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RESUMO

BERTOZI, R. I. Avaliacdo do efeito de contraceptivos hormonais sobre o sistema
complemento. 2011. 67f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

A ocorréncia de trombose estd freqlientemente associada com a presenca de um ou mais
fatores de riscos, os quais podem ser genéticos e/ou adquiridos, tais como as mudancas
hormonais que ocorrem durante a gravidez, a terapia de reposicdo hormonal e o uso de
contraceptivos hormonais combinados (CHC). A inflamac&o, por sua vez, € uma importante
resposta do organismo as agressdes e envolve varios mecanismos bioldgicos relacionados
entre si e altamente regulados, tais como: coagulacdo, fibrinolise, ativacdo do sistema
complemento (SC), antioxidagdo e regulacdo hormonal. Fisiologicamente, o0s sistemas
complemento e da coagulacdo compartilham componentes. A ativacdo do fator XII da
coagulacdo é controlada pela mesma proteina reguladora da ativacdo do sistema
complemento, o inibidor de Cl. A deficiéncia do inibidor de Cl leva a uma patologia
conhecida como angioedema hereditario. No entanto, uma manifestagdo clinica similar ao
angioedema tem sido descrita em mulheres que usam CHC ou recebem terapia de reposicédo
hormonal com estrogénio (E). Esta influéncia do estrogénio na coagulagdo e no SC também é
evidenciada pela acdo regulatoria do E sobre a expressdao do fator XIlI e dos seus niveis
plasmaéticos. Considerando o efeito pleiotrépico do E, e as interagdes do SC e da hemostasia,
0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes CHC sobre: a) a atividade hemolitica
(AH) do SC e ativacdo das vias cléssica/lectina e alternativa; b) a atividade opsonizante do SC
em mediar o burst oxidativo dos neutrofilos; e c) a funcdo dos receptores para complemento
(CR) em mediar o burst oxidativo dos neutrofilos. N6s estudamos 5 CHC diferentes e
observamos que a) drospirenona + 30ug E mostrou uma tendéncia a aumentar o burst
oxidativo mediado por CR; b) gestodeno + 20ug E mostrou reducdo da capacidade
opsonizante do SC; c) levonorgestrel + 30ug E e gestodeno + 20ug E promoveram uma
reducdo no numero de neutréfilos positivos para a expressdo de CR1; d) drospirenona + 30ug
E e drospirenona + 20ug E promoveram um aumento da AH da via classica (VC) do SC; e)
levonorgestrel + 30ug E promoveu uma reducdo da AH da VC do SC; f) drospirenona + 30ug
E, gestodeno + 20ug E e levonorgestrel + 30ug E promoveram uma diminui¢do do nivel
sérico de C4d, produto da ativacdo das vias classica/lectina do SC; g) levonorgestrel + 30ug E
apresentou um aumento da concentracdo sérica de inibidor de C1; h) nenhum dos CHC
mostrou diferencas na ativacao da via alternativa do SC. Os resultados mostram a importancia
de considerar os diferentes grupos de CHC nas comparagdes com o Grupo Controle, uma vez
que algumas diferencas foram significativas apenas para CHC em particular. Estas
observagbes podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na
fisiopatologia dos processos inflamatorios associados ao uso de estrogénios.

Palavras-chave: contraceptivos hormonais; sistema complemento; neutréfilos



ABSTRACT

BERTOZI, R. I. Evaluation of the effect of hormonal contraceptives on the complement
system. 2011. 67f. Dissertation (Masters). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

The occurrence of thrombosis is often associated with the presence of one or more risk
factors, which may be genetic and/or acquired, such as hormonal changes that occur during
pregnancy, hormone replacement therapy and the use of combined hormonal contraceptives
(CHC). The inflammation in turn, is an important body's response to the aggression and
involves several biological mechanisms related and highly regulated, such as coagulation,
fibrinolysis, activation of the complement system (CS), oxidation and hormonal regulation.
Physiologically, the complement and coagulation systems share components. Activation of
coagulation factor XII is controlled by the same regulatory protein activation of the
complement inhibitor C1. The deficiency of C1 inhibitor leads to a condition known as
hereditary angioedema. However, a clinical manifestation similar to angioedema has been
reported in women using CHC or receiving hormone replacement therapy with estrogen (E).
The influence of E on coagulation and the CS is also evidenced by the regulatory action of E
on the expression of factor XII and its plasma levels. Considering the pleiotropic effects of E,
and the interactions of CS and hemostasis, the goal of this study was to evaluate the effect of
different CHC on: a) hemolytic activity (HA) CS and activation of classical/lectin and
alternative pathways, b) the opsonizing activity of the CS in mediating the oxidative burst of
neutrophils, and c) the function of receptors for complement (CR) in mediating the oxidative
burst (OB) of neutrophils. We studied 5 different CHC and data showed: a) drospirenone +
30ug E increase of the OB neutrophils mediated by CR; b) gestodene + 20ug E had a
reduced opsonizing ability; c) levonorgestrel + 30ug E and gestodene + 209 E promoted a
reduction of neutrophils positive for the expression of CR1, d) drospirenone + 309 E and
drospirenone + 20ug E promoted an increase in HA for classical pathway (CP); e)
levonorgestrel + 309 E reduced the HA for CP; f) drospirenone + 309 E and gestodene +
20ug E and levonorgestrel + 30ug E reduced the serum level of C4d; g) levonorgestrel +
30ug E showed an increase of the serum level of C1 inhibitor; h) none of CHC showed
differences in activation of the alternative pathway in CS. The results show the importance of
considering the different groups of CHC in comparison with the control group, since some
differences were significant only for CHC in particular. These observations may contribute to
the understanding of the mechanisms involved in the pathophysiology of inflammatory
processes associated with estrogen use.

Keywords: hormonal contraceptives, the complement system, neutrophils.
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1. INTRODUCAO

Os contraceptivos hormonais combinados (CHC) consistem em uma dose diaria
constante de uma associagdo de estrogénio e progestagénio, sendo a forma mais
freqliente prescrita de pilulas anticoncepcionais (ROSENDAAL, 2005). Os CHC
apresentam efeitos benéficos sobre a saude, por exemplo aliviando a dismenorréia,
mastodinia e tensdo pré-menstrual, doenca inflamatdria pélvica, gravidez ectopica,
endometriose, melhorando acne e hirsutismo (LOOSE-MITCHELL; STANCEL, 2001).
No entanto, a ocorréncia de trombose (oclusdo vascular por formacdo de um coagulo)
esta frequentemente associada com a presenca de um ou mais fatores de riscos, 0s quais
podem ser genéticos e/ou adquiridos, tais como as mudancas hormonais que ocorrem
durante a gravidez, a terapia de reposicdo hormonal e o uso de CHC (ROSING;
CUVERS; TANS, 2001).

Os fatores de risco da doenca tromboembdlica sdo imobilidade, neoplasias,
idade, sexo, obesidade, traumatismo, insuficiéncia cardiaca em tratamento com
diuréticos, contraceptivos hormonais, distlrbios congénitos com deficiéncia da
antitrombina ou da proteina C (ALBUQUERQUE; VIDAL, 1996). Ja o uso de CHC
pode aumentar o risco de doencas tromboembolicas em mulheres com historia familiar
ou pessoal anterior, e/ou com doencas inflamatérias cronicas (ROSING; CUVERS;
TANS, 2001).

A inflamagcdo, por sua vez, é uma importante resposta do organismo as agressoes
e envolve varios mecanismos bioldgicos relacionados entre si e altamente regulados.
Tais mecanismos incluem coagulacédo, fibrindlise, ativacdo do sistema complemento,
antioxidacdo e regulacdo hormonal através do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal
(ESMON, 2004). A regulacdo destes sistemas pode ser influenciada por variagcbes no
estado fisioldgico, patolégico ou ainda por acdo de drogas e/ou medicamentos
(TANRIVERDI et al., 2003). Nestas circunstancias, as respostas bioldgicas mediadas
por estes sistemas podem ter implicacdes fisiopatoldgicas, prejudicando a homeostase

do hospedeiro.

1.1 — Hemostasia

A hemostasia é 0 processo responsavel pela manutengéo da integridade vascular

e da fluidez do sangue no sistema circulatorio. Gracas a acao regulada de uma variedade



de mecanismos, o sistema hemostatico simultaneamente contrapde-se a perda excessiva
de sangue e evita a formacdo de trombos intravasculares. Os componentes do sistema
hemostatico incluem as plaquetas, os vasos, as proteinas da coagulacdo, o0s
anticoagulantes naturais e o sistema de fibrindlise. A coagulacdo sangiinea é iniciada
quando o sangue é exposto a componentes que, normalmente, ndo estdo presentes no
interior dos vasos, em decorréncia de lesdes estruturais (lesdo vascular) ou alteracfes
bioquimicas (FRANCO, 2001).

O processo de coagulacédo é, didaticamente, dividido em duas vias, a extrinseca
(envolvendo componentes do sangue e elementos que usualmente nédo estdo presentes
no espaco intravascular), e a intrinseca (fatores presentes no espago intravascular)
(Figura 1). Do ponto de vista fisiologico, ndo ha distincdo clara entre estas vias, que
atuam de modo altamente interativo in vivo e culminam em uma via comum. A
coagulagdo ocorre por meio de ativacdo proteolitica, sequencial de zimdgenos,
resultando na formacgdo de trombina que, entdo, converte o fibrinogénio solivel em
coagulo de fibrina (insollvel). Na via extrinseca, o fator VII plasmatico, na presenca de
fator tecidual, diretamente ativa o fator X. Na via intrinseca, a ativacdo do fator XII
ocorre quando 0 sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas elétricas
negativas, e requer ainda a presenca de outros componentes do plasma: a pré-calicreina
e 0 cininogénio de alto peso molecular. O fator XII ativado (Xlla) ativa o fator XI, que
por sua vez ativa o fator X. A partir da ativacdo do fator X (fator Xa), em ambas as vias
¢ desencadeada a formacdo de trombina, que, em concentracdo suficiente, ird
imediatamente converter o fibrinogénio em um gel de fibrina (COLMAN, 2001). Dessa
forma, é formado o coagulo, que consiste de uma rede de filamentos de fibrina que se
estende em todas as direcdes e que aprisiona células sangiineas, plaguetas e plasma.

Para impedir a coagulacdo excessiva, as proteinas anticoagulantes controlam a
formacgéo da trombina, e uma vez formado o coagulo, o sistema de fibrinolise é ativado
para promover a dissolucdo da fibrina e restabelecer a fluidez dentro do vaso
(FRANCO, 2001).

O inibidor natural da coagulacdo mais importante é a antitrombina, que possui
atividade anticoagulante inibindo a trombina e outras proteinases da coagulagdo, como
os fatores Xa, 1Xa, Xla, Xlla e a calicreina (BLOOM et al., 1994).

A proteina C e o seu cofator, a proteina S, sdo importantes controladores da
coagulagdo, constituindo a chamada via da proteina C. A proteina C ativada requer

proteina S, fosfolipidios e ions calcio para exercer seu efeito anticoagulante (BLOOM et



al., 1994). Além da atividade anticoagulante, o complexo proteina C/proteina S estimula
a fibrinolise através da ativagdo do ativador de plasminogénio do tipo tecidual e da
inativacdo proteolitica de um inibidor do ativador do plasminogénio (NARAYANAN;
HAMASAKI, 1998; RAPAPORT, 1987).

A proteina S circula no plasma sob a forma livre ou como um complexo com a
proteina de ligagcdo C4b-binding protein (C4BP), uma proteina reguladora do sistema
complemento. Aproximadamente 40% da proteina S circulam na forma livre e 60% na
forma do complexo proteina S/C4BP. Apenas a proteina S livre age como cofator da
proteina C ativada. Dessa forma, a C4BP é um regulador importante da via da proteina
C (BLOOM et al., 1994). Deficiéncias de proteina C, proteina S e antitrombina estdo
associadas a predisposicdo a trombose (BERTINA, 1999).
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Figura 1. Representacdo esquematica da interacdo das vias de ativacdo da coagulagdo e a
regulacdo pelas proteinas C e S e a regulacdo do fator XII pelo inibidor de C1. CAPM =
cininogénio de alto peso molecular. PC = pré-calicreina. Adaptado a partir de AMARA et al.
(2010).

O sistema fibrinolitico participa da remocéo do coagulo do leito vascular e sua
ativacdo é, normalmente, uma resposta fisioldgica a deposicdo de fibrina. Esse sistema
compreende trés componentes: a pro-enzima plasminogénio, precursor inativo da
plasmina; os ativadores do plasminogénio, que podem ser de diferentes origens; e 0s
inibidores do sistema fibrinolitico, os quais rapidamente neutralizam a plasmina ou
interferem na ativacdo do plasminogénio (VERSTRAETE; VERMYLEN, 1989).

A ativacdo do plasminogénio pode ocorrer por vias intrinseca e extrinseca. Os
principais componentes da ativagdo intrinseca sdo o fator XII, a pré-calicreina e o
cininogénio de alto peso molecular. A ativacdo extrinseca do plasminogénio ocorre
quando h& liberacdo de dois tipos de ativadores de plasminogénio que sdo
fisiologicamente importantes: o ativador de plasminogénio do tipo tecidual (tissue
plasminogen activator - t-PA) pelas células do endotélio vascular e o ativador de
plasminogénio do tipo urinario ou uroquinase (urokinase plasminogen activator - u-PA)
pelas ceélulas epiteliais dos ductos excretores, endotélio vascular e macréfagos
(NARAYANAN; HAMASAKI, 1998; RAPAPORT, 1987; VERSTRAETE;
VERMYLEN, 1989).

A fibrindlise também é rigorosamente controlada e dois inibidores especificos
sdo importantes: o inibidor do ativador de plasminogénio do tipo 1 (plasminogen
activator inhibitor -PAI-1) que inibe o t-PA e 0 u-PA; e a alfa-2-antiplasmina que inibe
a plasmina (BLOOM et al, 1994). O PAI-1 encontra-se em uma concentragio
plasmatica muito baixa, sendo liberado em grandes quantidades quando as plaquetas sao
ativadas. Deficiéncias de PAI-1 sdo associadas com tendéncias hemorragicas e 0s niveis
elevados aumentam o risco de trombose (BLOOM et al., 1994).

Uma importante via de regulacdo de geracdo de plasmina se da através do
complexo trombina/trombomodulina, que apesar de ativar a fibrinOlise atraves da
proteina C ativada, também ativa um inibidor dessa via denominado inibidor da
fibrindlise ativado por trombina (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor - TAFI). A
plasmina age sobre o fibrinogénio, resultando na formacéo dos fragmentos X, D, Y e E,

também chamados produtos da degradacdo do fibrinogénio (FgDP, fibrinogen



degradation products) e sobre o polimero de fibrina, resultando nos produtos de
degradacéo da fibrina (FbDP, fibrin degradation products), entre eles os dimeros-D, que
resultam da degradacdo das ligaces cruzadas da fibrina (NARAYANAN;
HAMASAKI, 1998).

Assim, sob condices fisioldgicas, o sistema hemostatico é balanceado por uma
interrelagdo de proteinas pro-coagulantes, anticoagulantes e do sistema fibrinolitico
presentes no plasma. A hiperatividade do sistema pro-coagulante ou defeitos nas
proteinas anticoagulantes podem levar a um distdrbio do balanco hemostatico conhecido
como estado pré-trombotico, o qual pode resultar na formacao excessiva de trombina e
no desenvolvimento de trombose venosa (ROSING; CUVERS; TANS, 2001).

1.2 - O Sistema Complemento

O sistema complemento é um dos principais componentes do sistema imune
(RUS; CUDRICI; NICULESCU, 2005). E constituido por proteinas séricas e de
membrana, que interagem de maneira altamente regulada, para gerar como produtos
proteinas biologicamente ativas, que participam de diferentes funcdes envolvidas com a
eliminacdo de antigenos, tais como: lise osmotica de células estranhas, fagocitose,
processamento de imunocomplexos e quimiotaxia, sendo também um mediador
importante da resposta inflamatéria (MULLER-EBERHARD, 1988; WALPORT,
2001). A organizacdo e o funcionamento deste sistema também incluem proteinas de
membrana com acdo regulatéria, que protegem as células do hospedeiro da ativacdo
autologa do complemento (LISZEWSKI et al., 1996).

A maioria das proteinas do sistema complemento é proteina de fase aguda e se
encontra na forma inativa na circulacdo ou em baixos niveis de ativacdo espontanea. A
ativacdo deste sistema ocorre de maneira sequencial, como um efeito cascata, pela
clivagem proteolitica de um componente inativo inicial, cujo produto contribui para a
protedlise do proximo componente a ser ativado (MULLER-EBERHARD, 1988).

O sistema complemento pode ser ativado por trés vias (Figura 2): a via classica,
que é estimulada por anticorpo; a via da lectina ligante de manose (MBL), iniciada pela
ligagdo desta lectina a manose e ficolinas a diferentes agucares nas superficies de
patdgenos; e a via alternativa é iniciada pela hidrolise espontanea do componente C3,
cujo produto pode se ligar as superficies vizinhas, células do hospedeiro e patdgenos, e

iniciar a ativacdo do sistema complemento. Os diferentes componentes de cada uma das



vias sdo ativados para gerar enzimas chamadas C3 convertases, as quais clivam o
componente central do sistema complemento, o C3. As trés vias levam a uma via litica
comum com a formacdo da C5 convertase, que, por sua vez, leva a formacdo do
complexo de ataque a membrana (CAM). A partir da producdo das convertases, as
funcOes efetoras do complemento sdo geradas e sdo idénticas para as trés vias de
ativacdo (FUJITA; ENDO; NONAKA, 2004).

Dentre as principais fungdes efetoras destacam-se a geracdo de anafilatoxinas
(fragmentos C4a/C3a/C5a), a formacdo do CAM e a opsonizacdo (deposicdo dos
fragmentos gerados pela ativagdo do complemento, opsoninas). As anafilatoxinas sao
moléculas pré-inflamatérias potentes derivadas da clivagem do C4, C3 e Cb5,
respectivamente. O CAM compreende a inser¢cdo dos componentes terminais do
complemento C5b ao C9 e que pode causar a lise das de células do hospedeiro ou
patdgenos onde a ativacdo do complemento foi iniciada (BHAKDI; TRANUM-
JENSEN, 1991). A opsonizagdo induz a fagocitose dos alvos revestidos pelas
opsoninas, como C3b, e também contribui para a amplificacdo da ativacdo da via
alternativa do sistema complemento e remocdo de imunocomplexos da circulacdo
(WALPORT, 2001; DUNKELBERGER, SONG, 2010).

A organizagdo e o funcionamento deste sistema também incluem proteinas
plasmaticas e de membrana com acéo regulatoria, que controlam a cascata de ativagdo e
protegem as células do hospedeiro da ativacdo autéloga do complemento. Um destes
reguladores € a vitronectina, que inibe a inser¢cdo do CAM nas membranas lipidicas das
celulas do hospedeiro, confinando as reagdes a superficie dos patdgenos (LISZEWSKI
etal., 1996).

Adicionalmente, durante a ativacdo do sistema complemento as anafilatoxinas
geradas sdo liberadas e medeiam o recrutamento e a ativacao de leucdcitos nas respostas
inflamatdrias. Estas moléculas agem na parede dos vasos, aumentando a permeabilidade
vascular e, assim, permitindo o acimulo de fluidos e células no local da inflamagéo
(DIAS DA SILVA; LEPOW, 1967). Assim, deve-se ressaltar que além das fungdes
imunoregulatérias, o sistema complemento também pode estar envolvido na
fisiopatologia de doencas de carater inflamatério (THURMAN; HOLERS, 2006).

A presenca de receptores para complemento (CR), CR1 e CR3, nos neutrofilos
promove a fagocitose de particulas opsonizadas pelos fragmentos do complemento
(C3b, C3b inativado (C3bi) e C4b) e estimula nestas células o burst oxidativo,

resultando na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MANTOVANI, 1975;



BABIOR, 1988; OKHURO et al., 1995). Além de serm importantes mediadores dos
mecanismos de destruicdo dos patdgenos, as ERO também estdo envolvidas na

fisiopatologia de processos inflamatorios cronicos e lesdo tecidual (VALKO et al.,
2007).
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Figura 2. Representacdo esquematica das vias de ativacdo do sistema complemento e suas
funcdes efetoras. MBL, lectina ligante de manose; MASP, serina protease associada a MBL;
CAM, complexo de ataque & membrana. Adaptado a partir de RICKLIN et al. (2010).

Atualmente o sistema complemento ndo € somente reconhecido como um
importante mediador das defesas do hospedeiro, porém também por contribuir para a
fisiopatologia de vérias doencgas inflamatorias. Uma vez que a inflamacdo e a
coagulacdo sdo sistemas relacionados fisiologicamente por uma interface de
mediadores, esta relacdo pode ser influenciada tanto por condi¢bes associadas a
processos inflamatdrios quanto por doencas vasculares e coagulopatias (LEVI; VAN
DER POLL, 2005). Isto tem levado ao crescente interesse na investigacdo e
monitoramento da atividade do complemento em diversas condigdes clinicas
(MOLLNES et al., 2007).

1.3 - A Relacédo Contraceptivos Hormonais, Hemostasia e Sistema Complemento

Os CHC séo usados por cerca de 100 milhdes de mulheres em todo o mundo. De
acordo com estatisticas realizadas em 2003 pelas Nacdes Unidas, cerca de 48% das
mulheres em idade fértil no oeste da Europa usam CHC, enquanto no Japdo, onde 0s
CHC foram licenciados em 1999, atualmente somente 1% das mulheres usam pilulas
anticoncepcionais (ERKKOLA, 2007).

Considera-se que o uso de CHC pode aumentar o risco de doencas
tromboembdlicas, principalmente em associacdo com outros fatores genéticos e/ou
adquiridos (KIM; SPANDORFER, 2001), e, ainda, que os efeitos dos CHC sobre a
hemostasia podem ser agravados em mulheres com histdria familiar ou pessoal de
doenca tromboembolica venosa (KLUFT; LANSINK, 1997).

O aumento da doenca tromboembdlica como efeito colateral dos CHC foi
atribuido ao seu componente estrogénico. O componente progestagénico, que parece
regular os efeitos do estrogeno (KLUFT; LANSINK, 1997), tem sido apontado como
responsavel pelo aumento da pressdo sanglinea, interferindo no metabolismo de lipidios
e carboidratos (FERREIRA et al., 2000). No entanto, novos estudos confirmam que
ambos, o estrogénio e o progestagénio, contidos nos CHC, aumentam o risco do
desenvolvimento de trombose (ROSENDAAL, 2005).



A acdo dos estrogénios tem sido investigada pelas suas fungdes regulatorias nos
componentes da parede vascular, assim eles podem contribuir para aumentar a
prevaléncia e gravidade de certas doencas inflamatorias cronicas e auto-imunes
(MCMURRAY, 2001). Tais efeitos regulatorios deste hormdnio sobre diferentes
respostas biologicas podem ser antagdnicos dependendo da dose, tempo de exposi¢do ao
estrogeno e estimulos pré-existentes (CID; SCHNAPER; KLEINMAN, 2002).

Os progestagénios formam um grupo de esterdides que, apesar de possuirem a
caracteristica comum de se ligarem aos receptores de progesterona, tém efeitos
sistémicos diferentes e que sdo mediados ndo sé pela afinidade aos proprios receptores
de progesterona, mas principalmente pela capacidade de ligagcdo com os receptores de
outros esterdides, como o0s estrogénios, androgénios, glicocorticdides e
mineralocorticoides. Essa capacidade de ligar-se a outros receptores de esterdides, bem
como o perfil de afinidade por cada um desses receptores, pode resultar em riscos
diferentes para a trombose, a depender do progestagénio associado ao estrogénio
(VIEIRA et al., 2007).

Os CHC podem conter diferentes tipos de progestagénios. Os CHC de primeira
geracdo contém linestrenol, mas sdo pouco usados. Os CHC de segunda geracédo, 0s
quais sdo bastante usados, contém levonorgestrel ou, com menor freqiiéncia, norgestrel,
enguanto os CHC de terceira geracdo contém desogestrel ou gestodeno, os quais foram
disponibilizados em 1980 e sdo altamente utilizados. Medicamentos que contém
drospirenona (quarta geracdo) tém um efeito antimineralocorticoide, também inibem a
ovulacdo e foram disponibilizados no mercado em 2001 (VLIEG et al., 2009). Este
efeito antimineralocorticoide determina menor absorcdo de sddio e maior diurese,
reduzindo a retencdo de liquidos e os sintomas relacionados a esse efeito (aumento de
peso, edema, dor e intumescimento das mamas) (WANNMACHER, 2006).

A partir de 1995, vérios estudos foram realizados sobre a diferenca de riscos
tromboticos associados ao uso de CHC de segunda e terceira geracdo
(BLOEMENKAMP et al., 1995; JICK et al., 1995; PRASAD et. 1999; TCHAIKOVSKI
et al. 2007; AHRENDT et al., 2009; GAUSSEM et al., 2011).

Vérios estudos confirmam uma associacdo entre o uso de CHC da terceira
geracdo contendo desogestrel ou gestodeno e risco aumentado de tromboembolismo
venoso. Usudrias de CHC de terceira geracdo enfrentam um risco cerca de duas vezes
maior de sofrerem tromboembolismo do que usuérias de outros CHC, mesmo ap06s

controle de possiveis fatores que aumentam o risco de tromboembolismo, como por



exemplo, o tabagismo. Em outubro de 1995, o British Committee on Safety of
Medicines divulgou resultados preliminares de um estudo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) acerca de tromboembolismo venoso (casos hospitalares de trombose
venosa profunda e embolia pulmonar) em usuarias de contraceptivos orais, o qual se
mostrou quatro vezes maior em comparacdo as nao-usuarias. Usuarias de CHC de
terceira geracdo apresentaram 0 dobro do risco de tromboembolismo quando
comparadas as usuarias de CHC de segunda geracdo. Frente a essa constatacdo, um
novo estudo do mesmo grupo analisou, secundariamente, o risco de trombose venosa
profunda associada com CHC com 35ug ou menos de estrdgeno combinado com
levonorgestrel ou gestodeno/desogestrel. O risco estimado para gestodeno e desogestrel,
isoladamente, foi 2,7 vezes maior em comparagdo a levonorgestrel (KEMMEREN;
ALGRA; GROBBEE, 2001).

Em 2001, uma metanalise avaliou de forma quantitativa os estudos (casos-
controles e coortes) que compararam CHC de segunda e terceira geracao quanto ao
risco de tromboembolismo venoso. Os CHC de terceira geracdo demonstraram estar
associados a risco 1,7 vezes maior de tromboembolismo venoso, quando comparados
aos de segunda geracdo. Kemmeren, Algra e Grobbee (2001) calcularam que
aproximadamente 4 mortes por 1.000.000 mulheres/ano poderiam ser evitadas com a
substituicdo de CHC de terceira geracdo por CHC de segunda geracéo.

Os CHC que contém progestagénios de terceira geracdo estdo associados ao
desenvolvimento de resisténcia adquirida a proteina C ativada mais pronunciada e a
uma tendéncia de produzir niveis mais altos de fatores de coagulacdo e niveis mais
baixos de antitrombina e de proteina S, quando comparados a CHC contendo
progestagénio de segunda geracdo. Esses achados poderiam explicar as observacoes
epidemiolégicas de risco aumentado para trombose em usuarias de CHC que contém
progestagénios de terceira geragdo, j& que a resisténcia a acdo da proteina C (adquirida
ou herdada) é um marcador importante para risco aumentado de trombose (VIEIRA et
al., 2007).

Os CHC contendo drospirenona, quando comparado ao levonorgestrel, se
mostrou menos sensivel a proteina C ativada (resisténcia a acao da proteina C ativada),
0 que poderia predizer um aumento do risco de trombose associado ao seu uso. Outros
autores demonstraram efeitos na hemostasia similares entre CHC contendo 20 pg de

etinilestradiol + 3 mg de drospirenona e 20 pg de etinilestradiol + 150 pg de



desogestrel. Apesar destas informacdes, o risco de trombose foi similar ao das usuarias
de CHC contendo levonorgestrel (VIEIRA et al., 2007).

S&o limitadas as informacGes disponiveis para o0 risco de trombose associado
com o CHC contendo drospirenona. Porém um risco aumentado associado a esse
contraceptivo hormonal foi observado em uma série de casos de trombose venosa (VAN
GROOTHEEST; VRIELING, 2003).

Segundo Vlieg e colaboradores (2009) a op¢do mais segura em relacdo ao risco
de trombose venosa é um CH contendo levonorgestrel combinado com uma dose baixa
de estrogénio.

Um exemplo do efeito do estrogénio em doencas inflamatdrias é a exacerbacdo
do lupus eritematoso sistémico em mulheres durante a gravidez, durante o uso de CHC
e durante a reposicdo hormonal com estrogénio (SANCHEZ-GUERRERO et al., 1985).

A relagdo entre estrogénio e sistema complemento tem sido descrita em estudos
que relatam uma manifestacdo clinica similar aquela do angioedema hereditario em
mulheres que usam CHC ou que recebem terapia de reposicdo hormonal com
estrogénios (BINKLEY; DAVIS, 2000; 2004; ANDRE C, ANDRE F, VEYSSEYRE-
BALTER, 2003; BORK, 2006; CHICON et al., 2006; DUAN et al., 2009; BINKLEY,
2010). O angioedema hereditario (AEH) é uma condicdo autossémica dominante
caracterizada clinicamente por ataques recorrentes de edema facial, genital, pele e
principalmente de laringe, com obstrucdo das vias aéreas. A maioria dos casos de AEH
¢ atribuida a deficiéncia ou a funcdo inadequada do inibidor de C1, AEH tipo | e AEH
tipo 11, respectivamente, como conseqiiéncia de mutacdes no gene que codifica esta
proteina (BINKLEY; DAVIS, 2000; CHICON et al., 2006). Os ataques de AEH podem
ser fatais, pois muitas vezes resultam em hospitalizacdo e internacdo em centros de
terapia intensiva. (LEVY, 2010). O angioedema observado exclusivamente em mulheres
e relacionado com condigdes de altos niveis de estrogénio, como por exemplo, gravidez
e 0 uso de CHC, tem sido classificado como angioedema tipo 11l (BINKLEY; DAVIS,
2000; CHICON et al., 2006).

O C1 ¢ o primeiro componente da via classica do sistema complemento e sua
ativacdo é regulada pelo inibidor de C1. Sob condiges fisiologicas, o fator Xlla da
coagulacao cliva a pré-calicreina para formar a calicreina, a qual, por sua vez, gera
bradicinina a partir do cininogénio de alto peso molecular. O inibidor de C1 também
controla esta cascata inativando o fator Xlla e a calicreina plasmatica (COLMAN,

1984). Desta forma, na auséncia da acdo regulatéria do inibidor de C1, pode ocorrer



uma geracdo macica de bradicinina, que é um forte indutor de vasodilatagdo e de
permeabilidade vascular, levando as reaces de edema observadas no angioedema
(NUSSBERGER; CUGNO; CICARDI, 2002; AGOSTONI et al., 2004).

Assim, o fator XII tem sido um forte candidato para o angioedema tipo Il por
duas razdes: a) a atividade proteolitica do fator XII estd envolvida na geracdo de
cininas, a qual aumenta a permeabilidade vascular e estimula a formacgdo de edema e b)
a expressdo do fator XII e os seus niveis plasmaticos sdo regulados pelo estrogénio
(FARSETTI et al., 1995).

Alguns autores tém descrito um aumento nos niveis plasmaticos de fator XII em
mulheres que usam CHC (FERREIRA et al., 2000) ou estdo sob terapia de reposi¢ao
hormonal com estrogénio (GORDON et al., 1988).

Vale ressaltar que varios autores tém observado um aumento do fator XII da
coagulacdo e uma diminuicdo da proteina S em mulheres que usam CHC (ROSING et
al., 1999; FERREIRA et al., 2000; FERREIRA et al., 2001). Um estudo preliminar
observou um aumento da atividade hemolitica da via classica do complemento sérico
em mulheres usando CHC, sugerindo uma auséncia de regulacdo desta via (RAMOS et
al., 2004).

Todos estes aspectos sobre o efeito dos estrogénios podem ter importantes
implicacdes na fisiopatologia de doencas mediadas por disturbios da coagulacdo ou
doencas inflamatdrias crénicas, especialmente aquelas com acentuado envolvimento do
sistema complemento.

De acordo com a literatura apresentada ha uma crescente evidéncia sobre a
relacdo do uso de estrogénio com o angioedema tipo Ill. Esta observacdo sugere uma
influéncia na regulacdo do sistema complemento e de fatores da coagulacdo sangiinea.
No entanto, os mecanismos envolvidos na regulacdo destas respostas bioldgicas sob o
efeito dos CHC permanecem ndo esclarecidos e necessitam ser investigados.

O estudo da relacéo entre estes dois sistemas pode ser importante tanto para a
doenca vascular tromboembolica, quanto para as conseqiiéncias na patogénese de lesdes
teciduais e subsequente faléncia de 6rgdos em doengas inflamatdrias crénicas. Assim,
baseando-se em estudos experimentais e clinicos, as terapias poderdo ser mais bem
sucedidas com a modulagdo simultanea de ambas, coagulacdo e inflamacéo,

preferencialmente do que terapias especificas dirigidas a um unico componente.



2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral
O objetivo desse estudo foi avaliar diferentes funcdes do sistema complemento

em mulheres usando cinco formulagdes diferentes de contraceptivos hormonais.

2.2 — Objetivo especifico
Avaliar o efeito de cinco formulacdes diferentes de contraceptivos hormonais
sobre:
e A atividade opsonizante do complemento sérico em mediar o metabolismo
oxidativo dos neutrofilos;
e A funcdo dos receptores para complemento em mediar o burst oxidativo dos
neutrofilos.
e A atividade hemolitica das vias classica e alternativa;
e A ativacao das vias classica/lectina: quantificacdo do fragmento C4d,;
e A ativacdo da via alternativa: quantificacdo do fragmento Bb;

e A medida da concentracdo sérica e da atividade do inibidor de C1;

3. CASUISTICA E METODOS

3.1 - Voluntérias da pesquisa

As voluntérias incluidas nesse trabalho consistiram de 64 mulheres saudaveis
(alunas de graduacdo, p6s-graduacdo e pacientes do Servico Integrado de Saide da USP
- SISUSP), com faixa etaria de 19 a 33 anos (idade média 25,01 anos), ndo fumantes,
ndo usuarias de medicamentos controlados e que faziam ou ndo uso de contraceptivos
hormonais ha pelo menos 6 meses.

Foram divididas em 6 grupos: Grupo Controle (n=20); Grupo 1, contraceptivo
hormonal contendo etinilestradiol (30ug) + drospirenona (3mg) (n=17); Grupo 2,
contraceptivo hormonal contendo etinilestradiol (20ug) + drospirenona (3mg) (n=10);
Grupo 3: contraceptivo hormonal contendo etinilestradiol (30ug) + levonorgestrel
(0,15mg) (n=8); Grupo 4: contraceptivo hormonal contendo etinilestradiol (20ug) +
gestodeno (0,075mg) (n=7); Grupo 5: contraceptivo hormonal contendo etinilestradiol

(20ug) + levonorgestrel (0,15mg) (n=2).



Os medicamentos avaliados sdo considerados, segundo suas composigOes, de
segunda (Grupos 3 e 5), terceira (Grupo 4) e quarta geragdo (Grupos 1 e 2) (VIEIRA et
al., 2007).

Os grupos foram escolhidos devido a composicdo do medicamento (tipo de
horménio e concentracdo). Quando comparamos o Grupo 1 com o Grupo 2, estamos
atribuindo as possiveis diferencas a serem apresentadas ao componente estrogénico,
pois ambos possuem 0 mesmo tipo e concentracdo de progestagénio (3mg de
drospirenona), e a concentracdo do estrogénio varia entre 0S grupos.

Quando comparamos o Grupo 1 com o Grupo 3, estamos atribuindo as possiveis
diferencas a serem apresentadas ao componente progestagénico, pois neste caso, ambos
possuem a mesma concentracdo de estrogénio em sua composi¢cdo (30ug de
etinilestradiol), e a variavel esta no tipo e concentracdo do progestagénio.

Quando comparamos o Grupo 4 com o0s Grupos 2 e 5, estamos atribuindo as
possiveis diferencas a serem apresentadas ao componente progestagénico, pois todos
possuem a mesma concentracdo de estrogénio (20ug de etinilestradiol), e a variavel esta
no tipo e concentragdo do progestagénio.

O Grupo 3 e 0 Grupo 5 também podem ser comparados isoladamente, pois ambos
possuem 0 mesmo tipo e concentracdo de progestagénio (0,15mg de levonorgestrel),
nesse caso, as possiveis diferencas a serem apresentadas serdo atribuidas ao componente
estrogénico.

A Tabela 1 apresenta os parametros epidemiolégicos analisados, com os respectivos
valores de média e desvio padrdo, calculados a partir das amostras incluidas nesse
estudo, com as seguintes observacdes:

- No Grupo Controle, sete voluntérias nunca fizeram uso de contraceptivos
hormonais, ndo sendo incluidas, portanto, no calculo da media desse parametro.

- Uma voluntéria do Grupo 1 estava no dia da coleta ha quatro anos e seis meses
sem interromper o usa do contraceptivo hormonal, e outra voluntaria, também do Grupo
1, estava hd 2 meses sem interrupgdo do uso do contraceptivo.

- Trés voluntérias, sendo uma do Grupo 1, uma do Grupo 2 e uma do Grupo 4,
nédo souberam informar suas alturas, ndo sendo possivel calcular seus indices de massa
corporal.

- No Grupo 3, uma voluntaria ndo se lembrou a data de sua ultima menstruacao
no dia da coleta, assim, ndo foi possivel calcular o dia do ciclo que foi coletado o seu

sangue para pesquisa.



Nos Apéndices A e B encontram-se os valores de cada parametro analisado.

Tabela 1. Dados epidemioldgicos

Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Grupo 1 Grupo 2 30ug 20ug 20ug
Controle 30 pg etinilestradiol  20pg etinilestradiol +  etinilestradiol  etinilestradiol etinilestradiol
(médiatDP) + 3mg drospirenona 3mg drospirenona +0,15mg + 0,075 mg +0,15mg
(médiatDP) (médiatDP) levonorgestrel gestodeno levonorgestrel
(média+DP) (média+DP)  (média+DP)
Idade (anos) 24,85+ 2,434 23,47 £2,375 21,602,119 24 + 4,536 27,14+3716 29+1414
IMC (kg) 22,07 £ 2,743 22,33 +2,887 21,79 £ 2,766 21,98 +3922 2257+2143 21,10+0,4243
Tempo sem
uso / uso de
CHC 25,23+ 18,19 43,47 £ 33,60 15,40 + 12,29 37,50+17,20 44,71+27,27 16,5+10,61
(meses)
Diadociclo 16,25+ 7,239 15,67 + 11,66 15,70 £10,49 21,71+8519 9714+6422 15+7,071

DP, desvio padrdo; IMC, indice de massa corporal; CHC, contraceptivo hormonal combinado.

O presente projeto recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
FCFRP-USP para a sua execucdo (ANEXO 1). A doadora voluntaria foi esclarecida
sobre a pesquisa e assinou 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e respondeu
um questionario (APENDICE E). As amostras de sangue foram obtidas por pungéo
venosa, com a utilizacdo de escalpe, sendo 8mL armazenados em frascos contendo o
anticoagulante Alséver, para obtencdo dos neutréfilos, 8mL em frascos sem
anticoagulante, para a obtencdo de soro e 8mL em frascos com citrato de sodio, para o
estudo da hemostasia (parte de projeto em colabora¢do). Um volume adicional de 4mL
foi colhido em tubo com EDTA-K; (sal tripotassico do 4&cido etileno diamino

tetracético) para a realizacdo do hemograma.

3.2 - Principais reagentes e solucdes

* Solucéo de Hanks pH 7,2 (PAUL, 1970).

* Solucédo de Alséver (tampdo citrato com azida sodica pH 6,1).

* Liquido de Turk (violeta de genciana 1% em solucdo de &cido acético 1%).

* CFD - Tampéo de Fixacdo de Complemento com 0,1% de gelatina (pH 7,2), tampéo
barbital, contendo CaCl, 0,25mM e MgCl, 0,83mM.

* Solucdo fisiologica (NaCl 0,15M).



* Solugéo de NH,CI 0,83% pH 7,2.

* Solugéo de gelatina (Difco) 2,5% em NaCl 0,15M.

* Zimosan A — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, (Sigma Z4250).

* Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona) - Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, (Sigma A8511).

* Dimetilsulfoxido (DMSO) — Merck.

* PBS — salina tamponada com fosfato pH 7,4.

* Azul de Tripan — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., USA.

* TEA-EGTA - trietanolamina e &cido etileno glicol tetracético 8mM, com gelatina
0,1%, pH 7,4.

* TEA-EDTA - trietanolamina e acido etileno diamino tetracético 10mM, com gelatina
0,1%, pH 7,4.

*TEA-Mg2+ - trietanolamina com magnésio 2mM, com gelatina 0,1%, pH 7,4.

* TEA-EGTA 8mM /Mg2+ 2mM, com gelatina 0,1%, pH 7,4.

3.3 - Equipamentos utilizados

* Centrifuga Refrigerada Eppendorf modelo 5810R (Eppendorf Instruments Inc.,
Hamburg, Germany);

* Freezer -80°C (Forma Scientific);

* Luminémetro EG&G Berthold, modelo Auto Lumat LB 953;

* Microscopio Optico Olympus BX51;

* Espectrofotdbmetro DU — 70 (Beckman, Fullerton, CA, USA);

* Leitor de ELISA Multi-Well Reader

* Citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur™ (“Fluorescent Activated Cell Sorter”),
“software Cell Quest Pro™” (Becton Dickinson).

* cuba e fonte de eletroforese.

3.4 - Obtencéao de Neutrofilos

Os neutrofilos foram obtidos a partir de sangue total das voluntéarias, coletados
através de pungédo venosa. Posteriormente a coleta, esse sangue foi transferido para um
tubo Falcon contendo anticoagulante Alséver pH 6,1 (v/v).

A técnica empregada para separacdo das células foi o método de Henson (1971)
modificado por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue colhido foi centrifugado a

750xg por 10 minutos a 22°C, e o plasma removido. As células sedimentadas foram



suspensas com uma solucdo de gelatina a 2,5% em solucéo fisioldgica (NaCl 0,15M) na
propor¢do de duas vezes o volume de células, e deixadas em repouso por 15 minutos a
37°C. Posteriormente, o sobrenadante contendo os neutréfilos foi centrifugado a 750xg
por 10 minutos, com finalidade de retirar a gelatina. Para eliminar as hemacias presentes
na solucdo foi utilizado um tratamento com cloreto de amonio 0,83%, pH 7,2 por 5
minutos a 37°C. Apds esse periodo foi realizada a centrifugagdo a 750xg por 10
minutos. As células foram posteriormente lavadas com uma solucdo fisioldgica e
centrifugadas a 750xg por 10 minutos. Uma aliquota da suspenséo de células foi diluida
em liquido de Turk para contagem em Camara de Neubauer. Entdo, a concentracéo de
neutréfilos foi ajustada para 2x10° célulassmL em solucdo balanceada de Hanks
contendo 0,1% de gelatina, pH7,2 e a viabilidade celular foi avaliada, volume a volume,

por exclusdo com o corante azul de Tripan (0,1% em NaCl 0,15M).

3.5 - Obtencé&o do soro humano

Os soros foram obtidos a partir do sangue total de voluntarias saudaveis, colhido
por puncdo venosa na auséncia de anticoagulante. O sangue foi deixado em repouso a
temperatura ambiente durante 1 hora para retracdo do coagulo formado, sendo
posteriormente centrifugado a 750xg por 10 minutos a 4°C. O soro obtido foi aliquotado
e armazenado a -80°C até o momento do uso. A partir de soros de voluntarias
saudaveis ndo usuarias de contraceptivos, foi constituido um pool de soro humano
normal (SHN), o qual foi aliquotado e armazenado a -80°C até o uso. Parte desse pool
foi submetida ao tratamento a 56°C por 30 minutos, para inativacdo do sistema
complemento (soro humano normal inativado, SHNI) e, entdo, aliquotado e armazenado

a -80°C até o uso.

3.6 - Preparo do estimulo: zimosan e zimosan opsonizado

O preparo do zimosan opsonizado foi realizado seguindo-se 0 método descrito
por Cheung, Archibald e Robinson (1983). O zimosan (Sigma Z4250) (20mg) foi
ressuspenso em solucdo de NaCl 0,15M, fervido em banho-maria durante 30 minutos,
centrifugado a 400xg por 5 minutos. Parte do zimosan foi mantida sem opsonizacéo,
para ser utilizada como estimulo sem complemento. A outra parte do zimosan foi
ressuspensa na propor¢do de 0,1mL de soro diluido 1:2 em diluente para a fixacdo de
complemento (CFD)/gelatina 0,1%, pH 7,2 para cada 1mg de zimosan. A mistura

zimosan e soro foi mantida a 37°C por 30 min para opsonizacao, ap6s lavagem em PBS,



a concentragdo foi ajustada para 2mg de zimosan/mL de PBS. O zimosan foi
opsonizado com pool de SHN, pool de SHNI e com o soro de cada voluntéria usuaria de

contraceptivo hormonal (SHCH).

3.7 - Preparo do luminol

Para uma amplificacdo da resposta da medida de quimioluminescéncia, foi
utilizada solucéo de luminol (Sigma). Foi pesado 5 mg de luminol e dissolvido em 1mL
de DMSO, para uma solucdo estoque 1,0 x 10°M. A adicdo dessa sonda no tubo de
reac&o resultou em uma concentragdo final de 1,0 x 10*M. O luminol é oxidado pelas
ERO geradas pelo burst dos neutréfilos, atuando como uma sonda luminescente por

emitir fotons quando volta ao estado eletronicamente estavel.

3.8 - Medida de quimioluminescéncia das amostras estudadas

O ensaio de quimioluminescéncia (QL) foi realizado segundo Marzocchi-
Machado et al. (2002). Aos tubos de reacdo foram adicionados: a suspensdo de
neutréfilos (concentragdo final de 1,0 x 10° células/mL), a solucéo de Hanks contendo
gelatina 0,1%, e a sonda luminol (concentracdo final de 1,0 x 10*M). Apés incubacéo
durante 3 minutos a 37°C, foi adicionado em cada tubo os estimulos ZI/SHN, ZI/SHCH,
zimosan ou ZI/SHNI (concentracdo final no tubo de reacdo de 1mg/mL) e,
imediatamente a seguir foram medidas as quimioluminescéncia (QL) em c.p.m. (fétons
contados por minuto) durante 15 minutos a 37°C, em lumindmetro Autolumat LB953
(EG&G Berthold, Alemanha). Como controle da QL esponténea, cada amostra de célula

foi incubada nas mesmas condicGes na auséncia de estimulo.

3.9 - Atividade hemolitica do complemento sérico

A determinacéo da atividade hemolitica das vias classica e alternativa do sistema
complemento foi realizada segundo a metodologia descrita por Ferriani et al. (1999).
Para tanto foi empregado um ensaio cinético a fim de determinar o T1/2 de cada
amostra de soro correspondendo ao tempo requerido para que o complemento produza a
lise de 50% de uma suspensdo padronizada de eritrocitos. Os soros foram preparados
em diferentes dilui¢bes, em tampdo CFD com gelatina 0,1% pH 7,2 (via classica), e em
tampdo TEA-EGTA/Mg2* 2mM com gelatina 0,1% pH 7,4 (via alternativa). O ensaio
hemolitico constituiu na mistura de cada diluicdo dos soros e de uma suspensdo de

eritrocitos complexados com anticorpo anti-eritrocito de carneiro (EA) (via classica) e



de uma suspensdo de eritrocitos de coelho (via alternativa). A hemolise dos eritrocitos
pelo soro humano foi monitorada pelo registro da absorvancia em 700nm e o T1/2 foi

calculado a partir de curvas de lise.

3.9.1 - Atividade hemolitica da via classica

3.9.1.1 - Preparo do EA (complexo eritrécito/anti-eritrocito)

Foi colhido sangue de dois carneiros, volume a volume, com Alséver pH 6,1
como anticoagulante e foi deixado a 4°C durante 24 horas. Apds esse armazenamento,
pegou-se uma aliquota (ImL) de sangue de cada carneiro, e cada uma delas colocadas
em tubos separados. Os tubos foram completados com tampédo CFD/gelatina 0,1%, e,
em seguida, centrifugados a 700xg, por 10 minutos, a 22°C. Os sobrenadantes de cada
tubo foram desprezados e os eritrécitos foram colocados em um mesmo tubo, que foi
completado com o tampdo CFD/gelatina 0,1%. O procedimento de centrifugacdo foi
repetido mais duas vezes, perfazendo um total de trés vezes. Os eritrocitos sedimentados
foram ressuspensos em CFD/gelatina 0,1%, e esta suspensdo foi ajustada no
espectrofotbmetro a densidade o6tica de 0,7 a 0,8, em 700nm. Para isto, colocou-se
975uL do tampéo e adicionou-se 25uL da suspensdo. Foi utilizado o anticorpo anti-
estroma de eritrocito de carneiro (hemolisina) que foi produzido em coelho e,
previamente, titulado para o ensaio hemolitico (1:100). A hemolisina em PBS pH 7,4 foi
adicionada, volume a volume, a suspensdo de eritrcitos ja ajustada. A amostra foi
incubada na geladeira por 15 minutos. Em seguida, a suspenséo de eritrocitos revestida
com o anticorpo (EA) foi ajustada a uma densidade Otica de 0,7 a 0,8 em 700nm. Para

isto, colocou-se 300uL do tampéo e adicionou-se 600uL do EA.

3.9.1.2 - Ensaio hemolitico cinético da via classica
Primeiramente foi feita a leitura do branco, que consistiu apenas no tampéo
utilizado. Foram misturados 300uL de cada dilui¢cdo dos soros a 600pL da suspensdo de
eritrocitos (EA), finalizando um volume igual a 900uL. Os ensaios foram realizados em
duas diluicGes diferentes:
900uL (1:20) = 45uL de soro + 255uL de CFD/gelatina 0,1% + 600uL de EA.
900uL (1:40) = 22,5uL de soro + 277,5uL de CFD/gelatina 0,1% + 600uL de EA.
Foi colocado o tampdo CFD/gelatina 0,1% pH 7,2 nas cubetas, e, em seguida,

foi colocado o soro. A mistura foi incubada em espectrofotdmetro provido de banho a



37°C, por 2 minutos e 30 segundos. Apods esse tempo, o EA foi colocado rapidamente
nas cubetas. A cinética da lise dos eritrocitos, pelo soro humano, foi monitorada pelo
registro da absorvancia a 700nm, por 10 minutos. O tempo necessario para causar 50%

da lise dos eritrocitos (TY2) foi calculado a partir de curvas de lise.

3.9.2 - Atividade hemolitica da via alternativa

3.9.2.1 - Preparo da suspensao de eritrocitos de coelho

Foi colhido sangue de dois coelhos com solucdo de Alsever pH 6,1 como
anticoagulante, volume a volume. A esta amostra foi adicionado igual volume do
tampdo TEA-EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 10mM, pH 7,4, com gelatina
0,1% e, em seguida, deixada no banho-maria a 37°C, por 15 minutos. Foi feita a
centrifugagdo a 700xg, por 10 minutos, a 20°C, o sobrenadante foi desprezado e os
eritrocitos foram ressuspensos em TEA-Mg2+ 2mM, pH 7,4, com gelatina 0,1%, e
foram lavados trés vezes com esse tampdo. ApOs esse processo, 0s eritrocitos foram
ressuspensos em Alséver e mantidos a 4°C por 24 horas. Para 0 uso, pegou-se uma
aliquota (500uL) da suspensdo de eritrocitos de cada coelho, e adicionou-se TEA-
EGTA (8mM) e Mg2+ (2mM), pH 7,4, com gelatina 0,1%. A amostra foi centrifugada a
700xg, por 10 minutos a 20°C, e repetiu-se esse procedimento duas vezes. Em seguida,
os eritrocitos foram ressuspensos em TEA-EGTA-Mg?2+*/gelatina 0,1%, e essa suspensao
foi ajustada para uma densidade 6tica de 0,7 a 0,8 a 700nm no espectrofotdmetro. Para
isto, colocou-se 300uL do tampéo e adicionou-se 600uL da suspensao de eritrocitos.

3.9.2.2 - Ensaio hemolitico cinético da via alternativa
Primeiramente, foi colocado apenas o tampdo TEA-EGTA-Mg2*/gelatina 0,1%
para leitura do branco no espectrofotémetro. Foram misturados 300uL de soro de cada
diluicdo a 600uL da suspensdo de eritrocitos, finalizando um volume igual a 900uL,
sendo que foram feitas duas dilui¢Oes diferentes:
900uL (1:6) = 150uL de soro + 150uL de TEA-EGTA-Mg2*/gelatina 0,1% +
600uL da suspensao de eritrocitos.
900pL (1:9) = 100uL de soro + 200uL de TEA-EGTA-Mg2*/gelatina 0,1%-+ 600uL

da suspensdo de eritrocitos.



O tampdo TEA-EGTA-Mg2*/gelatina 0,1% foi colocado, primeiramente nas
cubetas, e logo apo6s, foi colocado o soro. Esta mistura permaneceu no
espectrofotdbmetro em banho a 37°C, por 2 minutos e 30 segundos, em seguida, a
suspensdo de eritrocitos foi colocada rapidamente nas cubetas. A cinética da lise dos
eritrocitos, pelo soro humano, foi monitorada pelo registro da absorvancia a 700nm, por
10 minutos. O tempo necessario para causar 50% da lise dos eritrocitos (T1/2) foi
calculado a partir de curvas de lise.

3.10 - Avaliacdo da atividade funcional do inibidor de C1

O imunoensaio enzimatico de inibidor de C1 da MicroVue (A003, Quidel™, San
Diego, CA, USA) destina-se a medir a quantidade de proteina inibidora de C1 funcional
em plasma ou soro humanos, utilizando-se como reagente o fragmento C1s ativado. Os

ensaios foram realizados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.10.1 - Reagentes e materiais

O kit MicroVue C1l-Inhibitor Enzyme Immunoassay (A003, Quidel™) ¢
composto de cinco padrdes: (A, B, C, D, E) que contém uma quantidade conhecida de
inibidor de C1 em plasma humano, dois controles: L (controle anormal) que contém
plasma humano com um nivel reduzido de inibidor de C1 e N (controle normal) que
contém plasma humano com um nivel normal de inibidor de C1.

Cada Padréo e Controle foi reconstituido com 1mL de reagente hidratante por 15
minutos e as amostras de soro das voluntérias foram diluidas 1:101 com um diluente de

amostras do complemento.

3.10.2 - Procedimento do ensaio

Primeiramente, foram colocados 100uL de cada padrdo e controle reconstituidos
e as amostras de soro das voluntarias diluidas em microtubos previamente rotulados.
Em seguida, foi adicionado 20pL do reagente de inibidor de C1 (o Cls ativado) aos
microtubos e foi agitado vigorosamente. Foi incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente e logo apds foi colocado 50uL do diluente da amostra do complemento
(branco), de cada padréo, dos controles e de cada amostra teste nos pocos da placa. Foi
incubado por 10 minutos. Apos incubacdo, os pocos foram lavados cinco vezes com

solucdo de lavagem e em seguida, foi adicionado 50uL do anticorpo conjugado anti-



inibidor de C1 e incubou-se por 60 minutos. Em seguida, os pogos foram lavados cinco
vezes com solugdo de lavagem, e logo apos, foi colocado 100uL da solucgdo substrato e
incubado por 30 minutos. Apos incubacado, foi colocado 50uL da solucdo de parada e
foi feita a leitura da densidade dtica a 405nm em leitor de ELISA EIA Multi-Well

Reader. A analise dos resultados do ensaio foi feita através de curva padro.

3.11 - Avaliacdo da ativacdo das vias classica/lectina através da quantificacdo do
fragmento C4d

O fragmento C4d foi determinado através do kit MicroVue C4d Fragment Enzyme
Immunoassay (A008, Quidel™) que mede a quantidade de fragmentos de C4d,
resultantes da clivagem da proteina C4 das vias classica/lectina, presentes no soro e
plasma humano. Os ensaios foram realizados de acordo com as recomendacbes do

fabricante.

3.11.1 - Reagentes e materiais

O kit MicroVue C4d Fragment Enzyme Immunoassay (A008, Quidel™) é
composto de cinco padrbes: (A, B, C, D e E) que contém soro humano contendo
quantidades conhecidas de fragmentos C4d, dois controles: H (high) e L (low) que
contém soro humano com fragmentos C4d diluidos em PBS.

Cada Padrdo e Controle foi reconstituido com 2mL de reagente hidratante por 15
minutos e as amostras foram diluidas 1:70 com um diluente de amostras do

complemento.

3.11.2 - Procedimento do ensaio

Primeiramente, todos 0s pocos da placa do ensaio foram lavados trés vezes com
solucéo de lavagem. Em seguida, foram colocados 100uL do diluente das amostras do
complemento (branco), os padrdes, os controles e as amostras de soros das voluntarias
nos pogos revestidos com anti-C4d. Foi incubado por 30 minutos & temperatura
ambiente. Apds incubacéo, lavou-se cinco vezes com a solucao de lavagem e logo apos,
foi colocado 50pL do anticorpo anti-C4d conjugado e foi incubado por 30 minutos.
Apbs incubacdo, os pocos foram lavados cinco vezes com solucdo de lavagem e em
seguida, foi adicionado 100uL da solugdo substrato e incubado por 30 minutos. Apos

incubacéo, foi colocado 50uL da solucdo de parada e foi feita a leitura da densidade



Otica a 405nm em leitor de ELISA EIA Multi-Well Reader. Os valores das amostras

foram calculados a partir da curva padréo.

3.12 - Avaliacdo da ativacdo da via alternativa através da quantificagdo do
fragmento Bb

O fragmento Bb foi determinado atraveés do kit MicroVue Bb Plus Enzyme
Immunoassay (A027, Quidel™) que mede a quantidade de fragmentos Bb, resultantes
da ativacdo do fator B da via alternativa do sistema complemento, presentes no soro e
plasma humano. Os ensaios foram realizados de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

3.12.1 - Reagentes e materiais

O kit MicroVue Bb Plus Enzyme Immunoassay (A027, Quidel™) é composto de
cinco padrdes: (A, B, C, D e E) que contém concentracdes conhecidas do fragmento Bb
no soro humano, dois controles: H (high) e L (low) que contém soro humano com
fragmentos Bb diluidos em PBS.

Cada Padréo e Controle foi reconstituido com 1mL de reagente hidratante por 15
minutos e as amostras foram diluidas 1:20 com um diluente de amostras do

complemento.

3.12.2 - Procedimento do ensaio

Primeiramente, todos 0s pocos da placa do ensaio foram lavados trés vezes com
solucdo de lavagem. Em seguida, foram colocados 100uL do diluente das amostras do
complemento (branco), os padr@es, os controles e as amostras de soros das voluntarias
nos pogos revestidos com anti-Bb. Foi incubado por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apbs incubacdo, lavou-se cinco vezes com a solucdo de lavagem e logo apds, foi
colocado 50uL do anticorpo conjugado anti-Bb e foi incubado por 30 minutos. Apds
incubac&o, os pogos foram lavados cinco vezes com solucdo de lavagem e em seguida,
foi adicionado 100pL da solucdo substrato e incubado por 15 minutos. Apos incubacao,
foi colocado 100pL da solugdo de parada e foi feita a leitura da densidade Otica a
450nm em leitor de ELISA EIA Multi-Well Reader. Os valores das amostras foram

calculados a partir da curva padrao.



3.13 - Determinacdo do inibidor de C1 no soro por técnica de imunoeletroforese
semi-quantitativa em foguete

As amostras de soro das voluntarias dos grupos de contraceptivos, do Grupo
Controle e de pools de soro humano normal (soros de mulheres ndo usuarias de
contraceptivos) (buL) foram aplicadas em orificios de placas de vidro (7,5 x 5 cm)
revestidas com agarose 1,3% em tampdo barbital pH 8,3, contendo 1,3% do anticorpo
anti-inibidor de C1 (A300, Quidel™). As condigdes da corrida foram 12h a
20mAJ/placa. Apos a secagem do gel, as placas foram expostas ao corante Ponceau S,
para melhor evidenciacdo da reacdo antigeno-anticorpo. A distancia percorrida pelo
inibidor de C1 foi medida (em cm) a partir da borda do orificio onde a amostra de soro
foi aplicada até o ponto mais alto da linha de precipitagdo formada.

Os ensaios foram realizados em duplicadas e na presenca de pool de soro

humano normal como controle das reacdes de precipitagéo.

3.14 - Quantificacado dos receptores para complemento CR1 e CR3

Amostras de sangue total (100uL) de cada voluntaria foram utilizadas. Cada
amostra foi incubada, a temperatura ambiente, por 20 minutos, ao abrigo da luz, com
5uL do anticorpo anti-receptor especifico marcado com fluorocromo ou com o
anticorpo isotipo controle como descrito por Marzocchi-Machado et al. (2002). As
amostras que receberam o isotipo controle foram utilizadas para descontar a
fluorescéncia causada pela ligacdo inespecifica do respectivo isotipo anti-receptor a
ceélula. Apos este periodo de incubacéo, todas as amostras receberam 2000uL de tampéo
de lise (Becton & Dickinson), para lisar os eritrocitos e foram mantidas & temperatura
ambiente, por 10 minutos, ao abrigo da luz, e, em seguida, centrifugadas a 755xg, a 4°C,
por 10 minutos. As misturas foram lavadas em 2000uL de PBS/SBF (soro bovino fetal)
2%/azida < 0,1 % pH 7,2 gelado, a 755xg, a 4°C, por 10 minutos, e ressuspensas em

500uL de PBS/formol 1%, para leitura no citdbmetro de fluxo dentro de 24 horas.

Os anticorpos marcados com FITC (isotiocianato de fluoresceina) ou PE
(ficoeritrina) usados foram: a) isotipo controle para anti-CR3 (clone MOPC-21;
IgGl,x); b) 1gG1-PE de camundongo anti-CD11lb (CR3; Mac-1) humano (clone
ICRF44; 1gG1, «); c¢) 1gG1-FITC de camundongo anti-CD35 (CR1) humano (clone
E11; IgG1, x); e d) IgG1-FITC de camundongo, isotipo controle para anti-CD35 (CR1)

(clone MOPC-21; IgG1, «). As analises foram feitas em um citémetro de fluxo modelo



FACSCalibur™ (“Fluorescent Activated Cell Sorter”), “software Cell Quest Pro™”
(Becton Dickinson). Os resultados estdo expressos como mediana da
fluorescéncia/célula determinada em um histograma em escala logaritmo e como
porcentagem de células fluorescentes na populacdo total. Os neutréfilos foram

identificados por tamanho e complexidade.

3.15 - Hemograma

O hemograma das amostras foi realizado no setor de Hematologia do Servico de
Anélises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP,
através da Metodologia Automatizada - CELL DYN 3500SL.

3.16 - Analise Estatistica

Os dados nao apresentaram distribui¢cdo normal, portanto foram analisados por
testes ndo paramétricos. As comparacdes entre trés ou mais grupos foram feitas pelo
teste de Kruskal Wallis seguido pelo teste de Dunn para compara¢des maltiplas. Para as
comparacgdes entre o Grupo Controle e 0 grupo de contraceptivos, sem separar por
grupos de contraceptivos, o teste utilizado foi o teste de Mann Whitney. O teste pareado
de Wilcoxon foi utilizado para comparagdes dentro de cada grupo de contraceptivos
estimulados com Zi/SHN e Zi/SCH. Para todas as andlises o nivel de significancia
considerado foi p<0,05.

Em virtude do n=2, o Grupo 5 ndo foi incluido nas analises estatisticas. Os dados
desse grupo somente foram inseridos nas compara¢fes quando consideramos 0 grupo
CH total.

Para os dados epidemioldgicos e hemograma, os valores sdo apresentados como

média e desvio padréo.

4. RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
Foram colhidas amostras de sangue de 64 voluntarias, e com esse material foram
concluidas as seguintes etapas:
e Obtencdo dos soros;

e Obtencdo dos neutrofilos;



e Opsonizacdo do zimosan com pool de soro humano normal (SHN), com soro
humano de usuaria de contraceptivo hormonal combinado (SCH) e com pool de
soro humano normal inativado (SHI);

e Avaliacdo do burst oxidativo de neutrofilos por quimioluminescéncia (QL):

1.  Padronizacgéo dos ensaios de QL: diferentes concentragdes de zimosan;

2. Avaliacdo do efeito dos contraceptivos hormonais combinados (CHC)
sobre a atividade opsonizante do complemento sérico: ensaios de QL com
neutrdfilos de voluntarias que usam CHC estimulados com zimosan, zimosan
opsonizado por SHN (ZI/SHN), com ZI opsonizado como soro da propria
usuéria de CHC (ZI/SCH) e com ZI opsonizado por SHI (ZI/SHI);

3.  Avaliacdo do efeito dos CHC sobre a funcdo dos receptores para
complemento (CR) em mediar o burst oxidativo: ensaios de QL com
neutréfilos de voluntérias que usam CHC e voluntarias que ndao usam CHC
(controles) estimulados com ZI/SHN.

e Avaliacdo da atividade hemolitica do complemento sérico: vias classica e
alternativa;

e Medida da concentracéo sérica e da atividade do inibidor de C1;

e Avaliacdo da ativacdo da vias classica/lectina através da quantificacdo do
fragmento C4d;

e Auvaliacdo da ativacdo da via alternativa através da quantificacdo do fragmento
Bb;

e Determinacdo do inibidor de C1 no soro, por técnica de imunoeletroforese semi-
guantitativa em foguete;

e Quantificacdo dos receptores para complemento CR1 e CR3 dos neutrdfilos por
citometria de fluxo;

e Como controle, hemogramas foram realizados nas amostras de sangue das

voluntarias.

5. RESULTADOS

6 - DISCUSSAO
A contracep¢do confidvel € uma das principais conquistas do ultimo século,
particularmente para as mulheres. Cerca de 100 milhdes de mulheres em todo o mundo

usam contraceptivos na forma de pilula. Além da contracep¢do, o uso da pilula tem



beneficios terapéuticos para muitas desordens ginecologicas, por exemplo,
dismenorreia, sangramentos irregulares e excessivos, acne, endometriose e, sobretudo,
reduz a incidéncia de anemia por deficiéncia de ferro (DHONT, 2010). No entanto, nao
ha davidas de que o estrégeno aumenta de 2 a 4 vezes o risco de tromboembolismo e
estudos epidemioldgicos mostram que o efeito do estrogeno é modulado pelo tipo de
progestagénio associado (VAN HYLCKAMA et al., 2009).

Desde o advento da pilula ha 50 anos, ha uma busca constante para minimizar os
efeitos colaterais indesejaveis dos contraceptivos hormonais, caracterizada pela redugéo
das doses de hormonios, diferentes combinagdes de progestagénios com estrogénio e o
desenvolvimento de vias alternativas de administracdo. Esta evolucédo foi e € facilitada
pelos avangos no conhecimento dos mecanismos hormonais e monitoramento dos
efeitos metabdlicos e enddcrinos elucidados pelos contraceptivos (DHONT, 2010).

Em virtude do crescente interesse cientifico nas interagdes entre o sistema
complemento (SC), a hemostasia e 0 uso de contraceptivos hormonais, nesse estudo nds
investigamos o efeito do uso de diferentes contraceptivos hormonais combinados (CHC)
sobre o sistema complemento.

As atividades bioldgicas do SC sdo mediadas por produtos gerados durante a sua
ativagcdo. Os receptores para complemento (CR) reconhecem produtos de ativacao,
como C3b, depositados nas superficies estranhas, promovendo lise, fagocitose e/ou
clearance. Ja os peptideos quimiotaticos (C3a, C4a e Cbha) favorecem a resposta
inflamato6ria (RICKLIN et al., 2010).

Esta investigacdo abordou o efeito do uso dos CHC sobre diferentes fungdes do
sistema complemento: a capacidade dos receptores para complemento (CR) mediarem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) dos neutréfilos (burst oxidativo); a
capacidade opsonizante do soro, para estimular os CR nos neutréfilos; a atividade
hemolitica do complemento sérico; os niveis séricos e atividade funcional do inibidor de

Cl e ageracdo de produtos de ativacao do SC.

Primeiramente nos analisamos a capacidade dos CR (CR1 e CR3) nos
neutrofilos de usuérias de CHC responderem ao estimulo opsonizado com fragmentos
do complemento de soro humano normal. Para esta andlise, nds estimulamos o0s

neutréfilos das voluntarias de CHC com zimosan opsonizado com pool de soro de



voluntarias ndo usuarias de CHC. Neste modelo, a Unica variavel dependente do efeito
do CHC é o CR no neutrofilo da usuéria de contraceptivo.

O método de quimioluminescéncia (QL) foi usado para estudar o efeito dos
CHC no burst oxidativo dos neutréfilos mediado pelos CR em resposta aos produtos de
ativagdo do SC. A comparacdo do grupo de mulheres CHC como um todo, sem
discriminar os diferentes tipos, com o Grupo Controle ndo mostrou diferengca. No
entanto, quando consideramos os diferentes CHC em grupos separados, a producéo de
ERO apresentou variacdes entre os grupos, embora ndo significativas na maioria das
analises estatisticas. Houve uma tendéncia a maior produgdo de ERO no Grupo 1
(drospirenona + 30ug de estrogénio) em relacdo ao controle. E dificil explicar este
resultado, uma vez que os Grupos 2 e 3 compartilham com o Grupo 1 0 mesmo
progestagénio e a mesma concentragao de estrogénio, respectivamente, e ndo mostraram
aumento da QL. Talvez a associagdo hormonal no Grupo 1 seja a responsavel pela
tendéncia ao aumento da producédo de ERO.

A geracédo de ERO pelos neutrofilos é mediada pelas enzimas NADPH oxidase e
mieloperoxidade (MPO), representando um importante mecanismo da imunidade inata
contra patogenos (ROSS et al., 2003). Varias evidéncias mostram que 0s horménios
esterdides sexuais influenciam o padrdo da resposta inflamatoria em humanos, em
particular, o papel do progestagénio como um imunossupressor natural, que modula
negativamente a producdo de citocinas pré-inflamatérias nos neutréfilos (CUTOLO et
al., 2004). Quando os niveis de progestagénio estdo elevados, como na gravidez e na
fase latea do ciclo menstrual, hd uma maior suscetibilidade as infeccdes por Candida
albicans (FIDEL et al., 2000). Chen e colaboradores (2009) relataram o efeito
modulador importante do progestagénio na interacdo de neutrofilos com cepas de
Neisseria gonorrhoeae causadoras de infeccdo assintomatica. Os autores observaram
gue o progestagénio induz um atraso na apoptose de neutréfilos sem contudo alterar o
burst oxidativo.

Quanto ao estrogénio, Babior et al. (1973) demonstraram que 0 estrogénio
aumenta a producdo de &nion superoxido por neutrofilos ativados. Também foi descrito
que o estrogénio pode liberar MPO dos neutrofilos (KLEBANOFF et al., 1977). Estas
observacdes podem explicar o aumento da resposta de QL dos neutréfilos causada pelo
estrogénio descrita por Jansson (1991), que implica na liberagdo de MPO. Alem disso,
Kenneth et al. (2004) mostraram que o estrogénio aumenta a desgranulagdo (MPO e
elastase) e a producdo de anion superdxido, a primeira ERO gerada no burst oxidativo



pelos neutrofilos. O aumento da MPO resultou em aumento da oxidac&o da lipoproteina
de baixa densidade (LDL). Esta observacdo suporta a hip6tese da agdo benéfica pro-
oxidante do estrogénio, uma vez que a oxidacdo da LDL favorece seu clearance e,
consequentemente, contribui para a prevencao da doenca cardiovascular.

Assim, a tendéncia ao aumento da QL observado no Grupo 1 pode refletir um
efeito da maior concentracdo de estrogénio (30ug) comparada aos outros grupos € nédo
ser influenciada pelo progestagénio. Embora, o Grupo 3 também tenha a mesma
concentracdo de estrogénio, o numero de amostras (n) foi pequeno. Isto pode ter

subestimado o efeito do estrogénio na QL dos neutrofilos desse grupo.

Ainda utilizando o modelo de QL dos neutr6filos, uma segunda abordagem
analisou o efeito dos CHC na capacidade opsonizante do soro. Nesta andlise, nos
comparamos a resposta de QL das usuarias de CHC estimulada por complemento
autologo (SCH) com aquela destas mesmas células estimuladas com complemento do
Grupo Controle (SHN). A mesma populacdo de neutréfilos foi comparada com
diferentes fontes de complemento. As comparagdes foram pareadas dentro de cada
grupo de CH. O Grupo 4 foi o Gnico que apresentou diferenca significativa entre o SHC
e 0 SHN. N6s observamos uma reducéo na producdo de ERO quando os neutrofilos do
Grupo 4 foram estimulados com zimosan opsonizado pelo soro autélogo (Zi/SHC). Este
resultado pode sugerir uma redugdo dos niveis séricos do complemento, mas no
momento nos ndo temos dados para suportar esta hipdtese. As andlises séricas
realizadas nesse grupo incluiram somente a atividade hemolitica e a determinacéo semi-
quantitativa do inibidor de C1, sendo que para ambas ndo observamos diferenca em
relacdo ao controle. Desta maneira, esta reducdo da QL mediada pelo nivel sérico do

complemento no Grupo 4 permanece a esclarecer.

E importante ressaltar que apesar de todos os efeitos fisioldgicos do estrogénio
na manutencao das fungdes reprodutivas e ndo reprodutivas estes efeitos dependem do
tipo celular, do tipo de receptor de estrogénio, da dose e da exposi¢do ao horménio. O
estrogénio também tem sido associado a inducdo de ERO, as quais podem mediar a
ativacdo de fatores de transcricdo para a progressao do cancer (OKOH et al., 2011).

O estrogénio pode também exercer efeitos anti-oxidantes por acdo do seu
metabdlito catecolestrogénio no ciclo de redox do ferro e, entdo, atuar nos genes com

elementos responsivos para anti-oxidantes. Assim, por suas a¢des anti- e pro-oxidantes



0 estrogénio pode produzir ambos efeitos benéficos e adversos importantes na
prevencdo e na patogénese das doengas (NATHAN; CHAUDHURI, 1998).

Os resultados das respostas de QL dos neutrofilos sugeriu a avaliacdo da
expressdo de CR1 e CR3, uma vez que esses eram 0s receptores envolvidos na producéo
de ERO pelos neutréfilos estimulados com zimosan opsonizado por complemento. NOs
analisamos a densidade da expressao desses receptores na membrana dos neutrofilos,
que foi expressa pela intensidade de fluorescéncia/célula, e pela porcentagem e
neutréfilos positivos, ou seja, a % de neutrdfilos expressando o receptor na populagéo
estudada.

A densidade do CR1 e do CR3 na membrana dos neutrdfilos e a % de neutrofilos
positivos para CR3 ndo foram diferentes entre os grupos estudados. Esta observacao
contribui para o entendimento da resposta de QL, uma vez que ndo houve diferencas
significativas entre 0s grupos, apesar da tendéncia de aumento da QL no Grupo 1. No
entanto, nds encontramos uma reducdo significativa da % de neutréfilos expressando
CR1 no grupo CH como um todo e nos Grupos 3 e 4, quando comparados ao controle.
Este tipo de observacdo, geralmente, reflete uma caracteristica adquirida. Neste caso,
sugere-se que seria adquirida pelo efeito do CH sobre o CR1 no neutrdfilo.

O efeito dos horménios esterdides sexuais na expressdao dos CR €é pouco
explorado e ha uma escassez de relatos na literatura. Jansson e Holmdahl (1998)
mostraram que a artrite reumatoide (AR) tende a melhorar durante a gravidez,
correspondendo com niveis de estrogénio elevados e que este também suprime a AR
induzida por colageno. Nilsson et al. (2009) descreveram um possivel papel do
estrogénio na expressdao do CR1 em um modelo de AR induzida por colageno em
camundongos. Esses autores observaram uma reducdo da expressdo do CR1 em
linfécitos B dos camundongos com AR e ovarioectomizados, sugerindo um efeito
protetor do estrogénio contra a auto-imunidade. Ainda nesse estudo, 0s autores
compararam a expressdao de CR1 nos linfocitos B de homens e mulheres saudaveis.
Eles observaram uma redugéo de CR1 no grupo de mulheres, que foi relacionada com o
aumento da idade. Estas observacdes podem sugerir uma explicacdo para o aumento da

frequiéncia de AR na pos-menopausa.

Quanto ao CR3, o unico trabalho que encontramos na literatura foi realizado por

Lamote et al. (2006). Eles investigaram se a ocorréncia frequente de mastite em vacas



no final da gestagdo era influenciada pelos esterdides sexuais. O estudou analisou a
viabilidade e a expressio de CR3 em neutrofilos. Nem o estrogénio nem o
progestagénio influenciaram a expressdao do CR3. Nosso resultado esta de acordo com
esta observacdo, uma vez que o CR3 nao foi influenciado por nenhum dos CHC
estudados.

Até aqui pode ser sugerido que o aumento da QL no Grupo 1 nédo é devido a
alteracdo da expressdo dos CR, mas provavelmente esteja relacionada ao efeito do
estrogénio diretamente na liberacdo da MPO e producdo de ERO. Os resultados obtidos
apontam para a investigacdo futura dos mecanismos envolvidos na ativacdo da NADPH
oxidase e da desgranulacdo dos neutrofilos.

Como ja discutido, o tempo de exposicdo ao estrogénio pode ser determinante
dos efeitos deste sobre diferentes 6rgdos e sistemas no organismo. Isto pode apontar a
favor do carater adquirido na reducao de neutréfilos positivos para CR1 nos Grupos 3 e
4. Assim, nossos resultados precisam ser reconsiderados a luz da relacdo do tempo de

uso do CHC e da anélise da expressao de CR1.

Na etapa seguinte, nés analisamos a AH do SC medida pelo T1/2. O T1/2
representa 0 tempo necessério para que o complemento presente no soro lise uma
suspensdo de eritrocitos padronizada. O valor de T1/2 é inversamente proporcional a
AH, isto é, quanto menor o valor de T1/2, maior a AH do SC. NG6s observamos um
aumento significativo da AH da via classica (VC) nos Grupos 1 e 2, quando
comparados ao controle e uma diminuicdo significativa da AH no Grupo 3, quando
comparada aos Grupos Controle, 1 e 2. Também ndo ha muitos dados na literatura para
fundamentar nossos resultados. Booth e Lucchesi (2007) mostraram que o tratamento
com estrogénio reduziu a ativacdo do SC, em um modelo de isquemia cardiaca em
coelho, e que esse efeito foi antagonizado por progestagénio. E muito dificil relacionar
este resultado com os nossos, por se tratarem de modelos diferentes. No nosso estudos,
nos Grupos 1 e 3 h4 a mesma concentracdo de estrogénio (30ug) e a AH destes é
influenciada de maneira inversa, com aumento e diminuig&o, respectivamente.

A drospirenona é o progestagénio dos Grupos 1 e 2, os quais diferem guanto a
concentracdo de estrogénio, 30ug no primeiro e 20ug no segundo grupo, e esses grupos
ndo apresentaram diferencas na AH entre si, mas mostraram um aumento significativo
em relacdo ao controle e ao Grupo 3. Contudo, os Grupos 1 e 3 diferem quanto ao tipo

de progestagénio, drospirenona e levonorgestrel, respectivamente. Este resultado sugere



um efeito modulador da AH da VC do SC por diferentes progestagénios, a qual merece
atencdo e precisa ser investigada mais detalhadamente.

Uma vez que os radicais livres, tais como as ERO, estdo envolvidos na lesdo
tecidual associada com o0s processos inflamatdrios, dentre estes a ativacdo do
complemento, no nosso estudo podemos especular que o efeito do CHC do Grupo 1 no
aumento da QL dos neutrofilos, somado ao aumento da atividade hemolitica, pode ter
implicacdes nos processos inflamatorios cronicos. Obviamente, a hipdtese de um efeito
benéfico ou adverso deve ser considerada em um contexto mais amplo e bem definido

para cada modelo.

Ainda guanto a influéncia dos CHC na ativacdo da VC e nenhum efeito sobre a
via alternativa (VA), podemos comentar as inter-relacdes do sistema complemento com
a hemostasia. O SC e a hemostasia tém implica¢des clinicas importantes no contexto da
lesdo tecidual e da inflamagdo. Embora esses sistemas tenham sido descritos como
cascatas separadas, ambos pertencem a uma complexa rede inflamatoria e exibem
algumas caracteristicas similares e comuns em relacdo as funcGes de seus ativadores e
inibidores. Em particular, o inibidor de C1 e as proteinas C e S (AMARA et al., 2010).

Varias interacdes entre 0 SC e a hemostasia tém sido propostas, embora ainda
ndo completamente elucidadas (AMARA et al., 2008). Atencdo especial é dada ao
angioedema observado na terapia de reposi¢cdo hormonal com estrogénio (BINKLEY;
DAVIES, 2000; 2004; BORK et al., 2003; 2006). O estrogénio pode precipitar ataques
de angioedema, enquanto o progestagénio pode ser protetor (KAPLAN, JOSEPH,
2010).

O fator XIlI ativado (FXIla) da coagulacdo pode ativar o componente Clr do
complemento e iniciar a ativacdo da VC. O inibidor de C1 controla negativamente as 3
vias de ativacdo do SC e também a via intrinseca da coagulacdo (a calicreina e o FXl11a)
(DAVIES et al., 2008).

No angioedema provocado pelo estrogénio, os pacientes tém niveis funcionais
normais de inibidor de C1 e na maioria sdo mulheres (KAPLAN, JOSEPH, 2010). Ha
um subgrupo de pacientes com angioedema que apresentam uma mutacdo no gene do
FXII, que quando ativado, tem uma atividade muito maior do que a proteina normal
(CHICON et al., 2006), levando ao aumento da producdo de bradicinina, que resulta em

angioedema.



Além deste mutante, altos niveis de estrogénio, como na gravidez e no uso de
contraceptivos orais, estdo associados com o aumento do FXII, provavelmente devido a
um fator responsivo ao estrogénio na regido promotora para 0 gene do FXII
(FARSETTI et al., 1995). Sob condi¢bes com elevados niveis de estrogénio, a maior
disponibilidade do FXII para a ativacdo favorece a producéo da bradicinina. Os niveis
aumentados de estrogénio durante a gravidez e o uso de contraceptivos também podem
estar associados com niveis reduzidos do inibidor de C1. O inibidor de C1 inibe o FXlla
e a calicreina; a reducdo da inibicdo do FXlla e da calicreina com altos niveis de
estrogénio também favorece a formacdo da bradicinina. Somado a isso, 0 estrogénio
ainda suprime a expressao da enzima conversora de angiotensina (ECA), que degrada a
bradicinina e seu metabdlito ativo. O aumento de estrogénio e a diminuicdo da ECA
favorecem o acUmulo da bradicinina. Esta por sua vez é um importante mediador da
vasodilatacdo e extravasamento de liquido, ocasionando o inchago caracteristico do
angioedema (BINKLEY, 2010).

No nosso estudo, a avaliacdo do inibidor de C1 funcional ndo mostrou diferenca
entre os grupos. Curiosamente, na analise semi-quantitativa do inibidor de C1 sérico,
houve um aumento significativo da concentracdo do inibidor de C1 no grupo de CHC
considerado em conjunto, sem discriminar o tipo de CHC, em relagéo controle. Quando
consideramos os diferentes grupos, somente o Grupo 3 mostrou niveis do inibidor de C1
significativamente elevados quando comparados ao Grupo Controle. No Grupo 3 o
aumento do inibidor de C1 sérico relacionou-se com a diminuicdo da atividade
hemolitica da VC, que pode estar mais lenta por aumento da inibicdo do C1 nessa via.
Além disso, esse grupo apresentou diminuicdo do fragmento C4d (produto da ativacéo
das vias classica/lectina). Uma vez que o inibidor de C1 regula C1 e C4 (KAPLAN;
JOSEPH, 2010), a diminui¢do dos niveis de C4d pode ser devida ao maior nivel deste
inibidor neste grupo. No entanto, ndo houve relacdo dos resultados para os Grupos 1 e 2,
onde a AH esta mais acelerada e os niveis de inibidor de C1 n&o diferem do controle.

As voluntarias usuarias de CHC incluidas neste estudo ndo tém diagndstico de
angioedema. NOs especulamos que este aumento do inibidor de C1 possa estar
relacionado com possiveis alteracbes na hemostasia ocasionadas pelo uso de CHC
(VLIEG et al., 2009). O nosso estudo faz parte de um projeto mais amplo que avalia

também a hemostasia nos grupos de CHC aqui analisados. No entanto, os resultados da



hemostasia ndo fazem parte do contexto deste trabalho e ndo sdo apresentados aqui,
porém podem ser discutidos.

Huber-Lang e colaboradores (2006) demonstraram que a trombina é capaz de
gerar o produto de ativacdo Cb5a na auséncia de C3 em estudo murino. Em outro estudo,
Clark e colaboradores (2008) sugeriram que a trombina e a plasmina podem contribuir
para uma ativagdo nédo tradicional do complemento na auséncia de C4 e durante a
inibicdo do fator B.

Amara e colaboradores (2010) mostraram que a trombina, o FXlla e a plasmina
sdo capazes de gerar C3a e C5a in vitro. Além disso, o FXIlla resultou na diminuicéo da
AH do soro. Estes resultados podem suportar nossas observacfes, em especial para o
Grupo 3, que apresentou resultados significativamente diferentes em relacdo ao
controle. No Grupo 3 observou-se aumento do tempo de protrombina (resultado nédo
apresentado) e uma tendéncia ao aumento do FXII. Como demonstrado por Amara e
colaboradores (2010), a trombina pode ativar C3. Portanto, os resultados sugerem que
um maior consumo de C3 pode comprometer a amplificacdo da ativacdo da VC e assim
reduzir a AH do Grupo 3. Este aumento no consumo de tempo de protrombina nao
ocorre nos Grupos 1 e 2 e, ao contrario do Grupo 3, ha uma maior AH ainda néo
explicada.

A tendéncia ao aumento do FXII pode sugerir que no Grupo 3, neste momento,
h& uma maior demanda de inibidor de C1, o que explicaria 0 aumento do inibidor de C1
sérico, que por sua vez ocasionaria a diminuicdo da AH da VVC e conseqlientemente do
C4d sérico. No entanto, é dificil explicar a diminuicdo do C4d e aumento da AH da VC
nos Grupos 1 e 2, com niveis de inibidor de C1 igual ao Grupo Controle. No estudo
realizado por Liu et al. (2005) observou-se um aumento da ligacdo do fragmento C4d
nos eritrécitos de pacientes com IUpus eritematoso sistémico ativo, sugerindo que esta
caracteristica possa ser uma marcador da ativacdo da VC e atividade da doenca. Se o
aumento da AH da VC nos Grupos 1 e 2 poderia ser resultante da deposicdo de C4d nos
eritrocitos, reduzindo os niveis séricos deste fragmento, precisa ser investigado. De
qualquer forma, se essa hipdtese for verdadeira, provavelmente a redugdo dos niveis
séricos de C4d nos Grupos 1 e 2 teriam causas diferentes da mesma reducao observada
no Grupo 3.

J& a andlise da VA ndo mostrou diferenga entre os grupos de CHC e o Grupo
Controle. Os resultados para a VA estdo de acordo com a literatura que apontam as

principais interacdes moleculares do SC e da coagulacdo com a regulacdo mediada pelo



inibidor de C1, envolvendo principalmente a VC do SC (BINKLEY, 2010). Ainda que
recentemente a literatura apontou para interagdes moleculares entre 0 SC e a
hemostasia, demonstrando a participacao das serinas proteases, comuns a ambas as vias,
na clivagem de C3 e C5, o FXIlla foi a mais eficiente de todas (AMARA et al., 2010).
Considerando-se que o FXII é regulado pelo inibidor de C1, a interacdo com a VC
parece ser mais Obvia.

Em conjunto, no cenario do foco inflamatorio, pode-se imaginar que varios
fatores da coagulacdo contribuem local e sistemicamente para a geracdo de C3a e Cbha,
0S quais, por sua vez, sdo quimioatraentes para os fagocitos. Estas células liberam
proteases, ERO e citocinas no local da inflamagdo. As citocinas pré-inflamatorias
podem levar a diminuicdo de proteinas anticoagulantes, por exemplo, proteinas C e S.
As atividades pré-coagulantes do SC sdo aumentadas quando mecanismos
anticoagulantes sdo inibidos, de modo a estabelecer interacdes de equilibrio entre os
dois sistemas. Frente a esta rede tdo complexa, o SC e a hemostasia devem ser
analisados em um contexto unificado (ESMON, 2004; MARKIEWSKI et al., 2007;
AMARA et al., 2010). O entendimento deste processo torna-se um desafio ainda maior
quando somamos a esta rede o efeito dos diferentes CHC, cada um com sua estrutura
molecular, dose e variedade de receptores amplamente distribuidos em diferentes
tecidos.

Muitas das observacdes neste estudo sao dificeis de rrelacionar com a literatura,
em parte pela escassez de estudos abordando as interagdes SC, hemostasia e CHC. Mas,
sobretudo porque se faz necesséario um estudo multicéntrico e multidisciplinar, reunindo
as observacdes dos efeitos bioldgicos, dados clinicos e laboratoriais, para, entdo, definir

se os efeitos observados tém implicacBes benéficas ou adversas para a homeostase.

7 - CONCLUSOES

- A associacdo drospirenona + 30ug de estrogénio (Grupo 1) mostrou uma tendéncia a
aumentar o burst oxidativo dos neutréfilos mediado por receptores para complemento;
- A associacdo gestodeno + 20ug de estrogénio (Grupo 4) mostrou reducdo da

capacidade opsonizante do complemento sérico;



- As associagdes levonorgestrel + 30ug de estrogénio (Grupo 3) e gestodeno + 20ug de
estrogénio (Grupo 4) promoveram uma reducdo da % de neutrofilos positivos para a
expressao de CR1,

- As associagdes drospirenona + 30ug de estrogénio (Grupo 1) e drospirenona + 20ug
de estrogénio (Grupo 2) promoveram um aumento da atividade hemolitica da via
classica do SC;

- A associacdo levonorgestrel + 30ug de estrogénio (Grupo 3) promoveu uma redugéo
da atividade hemolitica da via classica do SC;

- As associacGes de CHC nos Grupos 1, 2 e 3 promoveram uma diminui¢do do nivel
sérico de C4d, que mede o produto da ativacao das vias classica/lectina do SC;

- A associacao levonorgestrel + 30ug de estrogénio (Grupo 3) apresentou um aumento
da concentragdo de inibidor de C1 sérico;

- Nenhuma das associacdes de CHC estudadas mostrou diferencas na ativacdo da via
alternativa do sistema complemento;

- Os resultados sugerem que algumas das fungdes do sistema complemento podem ser
moduladas pelas diferentes combinacdes hormonais existentes nos contraceptivos. E
necessario investigar se esta influéncia tem implicacfes para a homeostase, se esta
relacionada o tempo de uso do contraceptivo e 0s mecanismos envolvidos nessa

modulacé&o.
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