
practica clinica habitual, no descartando, por tanto, la existencia de

diferencias cualitativas mas sutiles en estos parametros.
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5) Al analizar la influencia del grado de obesidad en las diferentes variables
entre pacientes SOP, el tamafio muestral de alguno de los subgrupos de
peso es pequefio, por lo que, pese a que el andlisis estadistico ha sido
estricto y correcto, cabe tomar precauciones a la hora de extrapolar ciertos
resultados a la poblacion general.

6) Aunque se han determinado marcadores inflamatorios habitualmente
solicitados en la practica clinica mediante métodos de alta sensibilidad, no
se puede descartar la existencia de diferencias en relacion a la inflamacion
cronica entre ambos grupos de pacientes al no determinar otros marcadores

involucrados en estos procesos.

7) Respecto al RCV, los marcadores empleados en el presente estudio para
valorarlo podrian ser insuficientes y poco precisos, ya que existen otros que
estudian la pared arterial para identificar la aterosclerosis subclinica (grosor
intima-media carotidea, calcio en arterias coronarias, vasodilatacion
mediada por flujo, entre otros) y factores de riesgo genéticos mucho mas

sensibles y especificos.
8) Ademas del habito tabaquico y el alcohol, hay otros factores, como pueden

ser la dieta y el ejercicio fisico, que influyen en el desarrollo de EO y que no

se han tenido no cuenta.
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[CONCLUSIONES
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. Los pacientes con el SOP presentan niveles de marcadores de oxidacion

superiores y niveles de sustancias antioxidantes inferiores que el grupo
control. Esto sugiere que estas pacientes presentan un incremento de EO que
podria representar un mecanismo subyacente en la patogenicidad de dicho

proceso.

. Las mujeres con SOP presentan sobrepeso, Rl y SMet. En el SOP el EO es

independiente de la presencia o0 no de obesidad, aunque ésta puede
incrementarlo. Sin embargo, dicho EO si que esta ligado a la presencia de RI
y la condicién de SMet en este tipo de paciente.

Las mujeres con SOP con los fenotipos que incluyen la presencia de HA
presentan un EO superior a aquellas con el fenotipo sin HA. Esto sugiere que
dicho HA juega su papel en el desarrollo del EO en estas mujeres.

Las pacientes con sindrome de ovario poliquistico que tienen niveles mas
altos de 8-ISOP presentas niveles de marcadores de RCV mas elevados que
aquellas con dicho sindrome, pero con niveles normales de 8-ISOP. EI SOP
por si sOlo es un factor que predispone al desarrollo de ECV, pero la

presencia de EO incrementa alin mas dicho riesgo en estas pacientes.

De los biomarcadores medidos en este estudio, la combinacion de MULLE,

BILt y 8-1SOP resulta una herramienta util para el diagnostico de SOP.
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ANEXO |

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES EN EL
PROYECTO

CIENTIFICO: “Estudio de casos y controles de base poblacional
en ovario poliquistico: andlisis epidemioldgico de los
determinantes y consecuencias clinicas en la salud de la mujer”

(=TT = TR 5 2 - ,
mayor
de edad, con DNI n® ...iiiiiiiiinnnnn, , reconoce mediante este

documento que ha sido adecuada y ampliamente informada del
procedimiento de Donacion de orina y sangre para dicho proyecto
aprobado previamente por la Comision de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia.

El objetivo de este estudio es valorar el efecto de los estilos de viday la
exposicion a compuestos quimicos ambientales sobre la salud sexual y
reproductiva de mujeres.

Procedimientos a realizar:

- Muestras de sangre y orina

- Exploracién ginecoldgica y ecografia

- Cumplimentacion de cuestionarios

- Aspectos genéticos y bioquimicos

- Acceso a historial clinico (hospitalario y centro de
salud)

Queda totalmente claro que dicho procedimiento de donacién es:
- Andnimo

- Altruista
- Voluntario

Dicho procedimiento se efectia bajo el amparo de la legislacién vigente
sobre protecciéon de datos personales.

¢Podriamos contactarte en el futuro para otros estudios? [ Si 0 No

Comprendo laimportancia de este documento y lo firmo dando mi
consentimiento, en Murcia, a .............. de de 201_

Firma de la donante
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ANEXO I

MEDICION: Desde 1 (vello presente minimo) a 4 (equivalente a vello
masculino).

1. LABIO SUPERIOR
R N N

Z—We‘ﬁ- > (LA AL : b

3 4

2. BARBILLA

w2 A g v

! - . %
3. PECHO

%/ \fk\ @:\% @;;—f&? %;J \:‘g

\ .

/ p i 4

4.BRAZO

-{%-. t

5.ABDOMEN ALTO
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6. ABDOMEN BAJO

VL) () [

7.ESPALDA ALTA

i 2
8. ESPALDA BAJA'Y TRASERO

/ e 3 4

9. PARTE BAJA DE LAS PIERNAS (MUSLOS)

f b4

3 4

S
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Labio 1 Pocos pelos en margenes externos .‘
superior 2 Pequefio bigote en margenes externos \
3 Bigote desde mitad del labio a margenes externos j
N E Cubierto _ |
Mejilla 1 Pelos aislados 7 j
2 | Pequeiias acumulaciones de pelos 1
3v4 . Completamente cubierta |
Térax 1 Pelos periareolares |
2 Ademas. algunos en linea media ‘w
3 Fusion de dreas anteriores con % partes cubiertas \
- Completamente cubierta ‘\
Espalda 1 Pelos aislados \
superior 2 _ Algunos mas }
3v4 . Completamente cubierta .‘
Espalda 1 Mechon de pelos en sacro j
inferior 2 Con extension lateral |
3 % partes cubiertas }
_ B Completamente cubierta
Abdomen 1 Pocos pelos en linea media
superior 2 | Algunos mas todavia en linea media
' 3v4 ‘ Cubierto totalmente
Abdomen | 1 Pocos pelos en linea media
inferior 2 Banda en linea media
3 Banda mds acentuada en linea media
“ Crecimiento en Vinvertida -
Brazo 1 Pelo sin afectar mas de % de la superficie
2 Cubierto aunque no completo
[ 3y4 | Completamente cubierto
Antebrazo 1234 Cubierto completamente en superficie dorsal;
1 y 2 pelo aislado.
, , 3 y 4 mas abundante
Muslo | 1234 | Como el brazo
Piernas | 1234 | Igual que el antebrazo
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ANEXO Il

Articulos cientificos publicados.

- Elevation of isoprostanes in polycystic ovary syndrome and its
relationship with cardiovascular risk factors. Journal of
Endocrinological Investigation. Volumen 42, supplement 1, April
2018, pages 75-83.

Resumen:

Purpose. To evaluate the plasma level of 8-isoprostanes in women with
polycystic ovary syndrome. To also investigate whether there is a relationship

between 8-isoprostanes and several cardiovascular risk factors.

Methods. A total of 125 women with polycystic ovary syndrome and 169 healthy
women were enrolled in this case—control study. 8-Isoprostanes and different
parameters were measured in all subjects. Patients were evaluated for the
presence of polycystic ovary syndrome according to the Rotterdam Consensus

Conference criteria.

Results. 8-Isoprostanes levels were significantly higher in patients with
polycystic ovary syndrome (138.4 £ 104.1 pg/mL) compared with control group
(68.6 = 34.3 pg/mL) (p < 0.001). The mean of triglycerides, lipid accumulation
product, C-reactive protein, homocysteine, insulin, and homeostatic model
assessment for insulin resistance were significantly higher in polycystic ovary
syndrome patients with high 8-isoprostanes than those with normal 8-
isoprostanes (p < 0.05). The Pearson correlation analyses showed that 8-
isoprostanes levels in polycystic ovary syndrome group had a positive
correlation with waist circumference, triglycerides, low-density lipoprotein
cholesterol, apolipoprotein B, homocysteine, insulin, homeostatic model

assessment for insulin resistance.

Conclusion. Patients with polycystic ovary syndrome have higher 8-

isoprostanes levels and it is associated with several cardiovascular risk factors.
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- AMH in combination with SHBG for the diagnosis of Polycystic
Ovary Syndrome. Journal of Obstetrics and Gynaecology. DOI:
10.1080/01443615.2019.1587604.

Resumen:

Serum Anti-Mullerian hormone (AMH) level could be useful for diagnosis of
polycystic ovary syndrome (PCOS). We evaluated the hormonal status in
women for the diagnosis of PCOS.

A total of 77 PCOS women and 106 healthy women were enrolled in this study.
Serum AMH, gonadotropins (LH and FSH), estradiol, testosterone (total and
free), 4-androstenedione (ANDST), dehydroepiandrosterone sulfate, sex
hormone binding globulin (SHBG), prolactin, thyroid-stimulating hormone (TSH)
and insulin levels were measured in all enrolled women. Our data showed that
insulin, LH, testosterone, ANDST and AHM levels were significantly higher in
the PCOS group and FSH and SHBG levels were lower in the PCOS group. In
ROC analysis, the combination of AMH with SHBG showed higher AUC for
PCOS diagnosis with an AUC of 0.843 and a specificity of 81.1% and a
sensitivity of 72.7%.

Our results suggest that a combination of serum AMH and SHBG levels could

be used as a diagnostic biomarker of PCOS.

218



Estrés oxidativo en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico

219



Estrés oxidativo en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico

220



