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RESUMEN

Antecedentes: EI Sindrome de Ovarios Poliquisticos (SOP) es una enfermedad caracterizada
por anormalidades metabdlicas (resistencia a la insulina), oligo- o anovulacion cronica e
hiperandrogenismo. La disfuncién del eje reproductivo estd asociada a una dindmica anormal
de la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y a anormalidades en la funcién ovérica. Se
desconoce si las alteraciones neuroendocrinas presentes en el SOP tienen alguna asociacion
con o son consecuencia de la resistencia a la insulina presente en aproximadamente el 50% de
mujeres con esta enfermedad.

Obijetivo: El objetivo del estudio fue analizar la relacion entre resistencia a la insulina y las
anormalidades en la dindmica de secrecion de la LH en el SOP, mediante la administracion de
un agente sensibilizador de insulina a un grupo de mujeres con SOP, resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia.

Sujetos y Métodos: Se reclutaron 13 mujeres con SOP. A cada voluntaria se le estudié en
condiciones basales y después de 3 meses de tratamiento con metformina a dosis de 1.5g/dia.
En los dos dias de estudio se obtuvieron muestras a intervalos frecuentes (cada 10 minutos)
por 10 horas; al término de la octava hora de muestreo se administré una dosis intravenosa de
GnRH exogena. Se analizaron las concentraciones seriadas de LH y testosterona, asi como las
de glucosa, insulina, androstendiona, globulina transportadora de hormonas sexuales,
estradiol, progesterona, dehidroepiandrosterona sulfato y androstendiona, éstas Ultimas en la
primera muestra de cada dia de estudio. La dinamica de secrecion de LH y las caracteristicas
de sus pulsos se analizaron mediante andlisis de conglomerados y de desconvolucion; la
sincronicidad de las concentraciones pareadas de LH y testosterona se analiz6 mediante
correlacion cruzada.

Resultados: Después del tratamiento, las concentraciones basales de LH, la amplitud de sus
pulsos, su amplitud secretora, y su respuesta a la GnRH exdgena, asi como las
concentraciones basales de testosterona circulante disminuyeron significativamente en 7
mujeres, mientras que en el resto estos parametros permanecieron sin modificaciones. Antes
del tratamiento, todas las pacientes mostraron una secrecion coordinada de LH y testosterona
disminuida, la cual fue restablecida mediante la administracion de metformina. El tratamiento
no modifico el cociente glucosa:insulina ni las concentraciones circulantes de insulina.
Conclusiones: La resistencia a la insulina en el SOP no tiene relacion con las anormalidades
neuroendocrinas del SOP. La administracion de metformina permite la identificacion de 2
subtipos de mujeres con SOP en quienes las alteraciones neuroendocrinas de la enfermedad
podrian mejorar independientemente de la presencia de resistencia a la insulina o de
hiperinsulinemia.



ANTECEDENTES

Mecanismos de control del eje reproductor en la mujer

En los mamiferos, la funcién reproductora esta regulada por el eje hipotdlamo-hipofisis-
gonada (EHHG), el cual constituye una unidad funcional. La maduracion sexual y el
desarrollo de competencia reproductiva dependen del preciso y coordinado funcionamiento de
este eje. Los componentes del EHHG se comunican entre si a través de sefiales endocrinas.
En el hipotdlamo se sintetiza la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que estimula
la sintesis y secrecion de las gonadotropinas hipofisiarias: la hormona estimulante del foliculo
(FSH) y la hormona luteinizante (LH). En el ovario las gonadotropinas tienen como células
blanco a las células de la teca y de la granulosa, en tanto que en testiculo los blancos son las
células intersticiales (o de Leydig) y las células de Sertoli (Fig. 1). Bajo el estimulo de la
gonadotropinas, las gonadas producen y secretan hormonas tanto de naturaleza esteroidal
(esteroides sexuales) como peptidica (activina e inhibina), las cuales a su vez modulan la
funcion del EHHG (Fig. 1). Como en otros sistemas endocrinos, la funcion del eje
reproductor, particularmente la de la unidad hipotdlamo-hipofisiaria (HH), se caracteriza por
la secrecion periddica o intermitente de sus sefiales. La respuesta de las células blanco v,
eventualmente, el funcionamiento armoénico de la glandula, dependeran de la adecuada

dindmica de secrecion de dichas sefiales.'

La GnRH es un decapéptido producido por las neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo
medial basal y del area predptica del hipotalamo anterior. Los axones de estas neuronas se
proyectan a diferentes regiones del cerebro, donde la GnRH tiene funciones como
neurotransmisor y neuromodulador del comportamiento reproductivo, asi como a la
eminencia media, en donde entra a la circulacion portal hipofisiaria para interactuar con su
receptor membranal en los gonadotropos y estimular la sintesis y secrecion de las
gonadotropinas. La vida media plasmatica del GnRH es relativamente corta (2 a 4 minutos),
debido a que no circula unida a proteinas; el péptido es altamente sensible a la actividad de
endopeptidasas y otras enzimas que hidrolizan el piroglutamato, o separan el extremo
carboxilo terminal del resto de la molécula.' La secrecion e interaccion del GnRH con su
receptor ocurre de manera pulsatil e intermitente, debido a la actividad de un sistema

oscilador o generador de pulsos localizado en el hipotalamo medial basal. Esta intermitencia



en la liberacion del GnRH es sumamente importante desde el punto de vista funcional, ya que

evita la desensibilizacion o refractariedad de la respuesta del gonadotropo provocada por la
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Figura 1. Modulacion de la secrecion de gonadotropinas por el GnRH y asas de retroalimentacion regulatorias
del eje hipotalamo-hipofisis-gonada. La secrecion de GnRH con su receptor (GnRHR) en el gonadotropo ocurre
de una manera intermitente y pulsatil. El gonadotropo responde con la secrecion pulsatil de las gonadotropinas
LH y FSH. La secrecion de LH es favorecida cuando la frecuencia de los pulsos de GnRH es rapida, mientras
que la de FSH se favorece con frecuencias lentas. Las gonadotropinas se unen a sus receptores en las gonadas
para estimular la produccion de esteroides sexuales [173-estradiol (E), progesterona (P), y testosterona (T)] y de
hormonas peptidicas (inhibina y activina), las cuales modulan la secrecion de GnRH y de las gonadotropinas. En
el hipotalamo, el E actlia directamente en las neuronas productoras del GnRH; sin embargo, todos los esteroides
sexuales pueden actuar indirectamente a través de otras neuronas hipotalamicas que pueden potencialmente
influenciar la secrecion de GnRH (flechas discontinuas). Las concentraciones elevadas de testosterona suprimen
(-) los pulsos hipotalamicos de GnRH y la respuesta hipofisaria a éste. En la hipofisis anterior, los estrogenos
incrementan el nimero de receptores del GnRH y la respuesta de los genes de la LH al estimulo del GnRH; los
estrogenos pueden tambien suprimir directamente la secrecion de LH. Se muestran también los residuos de
aminoacidos del receptor del GnRH que regulan la union y afinidad del GnRH.

exposicion continua a la hormona y permite que la magnitud de la sintesis y secrecion de LH
y FSH, ocurra de manera diferencial, dependiendo de los cambios en la frecuencia de los

pulsos del péptido liberador.'



La fase folicular del ciclo menstrual se caracteriza por pulsos de alta frecuencia de
GnRH que disminuyen progresivamente durante la fase lutea. De la misma manera, y como
consecuencia de lo anterior, la secrecion de FSH y de LH también muestra variaciones
importantes en frecuencia y amplitud, desde pulsos de LH de alta frecuencia y baja amplitud
en la fase folicular temprana, hasta pulsos de muy baja frecuencia con amplitudes alternantes
(bajas y altas) en la fase lutea.”® Durante el medio ciclo ha sido posible detectar la ocurrencia

de pulsos de alta amplitud, sin alteraciones importantes en la frecuencia.>”’

La disminucion en la frecuencia fisiologica de los pulsos del GnRH (aproximadamente
cada 60 a 90 minutos) incrementa las concentraciones circulantes de FSH y disminuye las de
LH. EI andlisis indirecto de las caracteristicas de esta secrecion pulsatil durante el ciclo
menstrual mediante la cuantificacion de las concentraciones circulantes de las gonadotropinas
ha intervalos frecuentes, ha demostrado la existencia de variaciones importantes en la
frecuencia de los pulsos de secrecion del GnRH.' Debido a que la secrecion de GnRH es
intrinsecamente episodica, la LH es liberada en una serie de pulsos. Los picos en las
concentraciones plasmaticas circulantes resultantes tienen amplitudes que varian desde el 35
al 270% de los valores basales y ocurren con una frecuencia de un pulso cada 1 a 2 horas.”™"!

En el ovario, la FSH regula la funcion de la célula de la granulosa, incluyendo el
desarrollo y seleccion de los foliculos ovaricos, la produccion de estrogenos y proteinas
reguladoras (inhibina y activina), la maduracion del ovocito y de forma secundaria la
ovulacién. La LH regula la esteroidogénesis (principalmente la produccion de androgenos en
las células intersticiales y de la teca, y la de progesterona en las células de la granulosa
luteinizadas y en las células del cuerpo luteo), asi como la produccioén de inhibina y otros
factores reguladores en las células de la teca y del cuerpo luteo. Los androgenos producidos
por las células de la teca, son aromatizados a estrogenos en la capa granulosa gracias a la
accion de la FSH, la cual induce la trascripcion del gene del citocromo P450 aromatasa. Con
base en este mecanismo, se ha especulado que el tratamiento con metformina podria reducir
las concentraciones circulantes de androgenos y LH al disminuir las concentraciones de
insulina, por lo que el uso de este agentes seria una forma racional de tratamiento de las
anormalidades en la esteroidogénesis ovarica presentes en el sindrome de ovarios
poliquisticos (SOP).'"*"® A pesar del efecto comprobado de este agente en la ruptura de la

resistencia a la insulina en el SOP, la cinética de los cambios en la dinamica de secrecion



episodica de las gonadotropinas inducidas por este medicamento no ha sido estudiada en

detalle.
Sindrome de ovarios poliquisticos

El SOP, descrito inicialmente en 1935 por Stein-Leventhal,' es la alteracion endocrinologica
mas comun en mujeres en edad reproductiva, afectando entre 5 y 10% de las mujeres en este

20-24
d.

grupo de eda Los sintomas del SOP incluyen hirsutismo y acné, como evidencia de

produccion excesiva de andrégenos, asi como alteraciones menstruales que conllevan a la

25,26 ; .
d.”*” Estos sintomas aparecen después de la menarca y

anovulacion crénica y a la infertilida
las alteraciones bioquimicas al final de la adrenarca, con repercusiones importantes durante la
vida reproductiva (como infertilidad), y a largo plazo, alteraciones metabdlicas como la
diabetes mellitus (DM), enfermedades cardiovasculares y neoplasias malignas, como el

20,25,27-29 - : .,
| K El hallazgo caracteristico en el ovario es la detencion

cancer mamario y endometria
en la maduracion folicular, que ocasiona la formaciéon de pequeios quistes foliculares
subcorticales y un incremento en el volumen del estroma ovérico; ambos se pueden detectar
mediante ultrasonografia y la presencia de quistes es por lo que el sindrome adquiri6 el
nombre con el que se conoce’’ En la actualidad, el SOP se define como un sindrome
heterogéneo de etiologia desconocida caracterizado por hiperandrogenismo y
anovulacion/oligoovulacion, con alteraciones menstruales que pueden llegar a la amenorrea, y
presencia de concentraciones circulantes discretamente elevadas de LH, en ausencia de otra
enfermedad hipotalamica, pituitaria, ovérica 6 suprarrenal concomitante.”’°

Se han propuesto 3 hipdtesis para explicar la anormalidad primaria en el SOP. La primera
de origen central, estd basada en la presencia de anormalidades en el patron de secrecion de
LH, que implica que mujeres con SOP tengan un incremento en la amplitud y en la frecuencia
de los pulsos, comparada con mujeres normales con ciclos ovulatorios, asi como un aumento
en la concentracion inter-pulso, dando como resultado una alteracion en el cociente
LH/FSH.>*'"* La segunda es la hipotesis ovérica, que se apoya en la presencia de hipertrofia
de la teca y la sobreproduccion de androgenos, que son caracteristicas reconocidas del SOP.
En una prueba dindmica corta, analogos del GnRH estimulan una respuesta ovarica exagerada

, . . . . . 41-4
(en términos de 17-hidroxiprogesterona), reflejando un incremento en la masa tecal,*'*

pero
también podria interpretarse como una desregulacion de la actividad de la enzima P450c17, la
cual es responsable de la hydroxilacién en posicion 17 de la progesterona (17a-hidroxilacion)

y de la conversion de esteroides de 21 atomos de carbono en moléculas con 19 atomos



(actividad de 17,20 desmolasa), la cual es necesaria para sintesis de andrégenos.** Por Gltimo,
la hipdtesis suprarrenal, se basa en la presencia de irregularidades menstruales después de la
menarca en las mujeres con SOP, lo que sugiere la existencia de una produccion excesiva de
androégenos suprarrenales durante la pubertad, lo que provee de sustratos para la

. ., g et ., ., 45
aromatizacion extragonadal, resultando en una inhibicion de la secrecion de FSH.

Por otro lado, la insulina estimula directamente la esteroidogénesis (la actividad de 17a-
hidroxilasa), estimula o inhibe a la aromatasa, sobreregula los receptores de LH, promueve el
crecimiento ovarico y la formacion de quistes sinérgicamente con LH y potencializa el efecto

de GnRH sobre la secrecién de LH y FSH.***

El origen del defecto fisiopatologico del SOP permanece desconocido. Sin embargo,
existe el consenso de que el sindrome es la consecuencia de una serie alteraciones que
incluyen: a) resistencia a la insulina, b) exceso de androgenos y ¢) una dindmica anormal de la
secrecion de las gonadotropinas. La secrecion episodica de la LH se encuentra incrementada
a expensas de un incremento en la masa y frecuencia de sus pulsos secretorios, asi como de un
aumento en las concentraciones inter-pulso (basales). ™

Diversos estudios han informado que entre el 50% y el 70% de las pacientes con SOP
cursan con obesidad, la cual a su vez se asocia con resistencia a la insulina. Sin embargo, en
las mujeres con SOP, la resistencia a la insulina es mayor que en las mujeres obesas sin
SOP.>*>* El patron de distribucion del tejido adiposo en el SOP es generalmente abdominal y
representa un predictor importante de los factores de riesgo para DM tipo 2, hiperinsulinemia,
resistencia a la insulina, hipertension arterial sistémica e hipercolesterolemia, asi como cancer
mamario y endometrial. En estudios realizados en mujeres obesas con SOP, el 40%
presentaron intolerancia a la glucosa o DM, comparados con el 5% en la poblacion en
general. En un estudio retrospectivo, se demostré que el 15% de las mujeres
postmenopausicas con historia de SOP tenian DM tipo 2, en comparacion con 2.3% de un

grupo control.”’

Existe una correlacion lineal entre las concentraciones periféricas de androgenos e
hiperinsulinema, pareciendo que la direccion del trastorno metabdlico es de insulina hacia
androgenos mas que a la inversa.”® La insulina modula la secrecion de andrdgenos y actia
sinergicamente con la LH en la produccion de androgenos ovaricos, mds alla de lo que la LH

puede estimular por si misma. Por otra parte, la insulina inhibe la produccion de la proteina



transportadora de hormonas sexuales, lo que conlleva al incremento en la biodisponibilidad de

androgenos.”’
Metformina

La metformina o metformina, es una metilbiguanida introducida en 1956 como
hipoglucemiante oral para el tratamiento de la DM tipo 2. Este medicamento es un
sensibilizador a la insulina con potente efecto antihiperglucemiante. Las propiedades
antihiperglucemiantes de la metformina son debidas a diversos mecanismos, incluyendo la
supresion de la produccion hepatica de glucosa (gluconeogénesis hepdtica) y el incremento en
la sensibilidad periférica a la insulina. Se desconoce el mecanismo preciso de la accidon
antihiperglucemiante del metformin, pero se ha sugerido que interrumpe los procesos
oxidativos mitocondriales a nivel hepatico y corrige las anormalidades en el metabolismo del
calcio intracelular en tejidos sensibles a la insulina (higado, musculo liso y adipositos) y en el

tejido cardiovascular.”®

Existen varios métodos rapidos para la determinacion de resistencia a la insulina. El
cociente glucosa basal: insulina basal (cociente G:I) tiene 84% de especificidad y 95% de
sensibilidad en pacientes con SOP y obesidad.” Cuando este cociente (producto de dividir la
concentracion de glucosa en ayuno (mg/dl) entre la concentracion de insulina en
ayuno(mU/L) es menor de 4.5, es altamente probable que exista resistencia a la insulina.®’ La
metformina mejora la sensibilidad a la insulina a nivel tisular y disminuye las
concentraciones de ésta, sin afectar su secrecion. Este efecto es util en los pacientes con SOP,
ya que mejorando la sensibilidad a la insulina es posible disminuir las concentraciones de
testosterona libre e incrementar los de estradiol.’>'~**'"® En las mujeres con SOP, esto se
refleja en una disminucién del hiperandrogenismo, normalizacion de los ciclos menstruales y

-7 15,62,64-68
ovulacion. ™

En un estudio reciente, 31 de 35 pacientes (89%) obesas con SOP que
recibieron 1.5g diarios de metformina ovularon ya sea espontaneamente o en respuesta a
citrato de clomifeno, en tanto que Unicamente el 12% de las pacientes que recibieron placebo

presentaron ovulacion espontanea.”

En el consenso de criterios diagndsticos y factores de riesgo a largo plazo asociados a
SOP de Rotterdam,” se concluyé que debido a la falta de consenso entre los diferentes

autores acerca del papel (deletéreo o benéfico) de las concentraciones elevadas de LH en la



fisiopatogenia de la disfuncion ovarica en el SOP, éstas no deben ser un criterio clinico

diagnostico para la enfermedad.”

En un estudio que siguié prospectivamente un grupo de 39 mujeres con SOP, a las que se
les administr6 metformina durante 12 semanas (500mg tres veces al dia), se observo una
disminucioén en la produccién tanto de insulina en ayuno como de testosterona, mejoria clinica
del hiperandrogenismo, disminucion en el indice de masa corporal y normalizaciéon de la
ovulacidn, sin encontrarse cambios en las concentraciones de LH, ni en el cociente LH/FSH.”!
De la misma forma, en un grupo de mujeres brasilefias a las que se administr6 metformina
durante 1 mes (500mg tres veces al dia), se encontrd una disminucién en la produccion tanto
de insulina en ayuno como de testosterona, pero en un subgrupo de mujeres obesas solo se
observd disminucion en las concentraciones de testosterona. En este estudio tampoco se
observaron cambios en las concentraciones de LH, ni en el cociente LH/FSH, tanto en
mujeres obesas como no obesas.”> Mas atin en un estudio en que se siguié por 12 semanas a
un grupo de 20 mujeres obesas morbidas tratadas con metformin (850mg tres veces al dia), no
se observaron cambios en la resistencia a la insulina, en las concentraciones de testosterona o
de las gonadotropinas, ni en los datos clinicos de hiperandrogenismo. Estas mujeres

mantuvieron su peso a lo largo de todo el estudio.”

Contrario a lo anterior, en otro estudio en que se siguieron prospectivamente 20 mujeres
escocesas obesas con oligomenorrea y SOP, tratadas con metformina (850mg dos veces al
dia) durante 8 semanas, se observé un descenso importante tanto de HL y testosterona dentro
de la primera semana de tratamiento con metformina. En este estudio se observd que las
pacientes con mayor €xito terapéutico en cuanto a normalizacion de la ovulacion fueron
aquellas con concentraciones elevadas de testosterona y de LH al inicio del tratamiento.” De
la misma manera, en otro estudio en que se siguié un grupo de 20 mujeres venezolanas con
oligomenorrea o amenorrea, hirsutismo y SOP a las que se administré metformina (500mg
tres veces al dia) durante 6 meses, se observé una disminucion significativa tanto de LH como
del cociente LH/FSH, acompafiada de mejorias en la ovulacion y en la fertilidad.”* En otro
grupo de 30 mujeres italianas seguidas durante 6 meses, a las que se administré metformin a
la misma dosis, también se encontré notable mejoria tanto clinica (disminucion del
hiperandrogenismo y de los trastornos menstruales) como bioquimica (sensibilidad a la
insulina, reduccion de la testosterona), resaltando una notable disminucion en las

. . . 62
concentraciones de LH en las mujeres respondedoras al tratamiento.
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Finalmente, en un estudio en que se evaluo el efecto de metformin en la liberacion
episddica espontanea de LH en un grupo de 12 mujeres italianas no obesas con SOP, antes y 6
meses después del tratamiento (500mg dos veces al dia), se observd una reduccion
significativa de LH, androstenediona, testosterona, 17a- hidroxiprogesterona y del cociente
LH/FSH, asi como una mejoria en la sensibilidad a la insulina. Hubo una significativa
reduccion en la amplitud de los pulsos de la LH, mas no asi en la frecuencia de éstos. Mejord
la ciclicidad de las mujeres amenorreicas y oligomenorreicas y hubo un descenso notable en

R 1
el volumen ovarico.'®
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JUSTIFICACION

A nivel mundial, el SOP es la enfermedad endocrinoldgica mas frecuente en mujeres en
edad reproductiva a nivel mundial (5 a 10% de mujeres en edad reproductiva) y los trastornos
gue ocasiona merman la calidad de vida y repercuten directamente en la fertilidad de las
mujeres que lo padecen. Se han realizado diferentes estudios que demuestran el efecto
benéfico de la metformina en la correccién del hiperandrogenismo, los trastornos menstruales
y la fertilidad en el SOP. Se han sugerido y demostrado diferentes mecanismos que explican
la fisiopatologia de los trastornos en la secrecion y regulacion de las diferentes hormonas
implicadas en este padecimiento, pero quedan algunas preguntas sin aclarar relacionadas con
el papel de las gonadotropinas, principalmente LH, en los trastornos de la fertilidad en el SOP
asi como con el impacto de la resistencia a la insulina en las concentraciones circulantes de
esta gonadotropina. Diferentes autores han cuantificado las concentraciones de LH y
calculado el cociente LH/FSH posterior a la correccion de la resistencia a la insulina y la
mejoria de los sintomas del SOP después de tratamiento prolongado con metformin,
obteniendo diferentes resultados. La mayoria demuestran un descenso en los concentraciones
de LH y del cociente LH/FSH, pero esto ha sido mediante mediciones tnicas al principio y al
final del tratamiento, sin demostrarse cambios en la secrecion episodica de las
gonadotropinas. Existen en menor cantidad estudios en los que se han obtenido muestras
seriadas para la cuantificacion de gonadotropinas, siendo los intervalos de muestreo muy
cortos (4 a 6 horas), lo que ha llevado a datos poco concluyentes acerca del papel que juega la
resistencia a la insulina en las anormalidades secretoras de estas hormonas. Es necesario, por
lo tanto, realizar estudios en mujeres con SOP en los que se analice de forma detallada la
secrecion episddica de las gonadotropinas a intervalos méas frecuentes, antes y después del
tratamiento con metformina durante un tiempo méas prolongado, para un mejor conocimiento

de la cinética de su secrecion y del impacto que sobre ésta tiene la resistencia a la insulina.

De documentar una relacién entre la cinética anormal de secrecion de la LH y la
resistencia a la insulina en el SOP, asi como la correccién de la misma con agentes
sensibilizadores de la insulina, ofrecera opciones terapéuticas enfocadas basicamente hacia la
correccion de la anormalidad metabdlica en el SOP y la prevencion de alteraciones a largo

plazo (DM, hipertension arterial, dislipidemia).
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OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar el papel de la hiperinsulinemia en las anormalidades neuroendocrinas del SOP
mediante el andlisis de la dindmica de secrecion de la LH y su modificacion al corregir la

hiperinsulinemia y resistencia a la insulina mediante la administracion de metformina.
Objetivos particulares

A. Cuantificar las concentraciones circulantes de LH a intervalos frecuentes, antes y
después de la administracion de un sensibilizador de la insulina (metformina).

B. Analizar la vida media y la tasa de produccion de LH antes y después de la
administracion de metformina.

C. Cuantificar la masa de LH secretada por pulso espontaneo antes y después de la
administracion de metformina.

D. Cuantificar la sensibilidad hipofisaria al GnRH exdgeno asi como la reserva de LH y
FSH, antes y después de la administracion de metformina.

E. Analizar los cambios en la secrecion coordinada de LH y de testosterona en respuesta

a la administracion de metformina.

HIPOTESIS

La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia en mujeres con SOP causan
anormalidades en la cinética de secrecion de la LH, las cuales son susceptibles de ser

corregidas mediante la administracion de un sensibilizador de insulina.

12



MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se realizé un estudio de caracter comparativo, longitudinal y experimental en el que se
analizaron las caracteristicas de la secrecion episodica de la LH y la reserva hipofisiaria en
mujeres con SOP antes y después de la administracion de metformina. Para estudiar las
caracteristicas de la secrecion episddica de la LH, las pacientes fueron sometidas a un
muestreo sanguineo a intervalos frecuentes (cada 10 minutos durante 12 horas consecutivas)
asi como a una prueba de reto con GnRH exo6geno. Las concentraciones circulantes de la LH
fueron sometidas a un andlisis matemdtico empleando 2 algoritmos para determinar las
caracteristicas de los pulsos de secrecion, la masa de hormona secretada por pulso, su tasa de
produccién y su vida media. Estos procedimientos se llevaron a cabo en condiciones basales
(sin tratamiento) y posteriormente después de tres meses de tratamiento con metformina. Se
estudié también un grupo de mujeres sanas, de edades similares a las pacientes, que fueron

sometidas voluntariamente a los procedimientos sefialados.
Sujetos

Se estudiaron 13 mujeres en edad reproductiva, con diagndstico clinico y ultrasonografico de
SOP, que acudieron a atencion medica al Servicio de Ginecologia Endocrina de la Unidad de
Alta Especialidad Hospital de Ginecobstetricia No.4 “Luis Castelazo Ayala”, IMSS, en el
periodo comprendido entre abril del 2001 y abril del 2002.

Los criterios de elegibilidad fueron los siguientes:
Criterios de inclusion

Mujeres entre 20 y 35 afios con diagnostico de SOP de acuerdo a los criterios de

Roéterdam y que reunieran 3 de los siguientes criterios:

e Tener resistencia a la insulina.

e Presentar menos de 6 periodos menstruales en el ultimo afio) o amenorrea.
e Historia de infertilidad.

e Cociente LH/FSH mayor de 2.

e Hiperandrogenismo clinico (hirsutismo y/o acné¢) o bioquimico.
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e Ultrasonografia (USG) transvaginal en mujeres con vida sexual activa o USG
pélvica en mujeres que no habian iniciado su vida sexual, que mostraran por lo

menos 6 quistes subcorticales <lcm y compromiso de ambos ovarios.
Criterios de exclusion

e  Mujeres embarazadas en el momento del estudio.

e Tratamiento con inductores de la ovulacion en los 3 meses previos al estudio.

e Cualquier otro tratamiento hormonal durante los 3 meses previos al estudio.

e Presencia de enfermedades concomitantes como diabetes mellitus,
hipotiroidismo, hipertension arterial, cualquier otra enfermedad cardiovascular

o hepatica, o cancer.
Criterios de eliminacién

e Pacientes que no siguieron el tratamiento con metformina de manera adecuada.

e No haber acudido a cualquiera de las citas programadas durante el periodo del
estudio.

e Embarazo durante el estudio.

e Desarrollo de  enfermedades  graves durante el  seguimiento,

independientemente del tratamiento.

Inicialmente 17 mujeres con diagnostico de SOP que cumplieron con los criterios de
elegibilidad, aceptaron participar en el estudio. La edad de las pacientes fue de 18 a 35 afios
(mediana 25.7 anos), el indice de masa corporal (IMC) fue normal en 4 mujeres [20.2-
25Kg/m” (mediana 21.8Kg/m?)] y elevado en 13 [27.7-42.2Kg/m® (mediana 32.1g/m?)],,
todas presentaban hirsutismo, resistencia a la insulina (cociente G:I <4.5), ovarios
poliquisticos y aumentados de volumen (volumen >10cm’ por USG transvaginal o pélvica), y
concentraciones circulantes de prolactina y de 170-hidroxiprogesterona normales
(<310mUI/ml y <7nmol/l, respectivamente). La funcion hepatica, renal, hematologica y
tiroidea fueron normales. A todas las pacientes se les recomend6 usar métodos contraceptivos
de barrera hasta el final del estudio. Se obtuvo el consentimiento informado escrito antes de
su participacion. Cuatro pacientes fueron eventualmente eliminadas del estudio (embarazo,
cirugia por torcion de quiste ovarico, rechazo para continuar en el estudio e inasistencia al

segundo dia del muestreo).
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Muestreo

Las voluntarias fueron estudiadas en condiciones basales y después de 12 a 14 semanas de
tratamiento con metformina (Glucophage, Roche-Syntex, México D.F.) a dosis de 500mg tres
veces al dia. El primer dia del estudio, las pacientes acudieron a las 7:00 horas y fueron
sometidas a un examen clinico. Posteriormente se les punciond una vena antecubital con un
catéter Jelco No. 18, dejando una via de acceso venosa permeable con una infusion lenta de
solucion NaCl 0.9% (50ml/hora). La obtencion de las muestras sanguineas (1ml/muestra, cada
10 minutos) se inicio6 a las 8:00 horas y concluy¢ a las 20:00 horas, recibiendo al inicio de la
hora 10 del estudio un bolo intravenoso rapido de 100pug de GnRH sintético (Serono de
Meéxico SA de CV, México). El muestreo se repitié de manera idéntica antes y después de
completado el tratamiento con metformina. Las mujeres en amenorrea estudiaron basalmente
en cualquier dia, en tanto que las oligomenorreicas se estudiaron 3 a 8 dias después del inicio
de la menstruacion. Las pacientes permanecieron en dectbito dorsal con el respaldo elevado
45° y no se les permitié6 dormir. Las muestras fueron conservadas a temperatura ambiente
durante 1 hora y posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm a 4° C durante 15 minutos. El
suero resultante se congeld a -20° C, hasta la determinacioén de su contenido en LH y FSH

mediante radioinmunoanalisis.

Las primeras dos muestras sanguineas se procesaron adicionalmente para analizar las
concentraciones circulantes de glucosa, insulina, estradiol, testosterona, androstenediona y
globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) mediante métodos colorimétricos,
radioinmunoanalisis o fluoroinmunoandlisis segiin correspondi6. También se incluyd un
grupo control de mujeres sanas, de edades similares a las pacientes, en las cuales se realizaron
las cuantificaciones hormonales y de glucosa solamente de manera basal, durante la fase
folicular temprana de un ciclo ovulatorio. Se evalud el apego al tratamiento cada mes,

mediante el conteo de los empaques vacios del medicamento.
Tamario de la muestra

El tamafio de muestra se determin6 considerando un nivel de confianza (1-a) del 95%
(probabilidad de que si las muestras difieren esto refleje una diferencia entre las dos
poblaciones), una potencia (1 - B) del 80% (probabilidad de que si las dos poblaciones
difieren, estas muestren una diferencia significativa), una relacion entre el nimero de

expuestos y de no expuestos de 1:1, con una frecuencia esperada de la enfermedad en el grupo
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no expuesto de 30% e intervalos de confianza del 95%. Todo esto indic6 un tamafio de

muestra de 11 pacientes por grupo.
Analisis hormonales

La LH fue cuantificada mediante radioinmunoanalisis (RIA) empleando como trazador la
preparacion LH-I3, radiomarcada mediante el método de la cloramina T (actividad especifica
70-90 uCi/pg de proteina), el antisuero LH-2 (dilucion final 1:800,000) y LER-907 como
estandar [Img LER= 277Ul de la 2"Preparacion Internacional de Referencia de
Gonadotropinas Menopausicas Humanas] (National Hormone & Pituitary Program, Torrance,
CA, EUA).”7® La deteccién minima de este RIA fue 0.7 TU/1. Los coeficientes de variacion
intra- ¢ interandlisis fueron de 4.1-6.2% y 6.1-11.3% en los intervalos de desplazamiento de
15-23, 45-59 y 75-84% respectivamente. Las concentraciones de FSH en suero fueron
determinadas mediante RIA utilizando el 2a.Preparacion Internacional de Referencia, como se
describié anteriormente.”” Las concentraciones de testosterona fueron cuantificadas en cada
una de las 10 series de muestreo mediante RIA de fase sélida (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA. EUA). Las muestras seriadas de cada participante fueron
analizadas por duplicado en la misma corrida. La SHBG fue cuantificada mediante
inmunofluorometria (Delfia, Wallac Oy, Turku, Finlandia). ElI 17B-estradiol, la
androstenediona, la I7a-hidroxiprogesterona (17-OHP) y el sulfato de dehidroepiandrosterona
(DHEA-S) fueron medidos en la primera muestra de la mafana de cada dia del estudio
mediante RIA de fase sélida (Diagnostic Products Corporation). Los coeficientes de variacion
intra-analisis promediaron <8% (FSH), <5% (estradiol, androstenediona, progesterona, 17-
OHP, testosterona y DHEA-S), y <3.5% (SHBG). Las concentraciones de insulina y glucosa
se analizaron mediante un ensayo de absorcion inmuno-enzimatico (ELISA) y por el método
de glucosa-oxidasa,” respectivamente. Las muestras para la determinacién de FSH, hormonas
esteroideas, SHBG, glucosa e insulina fueron analizadas por duplicado en la misma corrida.
Las concentraciones basales (primera muestra de la mafiana) de todas las mediciones se
compararon con los valores obtenidos en 23 mujeres eumenorreicas que participaron
voluntariamente en el estudio y que fueron muestreadas a las 08:00 horas. En 9 de estas
mujeres se obtuvieron muestras cada 10 minutos durante 2 horas antes de recibir una dosis de
GnRH (100ng/kg) y los valores de sus concentraciones de LH se utilizaron como referencia
para comparar la respuesta inmunoactiva y bioactiva de LH del grupo de estudio a la

administracion exoégena de GnRH.
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Bioensayo in-vitro de LH

Se realiz6 un bioensayo in-vitro de LH y un RIA, de manera separada, a un grupo de muestras
de suero obtenidas de forma basal y después de estimulacion (2 horas) con GnRH (Fig. 2).
Para ambos ensayos se empled6 LH humana recombinante (gentilmente donada por Organon
International BV, Oss, Holanda) como estandar para construir las curvas de referencia
correspondientes. Este bioensayo de LH monitoriza la produccion de AMPc por la linea
celular de rifidon de embrion humano-293 (HEK-293) transfectada de manera estable con el
ADNc del receptor humano de la LH.”® Las concentraciones totales (intracelular y
extracelular) de AMPc fueron determinadas mediante RIA después de la acetilacion de las
muestras.”” Para normalizar el volumen final de incubacion, las muestras fueron diluidas con
suero de mujeres tratadas con contraceptivos orales donde la inmunoreactividad y
bioactividad de LH fue indetectable. Cada muestra fue analizada en 3 diluciones (12.5, 25 y
50ul) por triplicado. La concentracion final (vol/vol) de suero en cada muestra fue menor del

10%.

Analisis de conglomerados (cluster) y por desconvolucién de los pulsos de LH

espontaneos e inducidos por GnRH exdgeno

.....

pulsatiles de la secrecion espontanea de LH. Para definir picos y valles, se consideraron
valores de t de 2.0 tanto para el ascenso como para descenso de las concentraciones, con un
tamafio de conglomerados para nadir y pico de 2 y 1 punto, respectivamente, lo que permitd
una precision y sensibilidad aceptables. En base a los resultados obtenidos, se aplico
posteriormente un analisis por desconvolucidn para cuantificar la frecuencia, amplitud y masa
de la secrecion de LH en las series de muestras de 10 horas (basal) y 2 horas (post—GnRH).81
Para una determinacion mas precisa de estos parametros se utilizo un valor poblacional de la
vida media plasmatica (de 2 componentes) de la LH fijo (15.6 minutos), como ha sido

. .1 82-84
previamente sugerido.

Entropia Aproximada

Se utilizé el método de la entropia aproximada (ApEn) univariada para cuentificar el patron

83,85,86

de regularidad de las mediciones de LH. Esta aproximacion estadistica permite la

medicion de la ordinalidad relativa en tiempo de una serie datos, con una dependencia minima
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de la amplitud media de los pulsos, el valor basal interpulso, o la incertidumbre ocasionada
por valores debajo del umbral de deteccion, y por lo tanto complementa la deteccion
convencional de los pulsos.®*>*" Para cada serie muestras en el tiempo, se calculé el cociente
observado-aleatorizado de ApEN como cociente medio de los valores observados-
aleatorizados, repitiendo al azar 1000 veces la serie de datos originales.”” Cocientes de ApEn

por debajo de la unidad denotan patrones mas ordenados de liberacion hormonal y viceversa.
Analisis de correlacion cruzada

El analisis de correlacion cruzada cuantifica la fuerza de la relacion lineal entre 2 mediciones

838788 Este procedimiento computariza

pareadas sucesivas y espaciadas igualmente en tiempo.
coeficientes de correlacion de Pearson sucesivos y tiempo-especificos. La correlacion cruzada
se aplica para parear valores de datos considerados simultdneamente (al tiempo cero de
retardo) y en varios periodos de tiempo de retardo definidos por los intervalos de muestreo.*’
En el presente estudio las concentraciones de LH (serie A) se compararon de manera pareada
con las de testosterona (serie B) medidas simultdneamente (retardo cero), después (intervalo
positivo) y antes (intervalo negativo). Las estimaciones del error de los valores de r de la
correlacion cruzada fueron propagadas del pool de varianzas intramuestra, con base en la
longitud de las series y el namero de unidades de retardo (k) consideradas.”' La significancia
estadistica global del grupo de valores r a un tiempo determinado fueron analizados mediante
la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov de una muestra, aplicada a la hipotesis nula de

que la puntuacion z de la distribucion de los valores de r es aleatoriamente normal con una

media de cero y una desviacion estandar.®’
Definiciones operacionales:

e Obesidad: Se considerd cuando el IMC fue >27 (peso/talla®)

e Glucosa sérica: Cifras normales entre 80 y 105mg/dl

e Insulina: 7.1 £5.2 uU/ml

e Caociente glucosa/insulina: Normal, >4.5%

e Testosterona: Cifras normales <Ing/ml

e Androstenediona: Cifras normales <1.5ng/ml en fase folicular temprana

e Estradiol. Cifras normales 30-80 pg/ml en fase folicular temprana o media

e LH Y FSH. Cifras normales, 5-15 UI/L (FSH) y 5-25 UI/L (LH) del 2° estandar

de referencia internacional (IRP-HMG), en fase folicular temprana o media .
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e Sindrome de ovarios poliquisticos (SOP): Se considero6 el diagnostico de SOP

cuando la paciente tuvo 2 de los 3 siguientes criterios: '

e Oligo-ovulacién o anovulacion
o Hiperandrogenismo clinico o bioquimico
e Ovarios poliquisticos por USG (presencia de quistes <lcm, subcorticales,

bilaterales y en nimero de por lo menos 10.

Anélisis Estadistico: Se aplico la prueba de t de Student pareada para comparar todas las
mediciones antes y después del tratamiento con metformina. Se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Bonferroni para prueba de t de Student no pareada
utilizada, para comparar las concentraciones basales de LH, FSH, hormonas esteroideas,
SHBG, razén molar de testosterona/SHBG, insulina, cociente glucosa/insulina y respuesta de
LH a la estimulacion con GnRH, entre los diferentes grupos (respondedoras VvS. no
respondedoras y pacientes sanas VS. pacientes con SOP). Los datos fueron transformados
logaritmicamente para normalizar la varianza residual previo al ANOVA. Se calcularon las
areas bajo la curva de LH (ABCLH) en condiciones basales (periodo de muestreo de 10
horas) y en respuesta a GnRH exogena, mediante el método del trapezoide. Se definié como
ALH a la diferencia entre la concentracién maxima de LH estimulada por GnRH exdgeno y la
concentracion media precedente a la administracion del decapéptido. Se empled un analisis
multivariado de varianza (MANOVA) para analizar los cambios en las concentraciones
basales de testosterona y progesterona (primeras muestras de la mafiana) durante el tiempo,
considerando como una variable mixta la respuesta de LH al tratamiento con metformina
(respuesta 0 no respuesta en términos de disminucion de LH). Los valores basales de
testosterona y de progesterona fueron transformados logaritmicamente y las mediciones
repetidas de ambos esteroides fueron utilizadas en un modelo anidado; los contrastes post-
hoc fueron realizados utilizando la prueba exacta de Fisher. Los valores se informan como la
media + error estdndar de la media (EEM). Se consider6 un valor de p < 0.05 como

estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

El analisis de las concentraciones séricas de LH durante 10 horas (liberacion espontanea de
LH por estimulacion del GnRH endogeno) antes y después del tratamiento con metformina,
permitid la identificacion de 2 grupos diferentes de mujeres con SOP de acuerdo a la
respuesta de LH a la administracion del agente sensibilizador de la insulina. Para el propdsito
del estudio, las mujeres respondedoras fueron definidas a priori como aquellas que mostraron
una disminucion del 30% [que corresponde al doble del coeficiente de variacion interensayo
maximo aceptado en el laboratorio para el RIA de LH (15%)] en el ABCLH en respuesta a la
administracion de metformina. Basados en este criterio, se identificaron claramente a siete
mujeres con SOP como respondedoras y a seis como no respondedoras (Fig. 2 y Tabla 1).
Ambos grupos fueron similares en edad e IMC; 2 mujeres en cada grupo no eran obesas.
Ninguno de los grupos presentd mejoria clinica en la regularidad de los ciclos menstruales y
todas las mujeres persistieron con oligomenorrea durante el periodo de tratamiento. Las
concentraciones en suero de insulina, LH, FSH, DHEA-S, progesterona y estradiol antes del
tratamiento con metformina fueron similares en ambos grupos, asi como el cociente LH/FSH.
Los androgenos en suero, el indice testosterona/SHBG, y la 170-OHP fueron

significativamente mayores en el grupo no respondedor (p< 0.05).

Secrecion espontanea de LH

La figura 2 muestra la media (EEM) de las concentraciones de LH en las muestras
obtenidas cada 10 minutos durante 10 horas (liberacion espontanea de LH). Se aplicaron los
analisis de conglomerados (cluster) y por deconvolucién para evaluar la respuesta de LH al
tratamiento con metformina. Las mujeres con SOP que respondieron a la administracion con
metformina de acuerdo con los criterios descritos anteriormente, exhibieron una reduccion
significativa en la concentracion media de LH, la media de las concentraciones de los nadires
y de los valles, y la amplitud de los pulsos de LH a juzgar por el andlisis por conglomerados
(p <0.05); no se detectaron cambios en estos parametros en el grupo de mujeres no

respondedoras (Tabla 2).

Cuando los datos fueron procesados mediante el andlisis por desconvolucion, las mujeres que
respondieron al metformin mostraron una reduccion del 40% en la masa de LH secretada por

pulso y por lo tanto en la tasa de secrecion pulsatil de LH (Tabla 3). Esto fue debido a la
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Tabla I. Datos clinicos, bioquimicos y hormonales en mujeres con SOP, agrupados de acuerdo a su respuesta al tratamiento con metformina.
También se muestran los datos de 23 mujeres normales estudiadas durante la fase folicular temprana de un ciclo ovulatorio. Los valores corresponden

a la primera muestra de la mafiana obtenida en cada dia de estudio.

Respondedoras (n = 7) No respondedoras (n = 6) Mujeres normales

Pretratamiento Post-tratamiento Pretratamiento Post-tratamiento (n = 23)
Edad (mediana y rango) 27(18-35) - 25(19-32) - 27 (24-30)
IMC (kg /m?) 342+2.1 34.1+2.3 33.0+2.0 32.242.2 224 +1.0
Glucosa (mg/dl) 77.0+4.0 80.0+5.3 78.0+7.3 79.0+5.1 83.0+1.5
Insulina (pUl/ml) 29,7 +4.1° 29.5 +5.9¢9 34.00 +7.7° 35.0 £9.37 9.7+1.3
Razén I/G 3.0+0.4¢ 2.8 +0.4¢ 2.7£0.4° 3.741.22 10.1 +0.9
LH (UIA) 19.0 £4.0° 12.0+2.0° 27.0£7.0° 26.0 £ 6.0%¢ 11.0+1
FSH (IUA) 12.0 £+0.5 11.0+1.2 10.0+0.9 11.0+0.8 12+2
Cociente LHFSH 1.6+0.4 1.210.2 2.5 £0.5%¢ 2.4 £ 0.4%¢ 0.92 +0.1
ABCLH (Ul/10h) 10,447 + 2575 6447+1430° 8792 + 2660 10.925 + 2425 -
Androstenediona (nmolA) 9.7#1.1 10.1+0.5 15.1 +0.79°¢ 17.2+1.72¢ 10.7 £0.7
Testosterona (nmol/) 2.1+0.2¢ 1.4+0.1° 3.3 £0.3%¢ 2.9+0.6%¢ 1.4 +0.1
Testosterona (nmol/A/10h) 1.1+0.1 0.8+0.1% 2.0 £ 0.4¢ 1.8+0.3 -
SHBG (nmol/) 35.845.37 32.4 +7.1° 19.4 + 2.49¢ 24.2+4.4° 71.018.1
Indice testosterona/SHBGH 6.6+0.97 5.5+0.9¢° 19.8 £ 3.7%¢ 18.8+4.29¢ 25+0.5
17-OHP (nmolA) 3.940.5 3.340.3 6.2+0.12¢ 5.3+0.2%¢ 3.7+0.4
S-DHEA (umol/) 5.310.6 5.5 0.8 6.710.9 7.2+1.1 5.9 £0.8
Progesterona (nmol/) 21+0.4 1.3 +0.3 2.7+0.37 2.0+0.2 1.7+0.1
Estradiol (pmolA) 157+18 131 +14 162126 197 + 27¢ 118 +11

aP< 0.05 vs mujeres normales.
bp< 0,05 vs tratamiento.

¢P< 0.05 vs respondedoras en el mismo periodo de estudio

dTestosterona x IOO/SHBG.

IMC = indice de masa corporal; 17-OHP = 17a-hidroxyprogesterona; ABCLH = &rea bajo la curva de LH; indice de masa corporal; S-DHEA = sulfato de dehidroepiandrosterona; cociente
G:l = cociente glucosa:insulina; SHBG = globulina transportadora de hormonas sexuales.

Tabla 2. Resultados del andlisis por conglomerados y por desconvolucién, y entropia aproximada (cociente ApEn) de LH en pacientes
con SOP antes y después del tratamiento con 1.5g de metformina al dia durante 3 meses.

Respondedoras No respondedoras
Pretratamiento Post-tratamiento Pretratamiento Post-tratamiento
Andlisis de conglomerados
No. de picos/10 h 8+1 8+1 9+1 10+1
Altura maxima del pico(UI/) 22+5 14 + 3¢ 276 29 £ 4b
Incremento de amplitud del pico (UIA) || 7 £ 1 4+1° 8+2 8t 1b
Area del pico (UIA) 212 £ 51 96 + 27¢ 181 + 30 183 £ 25
Numero de valles/10 h 8+1 9+1 9+1 10+1
Nivel medio de los valles (UIA) 16+4 10 + 2@ 21+5 23 £ 4b
Nadir de concentraciones (UI/A/10 h) 15+4 9+ 2¢ 18+4 20 + 4
Andlisis por desconvolucion
Numero de picos/10 h 9 10 10 10
Masa de pulsos (Ul/1) 13+2 8+ 2@ 10+2 111
Rango de secrecién pulsatil (UIA/10 h)|| 131 £ 25 78 + 18 103 + 25 116 + 10
Concentracién media de HL (UIA/10 h)| 19+ 5 11+ 3¢ 22 +5 24 + 4b
Cociente EpEn (1.35%) 1.4+0.1 1.3+0.6 1.2+0.1 13+0.1

ap < 0.05 vs pretratamiento
bP < 0.05 vs respondedoras

atenuacion selectiva de la amplitud del impulso secretor de LH (por reduccién en la tasa
maxima de secrecion /impulso). La administracion de metformina no se asocié a una

alteracién significativa en la frecuencia de los pulsos de LH, tanto por andlisis de
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conglomerados como por desconvolucion. En las figuras 3 y 4 se muestran ejemplos de las
concentraciones en suero de LH y de sus perfiles secretorios en mujeres de cada grupo, antes
y después del tratamiento con metformina. Para demostrar los cambios en la linearidad de la
liberacion de LH en las mujeres con SOP tratadas con metformina, se us6 la ApEn. Como se
muestra en la Tabla 2, la pérdida de la secrecion sincronizada de LH en el grupo de
respondedoras fue indistinguible del presentado por las no respondedoras, tanto antes como
después del tratamiento. De hecho, el cociente (1,35%) de la ApEn en ambos grupos fue

similar al informado previamente durante la fase folicular temprana.®
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Figura 2. Concentraciones inmunoreactivas de LH en muestras de suero obtenidas cada 10 minutos por 10 horas
antes y después de un pulso i.v. de GnRH (flechas) en mujeres con SOP antes (circulos negros) y después
(circulos vacios) de tratamiento con 1.5g diarios de metformina por 3 meses. A: Mujeres que mostraron una
disminucion >30% en el area bajo la curva de LH bajo tratamiento con metformina; B: Mujeres que no
respondieron a tratamiento con metformina por el criterio sefialado anteriormente. Las areas en gris (en A y B)
muestran el rango de las concentraciones de LH en suero en 9 mujeres normales estudiadas por 4 horas. Se
obtuvieron alicuotas de las muestras de cada periodo de estudio [periodo basal y estimulado con GnRH
(conectores por arriba y debajo de las curvas de concentracion)] y se formaron pozas de suero que fueron
analizadas en su contenido inmunoreactivo y bioactivo de LH.

Secrecion de LH estimulada por GnRH ex6geno

Antes del tratamiento con metformina, las concentraciones de LH presentaron su pico a los 20
minutos y 25 minutos (mediana) después de la inyeccion de GnRH en los grupos de mujeres

respondedoras y no respondedoras, respectivamente; el tiempo para alcanzar la respuesta

22



maxima de LH después de la estimulacion con GnRH exogeno posterior al tratamiento con
metformina fue también similar en ambos grupos (30 minutos). En condiciones basales, la
masa pulsatil de secrecion de LH estimulada por GnRH, la respuesta absoluta de LH (LHA),
la concentracion media de LH, y la ABCLH fueron similares en ambos grupos de pacientes,
pero mayor que las presentadas por mujeres normales. Las pacientes que respondieron a la
administracion de metformina mostraron una atenuacion significativa (<50%, p<0.05) de
todas las mediciones, mientras que en las no respondedoras permanecieron inalteradas (Tabla
3 y Fig. 2). La atenuacion de la respuesta de LH después de la estimulacién con GnRH
exogena presentada por las pacientes respondedoras a la metformina, no se debi6 a diferencias
en las concentraciones basales ya que los porcentajes de los incrementos en la respuesta de

LH antes y después del tratamiento fueron significativamente diferentes (p <0.05).

Tabla 3. Respuesta absoluta a LH (ALH), concentracién media de LH, drea bajo la curva de LH, masa del pulso y porcentaje de
cambio de LH respecto a las concentraciones basales, en muestras de mujeres con SOP estimuladas con GnRH exdgeno, antes y
después de tratamiento con 1.5g de metformina al dia durante 3 meses. También se muestran los datos de 9 mujeres normales en las
que se obtuvieron muestras cada 10 min por 4 horas durante la fase folicular temprana de un ciclo ovulatorio.

Respondedoras (n = 7) No respondedoras (n = 6) Mujeres normales

Pretratamiento Post-tratamiento Pretratamiento Post-tratamiento (n = 9)

ALH (UIA) 124 £ 44° 38 + 9 92 + 337 111 £+ 70%¢ 23 +4
Concentracién media UIA) 84 £ 33° 2970 74 + 257 90 + 24%¢ 25+8
ABCLH (UIA2h) 9199 + 3585 3625 + 8745 8782 + 2915 10.925 + 2657%¢ 3995 + 560
Masa del pulso (UIA) 118 £ 45 41 + 135 93 + 37 84 +30 62 +19
Porcentaje de cambio de LH 764 + 1537 445 + 67° 608 + 1597 623 + 169¢ 331+54

ap < 0.05 vs mujeres normales
bp < 0,05 vs tratamiento
<P < 0.05 vs respondedoras en el mismo periodo de estudio

Concentraciones bioactivas de LH y cociente bioactividad:inmunoactividad (B:1) de LH

El tratamiento con metformina no modific6 las concentraciones basales bioactivas de LH en
el grupo de respondedoras, mientras que en las no respondedoras estas concentraciones se
incrementaron de 32+6 a 42+7 UI/l después del tratamiento con metformina (Tabla 4). El
cociente B:I de LH basal antes y después del tratamiento se mantuvo practicamente inalterado
en el grupo de respondedoras, mientras que en el grupo de no respondedoras el cociente
disminuy6 modestamente de 1.9+0.4 a 1.4+0.3; esta reduccion del cociente B:I de LH fue
aparentemente debida al incremento en el contenido de LH inmunoreactiva en la poza de
suero correspondiente (p <0.05; Tabla 4). Después de la administracion de GnRH, Ilas
concentraciones bioactivas de LH se incrementaron en ambos grupos; la respuesta de LH
bioactiva al GnRH exdgeno bajo el tratamiento con metformina se atenud en el grupo de

respondedoras, pero no asi en el grupo de no respondedoras. A pesar de que el cociente B:I
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post-GnRH fue mayor en las respondedoras, tanto antes como después del tratamiento, estas
diferencias no alcanzaron significancia estadistica. En ambos grupos de mujeres con SOP, las
concentraciones de LH bioactiva y su cociente B:I durante la secrecion espontanea (basal) y la
estimulada por el GnRH exdgeno, fueron mayores que las detectadas en las pozas de suero de

las mujeres eumenorreicas estudiadas durante la fase folicular temprana de un ciclo
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Figura 3. Perfiles de 10 horas ilustrativos de las concentraciones inmunoreactivas de LH en 4 mujeres con SOP
antes y después de tratamiento con metformina. A y B muestran los patrones en 2 pacientes clasificadas como

respondedoras, en tanto que C y D muestran los patrones en 2 mujeres no respondedoras. Los asteriscos sefialan
el valor maximo del pulso determinado por analisis de conglomerados.

Concentraciones en suero de insulina y hormonas esteroides y analisis de correlacion

cruzada de LH vs testosterona

La administraciéon de metformina no provocod cambios detectables en las concentraciones
circulantes de glucosa o de insulina. Consecuentemente, el cociente glucosa/insulina
permanecié inalterado en todas las mueres con SOP, excepto en dos (una de cada grupo). Se
detectd una reduccion significativa (p< 0.05) en las concentraciones totales de testosterona

(cuantificada en la primera muestra de la mafiana y en las muestras obtenidas a lo largo de 10
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horas) en el grupo de mujeres con SOP que presentaron una disminucion significativa tanto en
la secrecion espontanea de LH como en la inducida por GnRH exodgeno en respuesta a la
administracion de metformina (Tabla 1 y Figuras 5SA y B). Tres pacientes en el grupo no
respondedor presentaron una reduccién detectable (21-60%) en la concentracion de
testosterona en la primera muestra de la mafana y 5 mostraron una disminucion modesta,
aunque no significativa, en la concentracion media de testosterona (promedio de 10 horas).
Sin embargo, el andlisis de varianza multivariado reveld6 que en ambos grupos las
concentraciones basales de testosterona (primera muestra de la mafiana) declinaron
modestamente con el tiempo, independientemente de la respuesta al tratamiento con
metformina [p <0.048 para los grupos de respuesta a la LH (grupo respondedor y no
respondedor) y p<0.052 para el tiempo (pretratamiento y post-tratamiento)]. Se encontraron
resultados similares para las concentraciones de progesterona en usero (MANOVA para los
grupos de LH, p<0.087; para tiempo, p <0.029). Las concentraciones en usero de
androstenediona, progesterona, estradiol y SHBG asi como el indice molar
testosterona/SHBG no cambiaron en respuesta a la metformina en ambos grupos de pacientes.
Hubo una reduccidon discreta post-tratamiento (no estadisticamente significativa) en las
concentraciones de 17a-OHP en ambos grupos.

Tabla 4. Concentraciones inmunorreactivas y bioactivas de LH en suero, en mujeres con SOP antes (basal) y después de la

estimulacién con GnRH exdégeno, antes y después del tratamiento con 1.5g de metformina al dia durante 3 meses. También se muestran

los datos de 9 mujeres normales en las que se obtuvieron muestras cada 10 min por 4 horas durante la fase folicular temprana de un
ciclo ovulatorio y a las que se les administré6 GnRH después de 2 horas de muestreo.

Respondedoras (n = 7) No respondedoras (n = 6) Mujeres normales

Pretratamiento Post-tratamiento Pretratamiento Post-tratamiento (n = 9)

Basal

LH inmunorreactiva(UIA) 14 + 22 12 + 22 18 + 224 42 + 13pbed 101

LH bioactiva (UIA) 29 + 524 27 + 524 32 + 64 42 + 72bcd 10+ 2
Cociente B:l 2.2 £0.44 2.2 +0.24 1.9 + 0.44 1.4+0.3 1.1+0.1
Post-GnRH

LH inmunorreactiva(UIA) 34+9 29+9 47 + 114 56 + 11°¢d 225

LH bioactiva (UIA) 122 + 164 68 + 6°d 82 + 9d 114 + 12bcd 17 +3
Cociente B:I 4.6+1.89 2.9+0.7¢ 1.8 £0.2¢ 2.2 +0.5¢ 0.85+0.1

Razdn B:l = razdn bioactiva:inmunorreactiva

3P < 0.05 basal versus post-GnRH en el mismo grupo.

bP < 0,05 vs respondedoras en el mismo periodo de

estudio

¢P < 0.05 vs periodo de pretratamiento en el mismo grupo

dp < 0.05 vs mujeres normales
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Figura 4. Perfiles de concentracion de LH inmunoreactiva (A, C, E y G) y tasas de secrecion de LH resueltas
por andlisis de deconvolucion (B, D, F y H) en 2 pacientes con SOP antes (graficas a la izquierda) y después
(graficas a la derecha) de tratamiento con 1.5 g de metformin diarios. A a D, muestran los patrones en una

paciente clasificada como respondedora; E a H, muestran los patrones en una paciente no respondedora.
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Figura 5. Patrones ilustrativo es de las concentraciones de LH y testosterona durante 10 horas en 4 mujeres con
SOP, antes (lineas negras) y después (lineas grises) de tratamiento con metformina. A y B muestran los patrones

en 2 pacientes clasificadas como respondedoras, en tanto que C y D muestran los patrones en 2 mujeres no
respondedoras.

Se aplico el andlisis de correlacion cruzada para evaluar la relacion lineal bivariada (con
retardo en el tiempo) en la secrecion hormonal. Los resultados se resumen en la figura 6.
Cuando se analizaron las muestras seriadas de mujeres con SOP, ya sea agrupadas en un solo
grupo o en grupos separados (respondedoras y no respondedoras) no se detectaron
asociaciones significativas entre las concentraciones en suero de LH y testosterona en
condiciones basales (o sea, antes del tratamiento con metformina). Después del tratamiento,
las concentraciones de LH y testosterona se correlacionaron negativamente a intervalos
(retardos) de tiempo de 0-20 minutos [o sea, la LH se incrementd (o disminuyd) 0-20 minutos
después de que la concentracion de testosterona disminuyd (o se incrementd)

reciprocamente]. A pesar de que el poder del estudio fue suficiente para demostrar la
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significancia estadistica de esta relacion en retroalimentacion negativa unicamente cuando se
consider6é al grupo de mujeres con SOP como un todo, el perfil de correlacion cruzada
mostrado por las mujeres con SOP que respondieron a la metformina (Fig.6B) sugiere
fuertemente que la significancia de la correlacion encontrada ocurrio a expensas de los

cambios presentado por este grupo.
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Discusion

El SOP se caracteriza por la secrecion inadecuada de las gonadotropinas hipofisarias, con
una secrecion aumentada de LH y concentraciones disminuidas de FSH. La secrecion
aumentada de LH ocurre a expensas de un incremento tanto en la frecuencia como la amplitud
de los pulsos de LH.>'P**° A pesar de que el mecanismo responsable de la secrecion
aumentada de LH no es claro, se ha propuesto a la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia compensatoria (presentes tanto en mujeres delgadas como obesas con SOP)
como un mecanismo potencial para las anormalidades neurosecretorias caracteristicas de este
sindrome.”****'** Sin embargo, diversos estudios que han utilizado hipoglucemiantes orales
para corregir este defecto, han encontrado resultados contradictorios. En algunos de éstos se
encontrd una disminucion importante de las concentraciones séricas de LH después del

15-17,55,71,95

tratamiento con agentes sensibilizadores de la insulina, mientras que en otros no se

documentaron cambios en la liberacion basal de LH ni en la respuesta de LH a la estimulacion

, . 62,73,96-98
con GnRH exodgeno en respuesta al tratamiento.” ">

Por ejemplo, Metha y colaboradores
informaron que la administracion de pioglitazona durante 20 semanas a mujeres obesas con
SOP e hiperinsulinemia no modificé las concentraciones medias de LH, la frecuencia o
amplitud de los pulsos de LH, ni la respuesta de esta gonadotropina al GnRH exogeno,”
mientras que en otro estudio la administraciéon de metformina durante 6 meses restableci6 a la
normalidad tanto la secrecion episddica espontanea de LH como la funcién ovérica en
mujeres con SOP no obesas y normoinsulinémicas.'® A pesar de que las diferencias en el IMC
podrian explicar estas discrepancias’® se ha demostrado que las mujeres obesas y no obesas
con SOP no representan un subtipo patofisioldgico diferente de esta enfermedad, sino mas
bien un espectro continuo de anormalidades en las gonadotropinas que varia con la grasa

1314019 Bn Jas mujeres con SOP estudiadas en el proyecto de investigacion

corpora
desarrollado, tanto la frecuencia como la amplitud de los pulsos de LH se incrementaron
uniformemente cuando se comparan con aquellos informados previamente en mujeres

. . . 101,102
normales estudiadas en la fase folicular del ciclo menstrual. "~

En esta poblacion de
mujeres con SOP resistentes a la insulina, en la que predominé el sobrepeso, la administracion
de metformina durante 3 meses permitio la identificacion de 2 subtipos de pacientes: uno en
la que la metformina fue marcadamente efectiva para disminuir tanto la secrecion espontanea
(basal) de LH como la estimulada con GnRH, y otro en el que el tratamiento fue totalmente

inefectivo en la modificacion de las anormalidades secretorias de LH y en la respuesta

hipofisaria a la administracion de GnRH exdégena. Es mas, en el grupo respondedor a la
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metformina, los cambios en la funcidn neuroendocrina ocurrieron en presencia de un cociente
glucosa/insulina persistentemente bajo (este cociente es una medida util de la sensibilidad a la

60,103

insulina en las mujeres con SOP). Este ultimo hallazgo (que podria esperarse

considerando los resultados variables sobre la resistencia a la insulina encontrados con el uso

de esta droga en particular en mujeres delgadas u obesas con SQP>>6%7273:96.97

indica que la
correccion de la secrecion inapropiada de LH y la respuesta al GnRH exdgeno presentada por
el grupo respondedor, no se relacion6 con la mejoria en la respuesta de la insulina y/o de la
hiperinsulinemia al tratamiento. Los hallazgos presentados difieren de aquellos informados
por Eagleson y colaboradores™ los cuales encontraron un incremento marcado en la
concentracion media de LH y de la amplitud de sus pulsos posterior a la administracion de
metformina durante 4 semanas en algunas (mas no en todas) mujeres con SOP. Este hallazgo
contradictorio no es totalmente claro y las diferencias podrian ser debidas a variaciones en el
tiempo del estudio, grado de obesidad y/o duracion del tratamiento. De hecho, Genazzani y
colaboradores'® encontraron que la administracion de metformina durante 6 meses restaurd a

la normalidad la secrecion episddica de LH en mujeres con SOP no obesas ni insulino-

resistentes.

La disparidad en la respuesta de LH a la metformina en las mujeres con SOP estudiadas, es
aparentemente contradictoria. Debe considerarse, sin embargo, que las mujeres con SOP
refractarias al tratamiento con metformina presentaron cocientes LH/FSH, asi como
concentraciones basales de androstenediona, testosterona total, indice testosterona/SHBG y
17-OHP mayores, y concentraciones de SHBG menores que las mujeres en el grupo
respondedor. Ademas, las mujeres del grupo respondedor presentaron una reducciéon modesta
pero significativa (p<0.05) de las concentraciones en suero de testosterona como resultado de
la exposicion a la metformina. En este subgrupo de mujeres con SOP, la menor exposicion a
androgenos a nivel hipotalamico e hipofisario pudo haber facilitado la disminucién en las
concentraciones medias de LH y en la sensibilidad hipofisaria al GnRH enddgeno en
respuesta al tratamiento con metformina. Siguiendo esta linea, también fue interesante
encontrar que las pacientes respondedoras a metformina mostraron asi mismo una
disminucioén significativa (p<0.05) en la respuesta maxima de LH al GnRH exo6geno, la cual
no se relacionod con la reduccion en las concentraciones de la LH previas a la administracion
del péptido liberador, ya que el cambio porcentual con respecto a las basales también difirid

entre los estados de pre-tratamiento y post-tratamiento.
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Debido a que los efectos de la metformina en la funcion hipotalamo-hipofisaria de las
pacientes con SOP respondedoras a la metformina no se correlaciond con una mejoria en la
resistencia a la insulina o en la hiperinsulinemia compensatoria (o con pérdida de peso
durante el tiempo del estudio), pareceria razonable identificar a la unidad hipotadlamo-
hipofisaria y/o al ovario como potenciales blancos de la acciéon de la metformina. A nivel
hipotadlamo-hipofisiario, la metformina podria influenciar la actividad de uno o mas factores
que controlan directa o indirectamente la fuerza del impulso hipotaldmico de GnRH y/o la

’ . 104-108
sintesis de LH,

y consecuentemente atenuar la sefial secretora dependiente de GnRH, la
liberacion de LH y la produccion de testosterona. La posibilidad de que la unidad hipotalamo-
hipofisiaria pueda representar un blanco de la accion de la metformina se apoya en un estudio
reciente en el que la administracion de esta droga a pacientes con hipotiroidismo primario
suprimid las concentraciones en suero de la hormona estimulante de tiroides.'”''’ La
observaciéon de que el tratamiento con metformin no modifico la frecuencia de los pulsos de
LH en el grupo respondedor y que el analisis por deconvolucién documenté una marcada
reduccion en la masa de LH secretada después de la infusion del GnRH exodgeno, indican que
el gonadotropo podria ser el blanco de los efectos del tratamiento con metformina en la
liberacion de LH. Estos hallazgos sugieren ademads la existencia de un defecto hipotalamico
intrinseco (y autébnomo) como factor potencial adicional en la secrecion inapropiada de
gonadotrofinas en el SOP. Alternativamente, la metformina podria actuar directamente en el
ovario y asi atenuar la biosintesis de testosterona, con la consecuente reducciéon en la
exposicion hipotalamica y/o hipofisiaria a los androgenos y la correccion de la secrecion
inapropiada de LH. En este escenario, la reduccion del sustrato androgénico para la enzima
aromatasa, tanto a nivel ovarico como hipofisario, podria contribuir adicionalmente a la

disminucién en la secreciéon de LH inducida por GnRH.'"

Esta posibilidad es consistente con
estudios in-vitro e in-vivo que indican que la metformina puede actuar directamente en el
ovario inhibiendo la produccion de androgenos en las células de la teca,''® asi como atenuar la

actividad del citocromo P450c17a inducido por el estimulo gonadotropico.''?

Algunos estudios han demostrado que la liberacion de LH, tanto basal como inducida por el
GnRH, no se afectan por el tratamiento con metformina.”® Consistente con estas
observaciones, en el presente estudio se encontré6 que un subgrupo de mujeres obesas con
SOP fue completamente refractario al tratamiento con esta droga, a pesar de presentar un
fenotipo similar al subgrupo de pacientes que respondieron al tratamiento. Diferencias en la

concentracion y/o acciéon de otros reguladores del eje reproductor (como la leptina, por
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ejemplo), en el tiempo de depuracion periférica de la metformina y en la gravedad de la
enfermedad, podrian haber influido también en las diferentes respuestas a la metformina
encontradas en la poblacion de mujeres con SOP estudiada. A este respecto, se han
identificado recientemente numerosos genes involucrados en una serie de funciones
biologicas que son expresados diferencialmente en ovarios normales y poliquisticos,?®! !
lo que apoya la posibilidad de que existan subtipos de pacientes con SOP que difieran entre si
en el grado de alteracion en la expresion de ciertos genes. La existencia de diferentes “signos”
moleculares en subgrupos de mujeres con SOP explican razonablemente la amplia

. . ;. . ;e ;o4 : 11
heterogeneidad genética, clinica y bioquimica caracteristica de esta compleja enfermedad'" y,

consecuentemente, la variedad de respuestas a estrategias terapéuticas similares o idénticas.

Un estudio previo en adolescentes con SOP documentd una disrupcién prominente en la
sincronia de la secreciéon bihormonal de LH y testosterona.''® Este estudio detecté una pérdida
de la retroalimentacion en ambos sentidos entre LH y testosterona. Se han propuesto varias
caracteristicas patofisiologicas del SOP (incluyendo la falla de la progesterona para controlar
negativamente la secrecion pulsatil de LH, el estimulo excesivo de LH, y la pérdida de la
capacidad de la unidad hipotalamo-hipofisaria para responder a las concentraciones
aumentadas de andrégenos biodisponibles) como responsables de las anormalidades en el
retrocontrol LH-testosterona-LH en esta enfermedad.'”’” Los resultados del presente estudio
sugieren que la disminucion en la secrecion coordinada de LH y testosterona que presentan
las adolescentes con SOP puede persistir hasta la edad adulta; adicionalmente, el estudio
demuestra que el tratamiento con metformina puede restablecer la normalidad del retrocontrol
de la testosterona (o de su producto aromatizado) sobre la tasa de secrecion de LH por -20 a 0
minutos. Este hallazgo sugiere que la secrecion relativamente auténoma de LH (menos
dependiente de retroalimentacion negativa) que prevalece en el SOP es susceptible de
corregirse parcialmente mediante la administracion de esta droga en un subgrupo particular de

pacientes.''®

Consistente con estudios previos que han utilizado bioensayos heterdlogos in-vitro para
evaluar la bioactividad de la LH circulante,'"” el bioensayo homélogo empleado en el presente
estudio mostrd valores elevados de LH bioactiva en condiciones basales y estimuladas por el
GnRH exo6geno en mujeres con SOP, las cuales no se modificaron con la administracion de
metformina en ninguno de los grupos estudiados. El aumento en la bioactividad de LH en el

SOP se ha atribuido a la alteracion que en el microambiente hipofisariao ejercen las hormonas
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esteroideas sexuales''® y/o la hiperinsulinemia.'"” Este incremento en la potencia biologica de
LH a nivel de su célula blanco, podria ser un factor adicional para la produccion excesiva de
androgenos en la mujer con SOP. Es posible que la atenuacion en las concentraciones de
testosterona observado en el grupo respondedor, aunque suficiente para alterar la dinamica
secretora de LH, no haya sido de la magnitud requerida para modificar la glicosilacion de la
gonadotrofina, que es un determinante importante tanto para la vida media como para la
potencia de la gonadotrofina a nivel de su organo blanco.'"” Alternativamente, la
hiperinsulinemia persistente pudo haber oscurecido el efecto de los cambios en el medio
ambiente de esteroides sexuales provocado por la metformina, en la sintesis de LH bioactiva

y/o en su liberacion.

En resumen, en un subgrupo de mujeres con SOP, la administracion de metformina
durante 3 meses disminuyé tanto la secrecion espontanea de LH como la estimulada por
GnRH exdgeno, asi como las concentraciones basales de testosterona, permitiendo el
restablecimiento del retrocontrol de los esteroides ovaricos en la dinamica de secrecion de
LH, sin alterar la frecuencia de sus pulsos ni la potencia bioldgica de la gonadotropina..Ya
que la restauracion parcial de la secrecion inapropiada de LH que resulté de la exposicion a
metformina ocurrid en ausencia de cambios detectables en la sensibilidad a la insulina, es
posible que los efectos de esta droga hayan sido el resultado de acciones directas o indirectas
en la hipofisis, el compartimiento de células tecales del ovario, o en ambas. Se requieren de
estudios adicionales para identificar con mayor precision el o los factores de los que depende
la respuesta a metformina en el SOP, asi como los subgrupos de pacientes que se pueden

beneficiar con este medicamento en particular.
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