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RESUMO

STOCCO, B. Avaliacdo do efeito de contraceptivos hormonais sobre a hemostasia. 2011.
92f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Séo Paulo, Ribeir&o Preto, 2011.

Introducdo: Mais de 100 milhdes de mulheres no mundo fazem uso de métodos
contraceptivos hormonais. Apesar de seu desgjado efeito na contracepcdo, sua metabolizacdo
ocorre no figado estimulando a sintese de proteinas plasméticas, dentre elas, as que controlam
os sistemas de coagulacdo e fibrindlise, conferindo um estado de hipercoagulabilidade em
suas usudrias. A literatura aponta também ateracbes no metabolismo dos lipidios e
carboidratos, além de modular a expressdo de moléculas de adesdo presentes no endotélio.
Para combater os efeitos indesgaveis destes medicamentos, baixas concentragdes de
estrogenos e diferentes progestagenos foram introduzidos, pois, a estes Ultimos € conferida a
atividade anti — estrogénica destas formulagbes. Estudos independentes sugerem que
progesteronas de terceira e quarta geracdo possuem atividade anti-estrogénica menor em
relacdo as de segunda geracdo. Objetivos. avaliar a ocorréncia de alteragdes hemostéticas,
analisar o perfil lipidico e quantificar moléculas de adesdo no soro ou plasma da populacdo
feminina brasileira usuaria de contraceptivos orais de segunda e quarta geraces. M ateriais e
Métodos: 70 participantes distribuidas em quatro grupos a saber : grupo | (controle- 20
pacientes); grupo |1 (DRSP/30EE- 20 pacientes); grupo Il (DRSP/20EE- 16 pacientes) e
grupo 1V (LNG/30EE-14 pacientes). Foram avaliados os seguintes parametros. TP, Fator
VII, TTPA, Fator XII, Fibrinogénio, Fator 1+2, Proteina C, Proteina S, Antitrombina, D —
dimeros, PAl — 1, VCAM, ICAM, E- sdecting, HDL, LDL,VLDL, Colesterol total e
Triglicérides. Resultados e discussdes: grupo |l promoveu diminuicdo em TP e Prot. S; e
aumento em HDL,VLDL,Cal. total e TG; grupo Il diminuiu TP, TTPA, Prot.S, ICAM e
VCAM ; e aumentou Fibrinogénio, D-dimeros, HDL,VLDL,Col. tota e TG e grupo 1V
diminuiu TP, Prot.C e aumentou ICAM e VCAM. Conclusdes: Dos medicamentos estudados
apontamos que: o grupo |1 promoveu alteractes significativas no perfil lipidico caracterizando
um estado pré-trombaético, apesar de apresentar 0 maior aumento nos valores de HDL e
poucas ateracdes associadas a hipercoagulabilidade; o grupo |11 promoveu o maior nimero
de alteracBes hipercoagulantes, alterou também perfil lipidico contribuindo para um estado
pré- trombdtico, embora tenha apresentado protecdo endotelial e o grupo IV foi o
medicamento que promoveu melhor protecdo endotelial, ndo alterou perfil lipidico e
ocasionou poucas alteragdes associadas a hipercoagul abilidade.

Palavras - chave: 1. Hemostasia. 2. Lipidios. 3. Moléculas de adesdo. 4. Contraceptivos hormonais
combinados orais. 5. Progestagenos



ABSTRACT

STOCCO, B. Evaluation of the effect of hormonal contraceptives on hemostasis. 2011. 92f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo Preto - Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Introduction: More than 100 million women in the world make use of hormonal
contraceptives. In spite of its desired effect on contraception, its metabolization occurs at
liver, estimulating the synthesis of the plasmatic proteins, among them, the ones that control
the coagulation system and fibrinolysis, confering a hypercoagulability state in their users.
The literature aso points changes in the metabolism of lipids and carbohydrates, besides
modul ate the expression of adhesion molecules present in the endothelium. Trying to combat
undesirable effects of these drugs, low concentrations of estrogen and different progestogens
were introduced, because, the antiestrogenic activity of these drugs is assigned to the
progesterone used. Independent papers suggest that third and fourth generation progesterones
have a smaller antiestrogenic activity in relation to the second generation one. Objectives:
evaluate the occurrence of hemostatic alterations, analyze the lipid profile and quantify
adhesion molecules in serum or plasma on the Brazilian female population who is user of
contraceptives from second and fourth generation. Material and Methods. 70 participants
were distributed into four groups: group | (control- 20 patients); group Il (DRSP/30EE- 20
patients); group |11 (DRSP/20EE- 16 patients) and group 1V (LNG/30EE- 14 patients). From
these were assessed the following parameters: PT, Factor VII, APTT, Factor XlI, Fibrinogen,
Factor 1+2, Protein C, Protein S, Antithrombin, D—-dimmers, PAl — 1,VCAM, ICAM, E-
selectin, HDL, LDL, VLDL, Tota Cholesterol and Triglycerides.Results and discussion:
group Il promoted a decrease in PT and Prot.S; and an increase in HDL,VLDL, Total
cholesterol and TG; group |11 decreased PT, APTT, Prot.S, ICAM and VCAM ; and increased
Fribrinogen, D- dimers, HDL,VLDL,Total Cholesterol and TG and group 1V decreased PT,
Prot.C and increased ICAM and VCAM.Conclusions: among the drugs studied we aim that:
the group Il promoted significant changesin lipid profile featuring a pro- thrombotic state, in
spite of presented the highest increase in the levels of HDL and few alterations associated to
hypercoagulability; group 111 promoted the biggest number of hypercoagulability alterations,
this drug also changed the lipid profile contributing to a pro-thrombotic state, although it has
presented endothelial protection and the group 1V it was the drug that promoted the best
endothelial protection, did not change lipid profile and caused few alterations associated with
hypercoagul ability

Key - words: 1. Hemostasis. 2. Lipids. 3. Adhesion Molecules. 4. Combined oral contraceptives. 5.
Progestins



RESUMEN

STOCCO. B. Evaluacion del efecto de los anticonceptivos hormonales sobre la
hemostasia. 2011. 92f. Tesis (Maestria). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2011.

Introduccién: Mas de 100 millones de mujeres en todo € mundo hacen uso de los
anticonceptivos hormonales. A pesar de su efecto deseado sobre la anticoncepcion, su
metabolismo en el higado y estimula la sintesis de las proteinas del plasma, entre ellos, 10s
sistemas que controlan la coagulacion y la fibrindlisis, que confiere un estado de
hipercoagulabilidad en sus usuarios. La literatura también apunta a cambios en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, y modular la expresion de moléculas de adhesion
presentes en el endotelio. Para combatir los efectos indeseables de estos medicamentos, las
concentraciones bajas de estrogenos y progestinas han sido introducidas diferente, porque esta
ultima actividad se confiere anti - estrégeno en estas formulaciones. Estudios independientes
sugieren que la progesterona tercera y cuarta generacion actividad antiestrogénica son
inferiores a los de la segunda generacion. Objetivos: Evaluar laincidencia de los cambios de
lahemostasia, analizar el perfil lipidico y cuantificar moléculas de adhesion en suero o plasma
de las mujeres usuarias de anticonceptivos orales de Brasil en la segunday cuarta. M ateriales
y métodos. 70 participantes se dividieron en cuatro grupos: grupo | (control de 20 pacientes),
grupo Il (DRSP/30EE- 20 pacientes), grupo Il (DRSP/20EE- 16 pacientes) y grupo IV
(LNG/30EE -14 pacientes). Se evaluaron los siguientes parametros. PT, Factor VII, APTT,
factor XII, el fibrindgeno, € factor 1 +2, la proteina C, proteina S, antitrombina, D - dimero,
PAI - 1, VCAM, ICAM, laE-selectina, HDL, LDL , € colesterol VLDL, total y triglicéridos.
Resultados y discusion: Grupo |l provocd una reduccién de mano de obray Prot. S, y €
aumento de HDL, VLDL, Col. TG y € tota del grupo Il disminuyé PT, APTT, Prot.S,
ICAM y VCAM, y e aumento de fibrindgeno, D-dimeros, HDL, VLDL, Col. Total de Grupo
IV y los triglicéridos y disminucion del TP, Prot.C y e aumento de ICAM y VCAM.
Conclusiones: De los medicamentos estudiados sefialé que: €l grupo Il promovié cambios
significativos en el perfil lipidico con un estado protrombdtico, a pesar de tener el mayor
aumento en HDL y algunos cambios relacionados con la hipercoagulabilidad y el grupo I,
promovié el mayor nimero de cambios hipercoagulabilidad, perfil lipidico alterado también
contribuye a un estado protrombdtico, a pesar de gque tenia la proteccion endotelial y el grupo
IV fue el farmaco que promueve una mejor proteccion endotelial, no alterd el perfil de lipidos
y ha causado pocos cambios asociados con hipercoagul abilidad.

Palabras - clave: 1. Hemostasia. 2. Los lipidos. 3. Las moléculas de adhesiéon. 4. Los
anticonceptivos orales combinados. 5. progestinas
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1. Introducdo



Introducao | 2

1.1. Contraceptivos hormonais combinados orais

Os contraceptivos orais (COs) surgiram em 1960 e foram aprovados para uso
primeiramente nos Estados Unidos. Desde que foram introduzidos no mercado,
aproximadamente 80% das mulheres utilizam este método como principal método de
prevencao a gravidez (MARGOLIS et al. 2007). Os contraceptivos orais combinados (COCs)
apresentam em sua formulacdo estrogeno e progesterona sintéticos, 0s quais serao
responsaveis pela inibicdo da produgdo natural destes hormonios pelos ovérios (FRYE, 2006).
Dentre os mecanismos de a¢do destes hormodnios sintéticos, podemos citar a inibicdo da
ovulacdo, alteragdo do muco cervical e /ou modificacio do endométrio para prevenir a
implantacdo do ovo fecundado. O estrégeno contido nos COCs ¢ responsavel por suprimir a
liberagdo do hormonio foliculo estimulante (FSH - Follicle Stimulating Hormone) inibindo a
atividade ovariana e impedindo o desenvolvimento e amadurecimento do oodcito. A
progesterona contida nos COCs ¢é responsavel pelo espessamento do muco cervical com
concomitante diminuicdo da motilidade do espermatozdide, também provoca mudangas no
endométrio impedindo a implantagdo do blastocisto e suprime a ovulagdo (BELL et al., 1998;
CHI, 1993; GRAHAM & FRASER, 1982).

Diferentes progesteronas foram desenvolvidas para uso em COCs, enquanto que o
estrogeno nao sofreu muitas modificagdes. A maioria dos COCs contém em sua formulagao
etinilestradiol (EE) (DUSTERBERG et al. 1996; HUBER et al. 2000; SITRUK-WARE, 2006;
SPONA et al. 1997). O primeiro contraceptivo oral, “Evanoid”, continha 150ug de estrogeno
(mestranol) e 9.85mg de progestageno (norethindrona), (AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE 2008). Melhoramentos na formula do Evanoid foram
realizados no que se refere a dose, ao tipo de hormdnio e a sincronizagdo dos hormonios.
Atualmente os COCs sdo classificados em geragdes de acordo com a dose de estrogeno e o
tipo de progesterona utilizado. A progesterona norethindrona, pertencente a primeira geracao
dos COCs (ou simplesmente “estranos’), continha de 2 a 5 vezes mais estrégeno e 10 vezes
mais progesterona em relacdo as geragdes atuais (PETITTI, 2003). A segunda geracdo
conhecida por “gonanes”, sdo as progesteronas mais potentes em inibir a ovulacdo, e,
portanto, permitem o uso de uma dose menor deste medicamento. Exemplos desta geragao de
progestagenos incluem o levonorgestrel e a noretisterona. O levonorgestrel ¢ uma das
progesteronas com maior efeito androgénico (HAMMOND, RABE & WAGNER, 2001). As

pilulas de terceira geracdo também sdo conhecidas por progestagenos gonanes, cOmo
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desogestrel, gestodeno e norgestimato, as quais foram desenvolvidas para reduzir os efeitos
colaterais. As progesteronas de terceira geracdo sao seletivas, pois possuem um efeito
androgénico menor. Muito recentemente, surgiram as pilulas com progestagenos de quarta
geracdo, como por exemplo, a Drospirenona, uma aldosterona com efeitos antiandrogénicos e
diuréticos (KRATTENMACHER, 2000), ¢ o Dienogest, outro progestageno de quarta geragao
com agao antiandrogénica parcial (GUIDA et al., 2010).

A drospirenona (DRSP) ¢ uma progesterona com acdo anti - mineralocorticoide
derivada da spirolactona (ELGER et al., 2003; KRATTENMACHER, 2000; FUHRMANN et
al., 1996) ¢ rapidamente absorvida apds ingestdao oral e atinge seu pico plasmatico apds uma
ou duas horas de ingestdo. Devido a sua acdo anti - mineralocorticoide esta progesterona
controla o aumento nos niveis de angiotensinogénio provocado pelo etinilestradiol (EE)
quando ambas moléculas estdo presentes em um mesmo contraceptivo (OELKERS, 2005).
Drospirenona também exerce um efeito antiandrogénico, o qual embora menor que o efeito
antiandrogénico proporcionado pelo acetato de ciproterona, ¢ suficiente para ser usado em
mulheres com acne, pois, quando combinada com etinilestradiol proporciona um aumento na
globulina ligante de hormonios sexuais (SHBG) (MISHELL, 2008; RAPKIN & WINER,
2007).

O Dienogest ¢ uma progesterona derivada da 19-nortestosterona e metabolizada por
aromatizacdo e hidroxilacdo (SITRUK-WARE, 2008).Nao se liga a SHBG (Sex — Hormone
Binding Globulin) entretando os niveis séricos desta progesterona se mantém altos enquanto
os niveis de testosterona se mantém baixos (TEICHMANN , 2003).

A “pilula” foi desenvolvida para ser ciclica, ou seja, com tratamento a ser
desenvolvido num ciclo de 28 dias. Assim, durante trés semanas administram-se doses fixas
de hormonio contendo estrogeno e progesterona seguidas de uma semana de placebo. Esta
sincronizagdo também sofreu algumas mudangas: enquanto a pilula monofasica contém doses
fixas de hormoénio administradas durante trés semanas, nas pilulas trifasicas a dose de
progesterona aumenta a cada semana, mimetizando o ciclo menstrual natural da mulher
(ANDERSON; GIBSONS & PORTMAN, 2006).

Os contraceptivos combinados orais sao amplamente utilizados ¢ bem aceitos como
forma de contracepcao. COCs possuem alta eficacia quando utilizados corretamente, e sdao
muito bem tolerados pela maioria das mulheres (TRUSSEL, 2004). Apesar de seu desejado
efeito nos orgdos reprodutivos, seus componentes hormonais possuem vdrios efeitos
metabolicos, incluindo mudangas no metabolismo dos lipidios e carboidratos, além de

variacoes hemostaticas (CONRAD, 1999). Avangos nas pesquisas relacionadas a trombose
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proporcionaram um melhor entendimento da relacdo entre os multiplos efeitos dos
contraceptivos nos parametros hemostaticos e o risco de desenvolvimento de trombose. Isto
se deve as mudangas nos pardmetros proé - coagulantes, anticoagulantes e fibrinoliticos

ocasionadas durante o uso do medicamento (TCHAIKOY SKI & ROSING, 2010).

1.2 Hemostasia

Sob condi¢des fisiologicas, a hemostasia foi designada para manter a circulagao
sanguinea em um estado fluido, mas também age com o propdsito de reparagdo da integridade
endotelial através da rapida formagdo do coagulo frente a uma lesdo vascular (DAVIE;
FUJIKAWA & KISIEL, 1991). Uma vez formado o coagulo, o sistema de fibrindlise ¢é
ativado para promover a dissolucdo da fibrina e restabelecer a fluidez dentro do vaso

(FRANCO, 2001).

1.2.1 Coagulacéo

No modelo classico da coagulagdo, descrito em 1964 por Macfarlane
(MACFARLEANE, 1964) e por Davie e Ratnoff (DAVIE AND RATNOOF, 1964), a
coagulacdo ¢ definida como uma cascata proteolitica que pode ser ativada por duas vias
enzimaticas distintas e denominadas didadicamente via extrinseca e via intrinseca.

A via extrinseca da coagulacdo ¢ iniciada pelo fator tecidual (TF - tissue factor), uma
proteina transmembrana exposta na parede do vaso lesado, que se liga ao fator VIla da
coagulacdo. O complexo formado pelo fator VIIa e TF ativa o fator X.

A via intrinsica (que possui todos os fatores necessarios para formagao do coagulo no
plasma sanguineo) ¢ ativada quando o sangue faz contato com uma superficie negativamente
ionizada (anionica) como vidro, metal, dextran sulfato e 4acido galico (SILVERBERG &
DIEHL, 1987; SILVERBERG, 1989; KLUFT, 1978; VAN DER GRAFF et al., 1982). Essa
interagdo resulta na ativagdo do chamado sistema de contato, o qual é formado pelos
zimogenos fator XII, fator XI e pré-calicreina, além de um cofator ndo enzimatico, o
cininogénio de alto peso molecular. O fator XII se liga & superficie anidnica e se torna ativo
(FXIIa). O FXIla se propaga até a ativagdao do fator X (MARTIJIN et al.,2009). Embora as
duas vias possam ser ativadas independentemente, elas culminam para uma via final comum

representada pelo complexo FVa-FXa. Este complexo catalisa a conversao da protrombina em
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trombina, a qual cliva o fibrinogénio em fibrina, ativa as plaquetas e finalmente induz a
formagdo do coagulo (MACKMAN, 2009; TAMURA et al., 2009).

Para impedir a coagulacdo excessiva, as proteinas anticoagulantes controlam a
formacgao da trombina.

Os anticoagulantes naturais que também colaboram com a regulacdo da cascata de
coagulagdo, como o complexo proteina C/ S e a antitrombina, agem diretamente na agdo e na
geracdo da trombina (DI NISIO; MIDDELDORP & BULLER, 2005). A caracteristica
principal da via da proteina C reside na habilidade desta via em responder a presenga de
trombina. Quando a concentragdo de trombina aumenta, a trombina se liga a trombomodulina,
levando a ativagao da proteina C. A ativacdo da proteina C aumenta aproximadamente vinte
vezes, in vivo, quando a proteina C se liga ao receptor de proteina C da célula endotelial
(EPCR- Endothelial Protein C Receptor), pois este receptor ajuda na ‘apresentacdo’ da
proteina C ao complexo trombina-trombomodulina (TAYLOR et al., 2001).

INTRINSIC PATHWAY COMMON PATHWAY
@

EXTRINSIC PATHWAY

Figura 1. Modelo esquematico da cascata de coagulagdo sanguinea com seus respectivos
inibidores fisiolégicos (Proteina C ativada, Proteina S, Antitrombina e TFPI)
(BREITENSTEIN, TANNER & LUSCHER. Circulation Journal, 2010).

A ligacdo da trombina-trombomodulina também ¢é responsavel por inibir
competitivamente a ligacdo do fibrinogénio, diminuindo a geragdo da fibrina e promovendo
um efeito anticoagulante. A formagdo do complexo trombina-trombomodulina resulta na

ativacdo do inibidor da fibrindlise ativado por trombina (TAFI-thrombin activatable
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fibrinolysis inhibitor) e, na ativa¢ao da via anticoagulante da proteina C. A proteina C ativada
se liga a proteina S e inativa os fatores Va e VIlla da coagulacao (ESMON et al. ,2005).

Para ajudar a conter a cascata da coagulacdo, o inibidor da via do fator tecidual (TFPI
- Tissue factor pathway inhibitor) ¢ ativado, o qual atua através da formagdo de um complexo
quaternario com o Fator Xa, inibindo o complexo TF-FVIla (BROZE, GIRARD &
NOVOTNY, 1990).
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Figura 2. Modelo esquematico representativo do controle de geragdo de trombina (DI NISIO,
MIDDELDORP & BULLER, 2005)

1.2.2 Fibrindlise

Fibrinodlise ¢ o processo proteolitico no qual plasmina ¢ gerada com a funcdo de
degradar o polimero de fibrina durante a remog¢ao do codgulo sanguineo. Plasmina ¢ gerada
via ativacdo do zimogeno plasminogénio pelo ativador de plasminogénio tecidual tPA (tPA-
tissue plasminogen activator) ou pelo ativador de plasminogénio do tipo urinario uPA (uPA-
uroquinase plasminogen activator) (VAN ZONNEVELD, VEERMAN & PANNEKOEK,
1986).

O t-PA ¢ uma serino-protease liberada pelo endotélio vascular que funciona como um
ativador chave de fibrin6lise quando ha depdsito de fibrina dentro do vaso. A u-PA ¢ uma
serino protease liberada pelas células epiteliais dos ductos excretores com a finalidade de
manter a luz dos ductos livres dos depositos de fibrina, permitindo assim o fluxo dos fluidos

secretados. Entretanto, ela também ¢ liberada pelo endotélio vascular e pelos macréfagos
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(RAPAPORT, 1987). Ambos ativadores de plasminogénio podem ser inibidos por inibidores
de serino proteases, como PAI-1 (PAI-1 inhibitor plasminogen type 1), PAI-2 (PAI-2
inhibitor plasminogen type 2) e neuroserpina (VAN ZONNEVELD, VEERMAN &
PANNEKOEK, 1986).

Uma importante via de regulacdo de geragdo de plasmina se da através do complexo
trombina/trombomodulina, que apesar de ativar a fibrindlise através da proteina C ativada,
também ativa um inibidor dessa via denominado inibidor da fibrinolise ativado por trombina
TAFI (TAFI thrombin activatable fibrinolysis inhibitor).

Um dos fragmentos formados com a degradacdo da fibrina sdo os D-Dimeros,
também chamados de produtos de degradacdo da fibrina (FgDP- Fibrinogen degradation
products) (KNOWLSON et al ,2010).

[ 4

&

PLASMINOGENIO

%

s
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Figura 3. Esquema ilustrativo do controle do sistema fibrinolitico (FRANCO , 2001).

Assim, sob condig¢des fisiologicas, o sistema hemostatico ¢ balanceado por uma inter-
relagdo de proteinas pro-coagulantes, anticoagulantes e do sistema fibrinolitico presentes no

plasma (ROSING et al., 2001).

1.3 Tromboembolismo

Tromboembolismo venoso ¢ um termo utilizado tanto para caracterizar trombose em
veias profundas como para embolismo pulmonar. Geralmente se desenvolve nas veias da
perna e o codgulo inicialmente formado ¢ composto por células vermelhas e fibrina

(MACKMAN, 2008; EPPIHIMER & SCHAUB, 2000).
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A formagdo do codgulo obstrutivo que define a trombose venosa € produto final de um
balanco inadequado entre os fatores pro- coagulantes, anticoagulantes e fibrinoliticos
(ROSENDAAL,2005).

Trombose venosa ¢ uma doenca grave que afeta um em cada 1000 individuos
anualmente (DAHLBACK, 2008). Em 1856, Virchow discutiu trés categorias distintas de
fatores que contribuem para o tromboembolismo venoso e embolismo pulmonar, incluindo
alteracdes na coagulabilidade sanguinea, mudancas na constitui¢do da parede do vaso e estase
(VIRCHOW, 1856). Os fatores circunstanciais que aumentam o risco de trombose incluem a
idade, imobilizagdo, cirurgia, gravidez, contraceptivos orais, terapia de reposi¢do hormonal e
condig¢des inflamatérias (DAHLBACK, 2008).

Coincidentemente, logo ap6s o surgimento dos contraceptivos orais (1960), foi
descoberto o primeiro caso de embolia pulmonar (1961) em uma enfermeira que estava sob
tratamento para endometriose (JORDAN, 1961). Em 1998 o Comité da Organizagdo Mundial
da Saude, e outros, concluiram que as usuarias de contraceptivos hormonais orais possuem
risco de trés a seis vezes maior de desenvolver trombose em relacdo as que ndo fazem uso do
medicamento (WHO, 1998; VAN HYLCKAMA et al.,2009). Neste ultimo estudo foi ainda
demonstrado que os COCs de terceira geracdo aumentam 2 vezes o risco de desenvolver
trombose em relacdo aos de segunda geragdo e, os que contém acetato de ciproterona e
drospirenona aumentam seis vezes a chance de desenvolver trombose em relagdo ao grupo
controle. Também foi demonstrado que o risco de desenvolvimento de trombose estad
associado com a dose de estrogeno e o tempo de uso do medicamento. Contraceptivos
contendo 20ug de estradiol demonstraram uma diminui¢ao no risco de trombose comparado
com os que contém 50ug de estradiol e ficou comprovado também que o risco ¢ maior nos
trés primeiros meses de uso. O estrogeno induz a sintese de proteinas hepaticas como fatores
da coagulagao e fibrindlise (LINDBERG et al., 1989; TOY et al., 1979 ; WIEGRATZ et al.,
2004).

Um estudo realizado por Middelorp e colaboradores (MIDDELDORP et al.,2000)
demonstrou que os niveis de protrombina, fatorVII e fator V estavam significativamente mais
elevados em usudrias de contraceptivos de terceira geragdo em relacdo as que faziam uso de
contraceptivo de segunda geracdo, o que esta moderadamente associado a trombose
(POORT et al.,1996; KRAAIJENHAGEN et al., 2000;. BANK et al.,2005). O uso de
contraceptivos hormonais também reduz os niveis plasmaticos de proteina S, um cofator para
ativacao da proteina C (TANS et al., 2000). Mudancas no sistema de fibrindlise sugerem que

a atividade fibrinolitica do inibidor da fibrindlise ativado por trombina (TAFI) estd aumentada
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em mulheres que fazem uso de contraceptivos orais. A elevagdo nos niveis de TAFI esta
associada ao risco de desenvolvimento de trombose (VAN TILBURG, ROSENDAAL &
BERTINA, 2000).

Inicialmente acreditava-se que o estrogeno era o unico responsavel pelo
desenvolvimento de trombose em usudrias de contraceptivos combinados orais. Mas a partir
de 1990, com o aumento na incidéncia de trombose induzida por contraceptivos contendo a
mesma dose de estrogeno e diferentes progestdgenos, foi possivel observar que o efeito
hipercoagulante do contraceptivo ndo ¢ estritamente dependente da dose de estrogeno, mas da
“estrogenicidade total” da formulagao (ODLIND et al., 2002 ;KEMMEREN et al., 2004) .

Progesteronas capazes de diminuir a estrogenicidade da formulagdo sdao mais
eficientes em contrabalancear os efeitos trombdticos do estrogeno.

Tendo em vista que, pelo menos 10 milhdes de pessoas nos Estados Unidos e 100
milhdes de pessoas no mundo fazem uso de contraceptivos combinados orais
(GOLDHABER, 2010), e que o risco de desenvolvimento de trombose venosa aparece
aumentado em 3 a cada 4 usudrias do contraceptivo (KEMMEREN, ALGRA & GROBBE67,
2001; PETITTI, 2003), se faz necessario um estudo minucioso sobre os efeitos destes
medicamentos na hemostasia, principalmente em relagdo aos contraceptivos de quarta geragao
que foram recentemente langados no mercado. Efeitos colaterais induzidos pelo uso do
medicamento, principalmente trombose, devem ser levados em consideracdo no momento da

escolha da formulagdo que mais se adapta as necessidades e ao historico da paciente.

1.4 M oléculas de adesdo

Dentre as mais importantes modleculas de adesdo estdo dois membros da familia das
selectinas, E- selectina e P - selectina, assim como as moléculas de adesdo intercelular
(ICAM- intercellular adhesion molecule), e moléculas de adesao vascular (VCAM - vascular
cell adhesion molecule) (LEY, 1996). Selectinas sdo glicoproteinas transmembrana com
dominios extracelulares homologos que induzem o rolamento dos leucocitos e que interagem
a carboidratos (HUO & LEY, 2001). P-selectina (CD62P) esta localizada no interior dos
granulos de Weibel- Palade das células endoteliais € nos granulos alfa das plaquetas. Esta
selectina pode ser rapidamente translocada para a superficie das células em resposta a um

estimulo pré-inflamatério (TEDDER et al., 1995). E-selectina (CD62E) ¢ sintetizada e
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exportada para a superficie endotelial em situagdes inflamatorias (BEVILACQUA et al.,
1987).

As integrinas também sdo mediadores de adesdo e transmigracdo de leucocitos para a
parede vascular. As moléculas de adesdo intercelular, ICAM, sdo expressas em baixos niveis,
ao passo que as moléculas de adesdo vascular, VCAM, sdo expressas constitutivamente por
células endoteliais ativadas e por cé€lulas dendriticas foliculares (COLLINS et al., 2000).

A avaliagc@o do papel das moléculas de adesdo demonstra existir uma interagdo muito
proxima entre inflamacdo e o sistema de coagulacdo, além de uma cooperacdo bidirecional
entre estes mecanismos propostos (ESMON, 2005; LEVI & VAN DER POOL, 2005). Altos
indices de expressao das moléculas de adesdo tém sido descritos em doencas como diabetes
(JILMA et al., 1996 ; KIRK et al., 1997), aterosclerose (IKEDA et al., 1994), e desordens
trombdticas (CHONG et al., 1994).

O evento inicial da aterosclerose ¢ o dano ao endotélio, que pode ser causado por
varios fatores como lipoproteinas oxidadas, hipertensao e tabagismo. O LDL (LDL- low
density lipoprotein) oxidado estimula a produg¢do de moléculas pro-inflamatodrias, incluindo
moléculas de adesdo, como ICAM-1, VCAM-1, E e P selectinas, que atraem os mondcitos
para adesdo ao endotélio e diferenciagdo em macrofagos, que fagocitam e digerem o LDL
oxidado. O LDL oxidado ndo digerido pelos macréfagos ¢ acumulado intracelularmente por
este tipo celular transformando-os em células espumosas (BAYNES & DOMINICZAK ,
2000; LUSIS, 2000 ; COLACURCI et al., 2005).

Arterial lumen
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Figura 4. Expressao de moléculas de adesao no endotélio e formacdo de células espumosas
(ROCHA & LIBBY, Nature Reviews Cardiology, 2009).
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O acumulo de LDL no interior das células espumosas culmina na morte destas e como
conseqiiéncia a liberacao dos lipidios formadores de “placas” na parede do vaso (BAYNES &
DOMINICZAK , 2000; LUSIS, 2000 ; COLACURCI et al., 2005).0 crescimento destas
placas pode resultar no crescimento de uma capa fibrosa propensa a fissuras, rupturas ou
erosao, culminando em manifestagdes clinicas de doencgas cardiovasculares incluindo angina e
infarto do miocardio. A ruptura da placa aterosclerdtica ¢ geralmente acompanhada por
adesdo plaquetaria, levando a formacao de trombos vasculares que podem resultar em oclusdao
parcial ou completa (LIBBY, 2008). Podemos assim dizer que, os fatores hemostaticos se
encontram envolvidos desde as fases iniciais do desenvolvimento das lesGes ateroscleroticas,
contribuem para a progressao do espessamento da placa e podem conduzir a conseqiiéncias
deletérias na presenca de um quadro de hipercoagubilidade (STEGNAR et al., 2004).

A forma soluvel dessas moléculas de adesdo celular (CAMs-cell adhesion molecules)
encontradas no plasma sdo consideradas marcadores para aterosclerose e doenca
cardiovascular (HWANG et al.,, 1997 ;RIDKER et al., 1998). O estrogeno, presente na
Terapia de Reposicdo hormonal (TRH) e nos contraceptivos hormonais combinados orais,
aumenta a liberacdo de moléculas ani-aterogénicas derivadas do endotélio como 6xido nitrico
(CAULIN-GLASER et al. , 1997) e reduzem a expressdo de moléculas de adesdo envolvidas
nas interagdes endotélio-leucocitos induzidas por citocinas, indicando seu importante papel
anti-aterogénico através da regulacdo da fungdo das células endoteliais (DE CATERINA et al.
, 1995). Segundo Farzati e colaboradores a reducio nos niveis de expressdo das moléculas de
adesdo soluveis V-CAM-1, ICAM-1, P-selectina e E- selectina podem promover uma
protecao direta contra aterosclerose. Ainda, neste estudo foi observado que a TRH, a longo
prazo, pode diminuir a expressdo das moléculas de adesdo E-selectina e P-selectina,
reduzindo desta maneira a adesdo dos leucécitos ao endotélio. Esta informagdo reforga a
hipotese de que a TRH pode reduzir o risco de aterosclerose através de mudancas endoteliais
benéficas (FARZATI et al., 2002). Apesar destes efeitos benéficos conferidos pelo estrogeno,
estudos sugerem que a progesterona sintética pode contrariar este efeito favoravel do
estrogeno, causando um aumento nos niveis destas moléculas de adesao (MIYAGWA et al.,
1997). O impacto dos contraceptivos orais nos niveis das moléculas de adesdo ainda ¢
controverso. Alguns trabalhos reportam que o uso de contraceptivos pode aumentar
(TATSUMI et al., 2002) , reduzir (HEMELLAR et al., 2005 ; SEEGER et al., 2002) ou nao
alterar a expressao destas moléculas (KERNOHAN et al., 2004). Diante disto, este trabalho

possui como um de seus objetivos quantificar moléculas de adesdo no plasma de pacientes
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que fazem uso de contraceptivos combinados orais contendo progesteronas de segunda e

terceira geracao.

1.5 Lipidios

Os lipidios sdo compostos altamente energéticos que desempenham diversas fungdes
biologicas. Além de compor a membrana bioldgica, também atuam como co-fatores enzimaticos,
transportam elétrons, agentes emulsificantes, hormonios e mensageiros intracelulares.

Podemos dividir os lipidios em 4acidos graxos, triglicerideos e colesterol. Os acidos
graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas que quando oxidadas fornecem
energia. Os triglicerideos sdo constituidos de moléculas de &cidos graxos e glicerol. O
colesterol ¢ formado a partir da acetil Coenzima A em uma série de complexas reacdes, sendo
um importante constituinte de membranas celulares, precursor de hormonios esterdides e
vitamina D (NELSON & COX, 2000).

O colesterol, ésteres de colesterol, triglicerideos e os fosfolipidios precisam ser
transportados do figado, local onde sdo sintetizados, ou do intestino, local onde sao
absorvidos, para os tecidos onde serdo armazenados e consumidos. Esse transporte ¢ realizado
pelas lipoproteinas plasmaticas. As Lipoproteinas sdo constituidas por uma camada externa de
fosfolipides, apolipoproteinas e colesterol solivel e por um nucleo interno que transporta
colesterol esterificado (ndo soluvel) e triglicerideos (LUND-KATZ & PHILLIPS, 2010).

As quatro principais classes de lipoproteinas sdao: quilomicrons, lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL- Very Low Density lipoprotein), liproteina de baixa densidade (LDL-
Low Density Lipoprotein) e lipoproteina de alta densidade (HDL- High Density Lipoprotein).
Os quilomicrons sdo particulas grandes produzidas pelo intestino, ricas em triglicerideos e
pobres em colesterol livre e fosfolipideos. Sao responsaveis pelo transporte de acidos graxos
obtidos na dieta para os tecidos onde serdo armazenados e consumidos (BACHORIK,
RIFKIND & KWITEROVICH, 1999).

Em uma dieta rica em acidos graxos ou carboidratos, estes serdo convertidos em
triglicerideos no figado e unidos a apolipoproteinas especificas (apoB-100, apoC-II, apoE)
para formar as particulas de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). As particulas de
VLDL sdo ricas em triglicerideos e partem do figado para o tecido adiposo, onde a apoC-II
ativa a lipase protéica provocando a liberacdo de acidos graxos. Quando a VLDL perde os

triglicerideos converte-se em lipoproteina de baixa densidade (LDL). A LDL transporta o
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colesterol para os tecidos que possuem receptores de superficie especificos para apoB-100,
sua principal apolipoproteina (NELSON & COX, 2000).

A HDL contém altos niveis de moléculas antioxidantes, como PONI1(PON 1-
paraoxonase-1) e LCAT (LCAT-lecithin-cholesterol acyltransferase). Aproximadamente 40-
60% da molécula de HDL ¢ composta por lipides como colesterol, ésteres de colesterol,
fosfolipides e triglicérides. As proteinas do HDL incluem apo A-I (aproximadamente 70%),
apo A-II (20%), e outras lipoproteinas e enzimas (10%). A Apo B nao est4 presente no HDL;
pelo contrario, a unica apolipoproteina associada ao LDL ¢ a Apo B (LUND-KATZ &
PHILLIPS, 2010). O HDL transporta o colesterol dos tecidos periféricos até o figado onde ele
pode ser convertido em acido biliar e excretado pela bile (STECK & LANGE, 2010).

Estudos epidemiolodgicos realizados nas tltimas cinco décadas tém demonstrado que
os niveis de HDL colesterol estdo inversamente relacionados com os eventos clinicos que
predispde aterosclerose, enquanto os niveis de LDL colesterol estdo diretamente relacionados
ao acontecimento deste evento (GORDON et al., 1977; LEWINGTON et al., 2007; DI
ANGELANTONIO et al., 2009; WAN DER STEEG et al., 2008).

O HDL protege contra doengas cardiovasculares através da regulagdo do efluxo de
colesterol dos tecidos ¢ modulagdo da inflamagdo. Também pode remover o colesterol dos
macrofagos, o qual acredita- se ser um dos mecanismos pelos quais esta molécula pode
proteger contra aterosclerose (BALDAN, BOJANIC & EDWARDS, 2009; YVAN-
CHARVET, WANG & TALL, 2010)

Outras propriedades incluem seus efeitos antioxidantes e vasoprotetores (NAVAB et

al., 2011).

Promotes cholesterol efflux
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Vasoprotective

Figura 5. Esquema representativo das inimeras fungdes da lipoproteina HDL. (NAVAB, M.,
et al. Nature Reviews Cardiology.2011).
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Mulheres na premenopausa possuem um perfil lipidico plasmatico menos
proaterogénico do que os homens. Especificamente, as mulheres possuem um nivel mais
elevado de HDL colesterol e um nivel menor de LDL, VLDL colesterol e triglicerideo total
plasmatico do que homens na mesma faixa etaria. Essas diferencas nas concentragdes de
lipidios e lipoproteinas plasmaticas encontradas entre homens e mulheres ocorrem devido ao
efeito cardioprotetor conferido pelo hormoénio feminino estrégeno (ABBOT et al.,1983;
MAGKOS & MITTENDORFER, 2009; COUILLARD et al., 1999; HORTON et al., 2002).

O estrogeno reduz a lipase trigiceridea hepatica, a qual degrada HDL, estimulando a
produg¢do de HDL colesterol e da apolipoproteina A-I (KNOPP, ZHU & BONET, 1994).
Estes efeitos resultam em um decrésimo nos niveis de colesterol total e de LDL colesterol e
aumento dos niveis de HDL colesterol (WRITING GROUP FOR PEPI TRIAL, 1995).

A diminui¢do nos niveis de LDL colesterol e o aumento no HDL colesterol podem
proporcionar um ambiente antitrombotico. Isso ocorre pois moléculas de LDL oxidadas em
grandes concentracdes sao capazes de ativar o endotélio. A ativagao endotelial leva a
expressdao de moléculas como fibronectina, [CAM-1, P-selectina, E- selectina, integrina avp3
e fator de Von Willebrand (VWF- Von Willebrand factor) na superficie endotelial, o que
promove adesdo e ativagao plaquetaria. A adesdo plaquetaria é conduzida principalmente pela
interacao entre o VWF e o coldgeno exposto no endotélio (colageno tipo I e tipo III). A
ligacdo do VWF ao coldgeno permite a interagdo entre do VWF com receptores
glicoprotéicos das plaquetas (complexo plaquetdrio GPib/IX/V) (BADIMON, STOREY &
VILAHUR, 2011).

Uma vez ativadas, as plaquetas mudam sua conformagao expondo uma superficie pro -
coagulante e liberando seus granulos, os quais contém proteinas de adesdo (fibronectina,
fibrinogénio, vitronectina e P-selectina), fatores de crescimento (fator de crescimento
derivado de plaquetas), quimiocinas, citocinas e fatores de coagulacdo (fator V, fatorXI,
inibidor de plasminogénio tipo I, plasminogénio e proteina S). A estrutura dimérica do
fibrinogénio permite a interacdo entre duas plaquetas ao mesmo tempo, favorecendo a

agregacao plaquetaria (PARISE, SMYTH & COLLER, 2005).
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Figura 6. Etapas da ativagdo endotelial (adesdo, ativagdo e agregacao plaquetaria) decorrente
do acamulo de LDL oxidada (BADIMON, STOREY & VILAHUR. Thrombosis and

Haemostasis, 2011).

Além da ativagdo da via extrinseca da coagulacdo pelo fator tecidual presente na placa

aterosclerdtica e no endotélio, a disfungdo endotelial e ativagao plaquetaria provocadas pelos altos

niveis de LDL também promovem a cascata da coagulagdo e a subseqiiente formagao de fibrina. As

plaquetas ativadas externalizam fosfatidilserina, a qual, juntamente com o vWF ¢ responsavel pela

ativagdo do fator IX a, o qual se liga ao seu cofator Vllla , formando o complexo (IXa-VIIla). Este

complexo ativa o FX, formando o complexo protrombinase Xa-Va, o qual converte a protrombina

em trombina levando a ativagdo da via intrinseca da coagulagdo (DAHLBA"CK, 2008).

Activation and propagation of coagulation

Extracellular cell Acﬁvéted.piatelet :

Figura 7. Esquema ilustrativo da ativagdo e propagacdo da coagulacdo (Extraido de

DAHLBACK. Blood. 2008; Ilustrado por Marie Dauenheimer).
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Como vimos o estrogeno desempenha um papel cardioprotetor importante aumentando
a concentracdo plasmatica de HDL, mas por outro lado, a progesterona pode exercer uma
influéncia adversa no metabolismo dos lipidios. Isto se deve em partes a sua habilidade em
contrabalancear os efeitos benéficos do estrogeno nos niveis de LDL e HDL colesterol
(HEDON, 1990; KRAUSS & BURKMAN, 1992; GASPARD, 1987; BURKMAN, 1993).

Progesteronas administradas sozinhas ou combinadas com estrogeno podem reduzir a
concentragdo plasmatica de triglicerideos, assim como também podem diminuir a
concentracdo plasmatica de HDL colesterol em mulheres na pré e pos menopausa
(GODSLAND, 2001; CROOK, 1998; WALSH & SACKS, 1993; WOLFE & HUFF, 1989;
WOLFE & HUFF, 1995; WOLFE et al., 2000; DUVILLARD et al., 2010). O efeito
hipotriglicémico da progesterona ¢ mediado pelo aumento do clearance plasmético realizado
pela VLDL rica em triglicerideos e pela VLDL Apo B-100, ao passo que, a diminui¢do do
HDL esta possivelmente associado com uma diminui¢do na producao da apolipoproteina A-I
da HDL (LAMON — FAVA et al., 2006).

Progestagenos androgénicos, derivados da testosterona, sdo os que possuem maior
interferéncia nas alteragcdes benéficas do estrégeno sobre o perfil lipidico, pois promovem
uma reversdao no aumento do HDL devido a um aumento na atividade das lipases hepaticas
(CROOCK etal., 1992).

Diante destas informacdes, outro enfoque deste trabalho foi quantificar as
lipoproteinas HDL, LDL,VLDL , assim como os niveis de colesterol total e triglicérides no
soro de mulheres usuarias de contraceptivos combinados orais contendo progesteronas de

segunda e quarta geragao.
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2.1 Gerais

Avaliar os efeitos de trés formulagdes de contraceptivos hormonais orais contendo
3000ng Drospirenona combinada com 30 e 20ug Etinilestradiol e 150ug Levonorgestrel
combinado com 30ug de Etinilestradiol nos pardmetros hemostaticos, lipidicos e na
concentragdo plasmatica de moléculas de adesdo e compard-los com um grupo controle

constituido por pacientes nao usudrias de COC.

2.2 Especificos

Avaliar o efeito de trés formulagdes diferentes de contraceptivos hormonais sobre:

a) Avaliacdo da hemostasia dos quatro grupos de pacientes:

e fatores pro-coagulantes: tempo de protrombina (TP); tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA); concentragdao plasmatica de fibrinogénio; atividade dos
fatores VII e XII;

e fatores anticoagulantes: atividade da anti-trombina; concentracdo plasmatica
das proteinas C e S;

e marcador da coagulacdo: concentra¢do plasmatica do fator 1+2 (F1+2);

e degradacao de fibrina: concentracdo de D-dimeros;

e fator anti-fibrinolitico: PAI-1

b) avaliacdo da concentracdo plasmatica de moléculas de adesdo dos quatro grupos de
pacientes

e niveis plasmaticos das moléculas de adesdo: VCAM, ICAM e E - selectina

¢) avaliacdo do perfil lipidico dos quatro grupos de pacientes:

e quantificagdo sérica de colesterol total, LDL, HDL, VLDL e triglicérides



3. Materiais e Métodos
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3.1 Protocolo clinico

Participaram deste estudo 70 mulheres voluntarias sauddveis, discentes da
Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirdo Preto e usuarias do setor de Ginecologia e
Obstetricia da Unidade Basica de Saude Cuiaba — Hospital Escola da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto-FMRP-USP). O presente projeto possui aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa da FCFRP-USP (anexo 1) e do Secretario de Saude de Ribeirdo Preto, possibilitando
a coleta na Unidade Basica de Saude do Cuiaba (anexo02). As amostras de sangue foram
obtidas das voluntirias apds terem tomado conhecimento e assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (anexo3) para participarem da pesquisa e respondido a um
questionario (anexo 4).

Os grupos foram estabelecidos de acordo com o uso ou nao de contraceptivos € o
componente hormonal da formulacdo. As 80 voluntérias foram divididas em quatro grupos, de
20 mulheres/grupo, sendo um grupo controle, que ndo faz uso de contracep¢do hormonal, e os
outros trés grupos fazendo uso de formulagdes distintas de contraceptivo, a saber:

e Grupo I: controle, ndo faz uso de contraceptivo hormonal;

e Grupo II: contraceptivo oral de dose diaria, 3000pg drospirenona (DRSP) + 30ug

etinilestradiol (EE) / comprimido — Yasmin e Elani Ciclo ®

e Grupo III: contraceptivo oral de dose didria, 3000ug drospirenona (DRSP) + 20ug de
etinilestradiol (EE) / comprimido — Yaz®

e Grupo IV: contraceptivo oral de dose diaria, 150pg levonorgestrel (LNG) + 30ug

etinilestradiol (EE) / comprimido — Ciclo 21, Nociclin, Gestrelan, Nordette, Ciclofemme,

Microvlar®

Os seguintes critérios de inclusdo foram adotados:
e Jdade entre 18 e 30 anos;
e Indice de massa corporal < 30kg/m’.
e Habitos de vida e dieta saudaveis
e Naio fumantes;
e Auséncia de gravidez ou uso de contraceptivo hormonal por pelo menos 6 meses;
e Para o grupo controle: ndo estar fazendo uso de contraceptivo hormonal ha mais de 6

meses;
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e Interrup¢do do uso de medicamentos antiinflamatorios e/ou drogas que influenciam na

coagulagdo pelo menos 15 dias antes das coletas de sangue;

Dessa forma, foi possivel avaliarmos os efeitos das trés formulacdes distintas de
contraceptivos acima apresentados, comparando diferentes dosagens do estrogeno com o
mesmo tipo de progesterona (Grupo II e Grupo III) e diferentes tipos de progesterona com a
mesma dosagem de estrogeno (Grupo II e Grupo IV).

Foram coletadas amostras de sangue das voluntarias sempre pela manha (entre 8 e 10
horas) por pessoa treinada para tal fung¢do. As voluntarias se apresentaram com jejum
alimentar de 8 horas e estando fora do periodo menstrual no dia da coleta.

As amostras de sangue venoso foram obtidas por pun¢do venosa na regido da fossa
cubital com o uso de escalpe e agulha calibre 23 G. Foi coletado um total de 24mL de sangue
das voluntarias. Cada amostra de sangue sera distribuida da seguinte maneira:

a) 8mL de sangue em tubo contendo anticoagulante Alséver para os testes de
quimioluminescéncia dos neutrofilos;

b) 8mL de sangue em tubo sem anticoagulante para obten¢do de soro para as dosagens do
perfil lipidico

¢) 8mL de sangue em tubo com o anticoagulante citrato de sddio para obtencdo de plasma e

realizag¢do dos testes de hemostasia e determinagao das moléculas de adesao.

As amostras apresentadas no item a) foram analisadas em um outro projeto de
pesquisa.

A distribuicdo do material coletado foi obedecida segundo a ordem apresentada acima,
reservando-se a amostra do item c) para as avaliagcdes da hemostasia e moléculas de adesao.
Através deste procedimento evitamos trabalhar com o material biologico no qual a cascata da
coagulacao-fibrindlise estivesse ativada. As amostras de sangue venoso foram dispensadas em
tubo de polietileno contendo anticoagulante citrato de sédio (10mM) e centrifugadas sob
refrigeragao por 25 minutos a 3000g para a obtencao do plasma pobre em plaquetas. O plasma
foi aliquotado em tubos de polietileno e armazenado a —70 °C por um periodo méaximo de seis
meses. Para a realizacdo das analises as amostras foram descongeladas rapidamente a 37°C

em banho-maria.
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3.2 Avaliacéo da coagulacdo e fibrindlise

As determinagdes dos pardmetros hemostaticos das voluntarias foram realizadas
concomitantemente para minimizar a interferéncia das variagdes interensaios na comparagao

dos resultados.

3.2.1 Par ametr os pr 6-coagulantes

a. Determinacdo do Tempo de Protrombina (TP) atravé do kit Triniclot PT Excel S
(Trinity Biotech - Irlanda).

b. Determinagdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) através do kit
Triniclot APTT S (Trinity Biotech -Irlanda)

c. Determinagdo da concentragdo plasmatica de fibrinogénio, pelo método de Clauss,
com o uso do kit Triniclot Fibrinogen (Trinity Biotech-Irlanda)

d. Determinagdo das atividades dos fatores VII e XII através de plasmas deficientes
em fatores, utilizando os reagentes Factor VII Deficient Plasma e Factor XII Deficient

Plasma, respectivamente (Trinity Biotech-Irlanda).

As determinagdes citadas foram realizadas empregando o equipamento Coaguldmetro
STart DIAGNOSTICA STAGO, sistema aberto, automatizado para testes de coagulacdo com
deteccao foto-Otica do coagulo. O controle de qualidade destes testes foi feito através da
utiliza¢do de plasma controle normal Verify 1 e de referéncia Verify Reference (BioMerieux-

EUA).

3.2.2 Par ametr os anticoagulantes

a. Determinacdo da atividade da antitrombina por método cromogénico, através do kit
Berichrom Antitrombina III (Siemens-Alemanha) no equipamento BCS®XP system alocado
da empresa Labpack.

b. Determinagao das concentragdes plasmaticas de proteina C e proteina S total através
de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), com o uso dos kits Protein C ¢ Protein S,

respectivamente (Helena Laboratories).
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Estas determinagdes foram realizadas empregando-se o equipamento p Quant da

Biotek.

3.2.3 Parametro marcador da coagulacéo

A determinacgdo das concentragdes plasmaticas do fator 1+2 (F1+2) foi feita por meio
de ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se o kit Enzygnost® F1+2 micro (Siemens-

Alemanha). A leitura do resultado foi realizada em equipamento p Quant da Biotek.

3.2.4 Parametro fibrinolitico

A determina¢do de D-dimeros foi feita por meio de ensaio turbidimétrico que utiliza
particulas de latex revestidas de anticorpo monoclonal anti D-dimeros. Tais particulas se
agregam na presenga de D-dimeros resultando em maior turbidez da amostra. Esta
determinagdo foi realizada com o uso do kit e do equipamento VIDAS® D-Dimer Exclusion

(BioM¢érieux Franca).

3.2.5 Parametro anti-fibrinolitico

A atividade de PAI-1 foi determinada por método cromogénico, através do kit
Berichrom PAI-1 (Siemens - Alemanha) no aparelho BCS®XP system alocado da empresa
Labpack.

3.3 Par ametr o moléculas de adesao

Os niveis plasmaticos das moléculas de adesao (VCAM, ICAM e E - selectina) foram
determinados através de kit de ELISA comercialmente disponivel (R & D Systems
Quantikine, Minneapolis, MN), nas amostras coletadas com o anticoagulante citrato de sodio

e armazenadas a - 70° C até as dosagens, realizadas no u Quant da Biotek.
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3.4 Par ametr os bioquimicos

Os parametros bioquimicos dosados através do soro, em aparelho automatizado BT

3000 plus Wiener Lab® foram:
e Colesterol total, HDL colesterol e triglicerideos através de reagdo enzimatica pelo

método de Trinder utilizando o Kit Wiener lab (Rosario- Argentina).

Os niveis de LDL colesterol foram calculados pela féormula de Friedewald: [LDL-
colesterol] = [colesterol total] — [HDL colesterol] - [triglicerideos] /5.

Os niveis de VLDL-colesterol foram calculados pela férmula: [VLDL] =
[triglicerideos] /5 (BACHORIK, 1999).

3.5 Andlises Estatisticas

Considerando que o experimento ndo seguiu um esquema tradicional de aleatorizagao,
foram comparadas as médias e as varidncias populacionais das variaveis idade e IMC entre os
quatro grupos de voluntarias. Primeiro, utilizou-se o teste de Levene para a comparagdo entre
as variancias. Quando detectadas diferencas entre as variancias, utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) de WELCH, 1947 para a comparacdo entre as médias populacionais.
Caso contrario, utilizou-se a ANOVA tradicional. Para a comparagdo das frequéncias de
pratica de exercicio fisico e histérico familiar de trombose entre os grupos, utilizou-se o teste
exato de Fisher.

Para a comparacdo das médias populacionais das varidveis associadas aos pardmetros
pro-coagulantes, marcador da coagulacdo, anticoagulantes, fribrinolitico e antifibrinolitico,
entre os quatro grupos de voluntarias, foi utilizada uma analise de covariancia (ANCOVA)
(HUITEMA, 1980), que considerou ajustes por possiveis efeitos de interferéncia da idade,
IMC, prética de exercicios fisicos e historico familiar de trombose. A ANCOVA considera
um modelo de regressdo linear, com o pressuposto de que os residuos possuem distribuicao
normal com média igual a zero e variancia constante. Para a verificagdo do pressuposto de
normalidade dos residuos, foram utilizadas ferramentas graficas, como o grafico de
probabilidades normais (quantile-quantile plots). Nas situagdes onde a normalidade dos
residuos ndo foi atigida, aplicou-se uma transformagao em logaritmos (BLAND & ALTMAN,

1996) na variavel dependente do modelo e realizou-se outro ajuste com nova verificagdo do
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pressuposto. Para as comparagdes multiplas entre os grupos, utilizou-se o teste de Bonferroni
(BLAND & ALTMAN, 1995).

Para auxiliar a descricdo dos dados segundo os grupos, foram construidos box-plots
(WILLIAMSON et al., 1989) paras varidveis de interesse, onde as diferengas entre grupos
classificadas como significativas pelo teste de Bonferroni foram representadas por linhas
horizontais na parte superior das figuras.

Para as andlises onde ndo foi possivel assumir uma distribuicdo normal (pardmetros
bioquimicos) utilizamos o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (CONOVER, 1980).

Em todas as andlises, foi utilizado o procedimento PROC GLM do programa SAS
versdo 9, e considerou-se um nivel de significancia de 5%.

Todas as andlises estatisticas deste projeto foram realizadas pela equipe do Prof. Dr.
Edson Zangiacomi Martinez (FMRP-USP).

ADENDO: os valores individuais obtidos com a quantificagcdo correspondente a cada

parametro avaliado neste estudo encontram-se disponiveis para visualizacao no anexo 5.



4. Resultados e Discussdao



Resultados e Discussao | 27

4.1 Caracteristicas das participantes

Foram coletadas amostras de sangue de 70 pacientes. As pacientes pertencentes aos
grupos controle, II e III foram recrutadas no Sistema Integrado de Saude da Universidade de
Sdo Paulo, campus Ribeirdo Preto, ao passo que as pacientes do grupo IV sdo pacientes da
rotina do setor de Ginecologia e Obstetricia da Unidade Basica de Saude Cuiaba — Hospital
Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-FMRP-USP).

Desta forma o grupo I (controle) possui 20 participantes, o grupo II (EE 30ug /DRSP
3000pg) possui 20 participantes, o grupo III (EE 20ug/DRSP 3000ug) 16 participantes € o
grupo IV (EE 30ug/LNG 150pug) 16 participantes, sendo duas delas excluidas do estudo.

Na tabela abaixo (tabela 1) podemos observar a média da idade, IMC, freqiiéncia da

pratica de exercicios fisicos e historico familiar de trombose das participantes.

Tabela 1 — Comparagdes das caracteristicas das participantes (n = 70) entre os quatro grupos
em estudo.

Controles GrupoII  GrupoII  Grupo IV

Variavel Valor p
(n =20) (n=20) (n=16) (n=14)

Idade (anos) <0,01 @

26,3 (2,5) 24,527 242034 2695, )

média(dp) 0,07 ©

IMC (kg/m”) 0,47 @
_ 22429 22,728 21,7(23) 23,7(3.3)

média(dp) 0,29 ©

Exercicios fisicos
n (%)

Historico familiar de

trombose 7 (35%) 6(30%)  5(31%)  4(29%) 1,009
n (%)

(a) Comparag@o entre variancias populacionais, teste de Levene.
(b) Comparagdo entre médias populacionais, ANOVA de Welch.
(c) Comparagdo entre médias populacionais, ANOVA.

(d) Comparagdo entre propor¢des, teste exato de Fisher.

6 (30%) 10 (50%) 4 (25%) 1 (7%) 0,06 @

Na Tabela 1, observa-se evidéncia de que a idade das voluntérias tem médias aproximadas
entre as populacdes de interesse (p=0,07), mas variancias diferentes (p<0,01). Observa-se uma

maior dispersao da idade no Grupo IV, o que ¢ evidente no graficol (painel (a)).
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Grafico 1 — Box-plots para a idade (a) e IMC (b) das pacientes, em relagcdo aos grupos.

E possivel notar que as pacientes dos grupos II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE)
possuem uma média de idade bem préxima (24,5 e 24,2 respectivamente), 0 mesmo acontece
para as pacientes dos grupos I (controle) e IV(LNG/30EE) (26,3 e 26,9 respectivamente).

Apesar das pacientes com a menor média de idade pertencerem ao grupo III,
concluimos que as pacientes mais jovens e também as mais velhas encontram-se no grupo IV
devido a maior variancia encontrada.

Coincidentemente, também foi encontrado no grupo IV uma média maior no indice de
massa corporal (23,7) e um valor menor deste parametro (21,7) nas pacientes do Grupo III.

Com relagdo a freqiiéncia na pratica de exercicios fisicos, o questionario respondido
pelas pacientes aponta que 50% das voluntarias do grupo II praticam exercicio pelo menos 3
vezes por semana. E interessante notar que embora as pacientes do grupo III possuam o
menor IMC dentre os grupos somente 25% das participantes praticam atividades fisicas. Desta
forma podemos sugerir que neste estudo a variavel idade possui maior influéncia no IMC do
que a pratica de exercicios fisicos. Somente 7% das voluntarias do grupo IV praticam
atividades fisicas, o que também esta associado a um maior IMC. Ressaltamos que varidveis
como, idade, indice de massa corporal e pratica de exercicios fisicos estdo mais acentuados
nas pacientes do grupo IV.

A avaliacdo da varidvel referente ao historico familiar de trombose demonstrou que as

pacientes do grupo I possuem uma maior incidéncia de desordens trombdticas na familia



Resultados e Discussao | 29

(7%), ao passo que as pacientes do grupo IV relataram uma menor incidéncia desta variavel

(4%), apesar dos dados anteriormente citados.

4.2 Influéncias dos contr aceptivos or ais na hemostasia

4.2.1 Efeitos pr 6 - coagulantes

Os parametros hemostaticos pr6 - coagulantes analisados foram: Tempo de
Protrombina (TP); Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (TTPA); atividades dos
fatores VII e XII; concentracdo plasmatica de Fibrinogénio e marcador da geracdo de
Trombina através dos niveis do Fator 1+2.

No modelo classico da coagulacdo, descrito em 1964 por Macfarlane
(MACFARLEANE, 1964) e por Davie e Ratnoff (DAVIE & RATNOOF, 1964), a
coagulacdo ¢ definida como uma cascata proteolitica que pode ser ativada por duas vias
enzimaticas distintas e denominadas via extrinseca e via intrinseca.

O TP avalia a via extrinseca da coagulacao (ou seja, fatores II, V, VII, X). A literatura
aponta que o encurtamento desta prova favorece o estado pro-tromboético (VALERIE, 2009).

Na avaliacdo do Tempo de Protrombina (Grafico 2) verificamos que as pacientes do
grupo I (controle) possuem uma média de valor em segundos de TP significativamente maior
(14,7) em relagdo as pacientes dos grupos II (DRSP/ 30EE; 12,6), III (DRSP/ 20EE; 12,2) e
IV (LNG/ 30EE; 13,5), onde os valores encontrados para o Grupo IV sdo os que mais se
aproximam aos do grupo I. Segundo instrugdes do fabricante (7rinity Biotech - EUA) o
intervalo de referéncia foi definido em 12 a 18 segundos. Desta forma, apesar de todos os
valores se encontrarem no intervalo de referéncia, notamos que as pacientes do Grupo III
possuem o mais baixo valor de TP e as pacientes do Grupo IV o mais alto valor dentre os
grupos de contraceptivos analisados. O decaimento nos valores de TP nos grupos II e III neste
estudo estdo de acordo com resultados publicados por KLUFT et al., 2006, o qual relatou uma
diminui¢do para os valores de TP nos trés grupos estudados em seu trabalho (DRSP/30EE;
DRSP/20EE; DSG (desogestrel) /30EE) em relacao ao grupo controle.

O resultado encontrado para o grupo IV reafirma a condicdo de ser este o
contraceptivo mais seguro durante décadas (TEICHMANN & CORBIN, 1998; VAN
HYLCKAMA et al., 2009). Van Hylckama e colaboradores analisaram recentemente a

ocorréncia de trombose em usudrias de contraceptivos de segunda, terceira e quarta geragao e
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encontraram uma menor incidéncia de trombose venosa profunda nas pacientes que faziam

uso do contraceptivo de segunda geragao.
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Grafico 2: Boxplot da variavel TP das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de referéncia:
12 a 18 segundos.

O TTPA avalia a efetividade da via intrinseca da coagulacdao (Fatores XII, XI, IX e
VIII) (VALERIE, 2009). Pesquisas tém associado o encurtamento do TTPA com o risco de
ocorréncia de trombose venosa (REDDY, HALL & MACKINTOSH, 1999; TRIPODI &
MANNUCCI, 2006; BOBROW, 2005; SAULS et al., 2007; TRIPODI et al., 2004).

Na avaliacao do TTPA (Gréfico 3) apesar de todas as médias dos valores encontrarem-
se visualmente diminuidos nos trés grupos de contraceptivos aqui estudados, em relacdo ao
grupo I (controle) diferengas significativas foram encontradas somente na comparagdo do
Grupo I com o Grupo III (DRSP/ 20EE). Para o grupo I foi encontrada uma média de valores
de 31,5 e para o grupo III 29,2. O intervalo de referéncia estabelecido pelo fabricante (7rinity
Biotech - EUA) ¢ de 25 a 34 segundos. Apesar de ambos os valores se encontrarem dentro da
faixa de referéncia, este decaimento significativo do TTPA do grupo III em relagdo ao grupo

controle também foi demonstrado anteriormente por KLUFT et al., 2006, os quais também
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encontraram uma diminuic¢ao nos valores de TTPA para os grupos estudados em seu trabalho
(DRSP/30EE; DRSP/20EE; DSG/30EE) em relagdao ao grupo controle. MACHADO et al.,
2010 também demonstraram um encurtamento do TTPA para DRSP/30EE em comparagao

com as pacientes nao tratadas.
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Grafico 3: Boxplot da variavel TTPA das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 25 a 34 segundos.

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina plasmatica sintetizada exclusivamente pelo figado.
Os niveis plasmaticos de fibrinogénio estao diretamente relacionados ao risco cardiovascular,
pois quando elevados aumentam a formacao de trombos pela alteracdo cinética da cascata da
coagulacdo, resultando em um aumento da formacdo de fibrina, aumento da agregacao
plaquetaria e da viscosidade sanguinea. (CHANDLER et al., 2002; FRISHMAN., 1998;
KANNEL, 2005; LIP, 1995).

Todos os grupos de contraceptivos analisados apresentaram um aumento na
concentragdo plasmatica de fibrinogénio em relacdo ao grupo I (controle), atentando para o
grupo IV(LNG/30EE), o qual apresentou a menor média (290.6) dentre os trés grupos de

contraceptivos aqui estudados. Contudo, diferengas significativas foram observadas somente
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entre as concentracdes plasmaticas de fibrinogénio dos grupos I e III (DRSP/ 20EE) (Gréafico
4). Para o grupo I foi encontrada uma média de concentragao de 254,5mg/dl,ao passo que para
o grupo III verifica-se uma média de 302,6 mg/dl. Este aumento na concentracdo plasmatica
de fibrinogénio para o grupo III estd de acordo com resultados publicados em estudo anterior
por KLIPPING & MARR, 2005, os quais demonstraram um aumento na concentragao
plasmatica de fibrinogénio em pacientes tratadas com DRSP/20EE em relagao as pacientes
ndo tratadas. As concentracdes plasmaticas de fibrinogénio consideradas normais sdo de 175 a

400 mg/dl segundo instru¢des do fabricante (7rinity Biotech-EUA)
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Grafico 4: Boxplot da variavel Fibrinogénio das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 175 a 400 mg/dl.

A via extrinseca da coagulagdo ¢ iniciada pelo Fator tecidual (TF). Depois que a
parede do vaso sanguineo sofre uma injuria, o Fator Tecidual ¢ exposto na superficie do
endotélio lesado. A interacdo do Fator tecidual com o Fator VII do plasma ativa a cascata da
coagulacdo, formando a trombina através da ativagcdo de uma série de proenzimas (DI NISIO,

MIDDELDORP, & BULLER, 2005).
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Fator tecidual serve de cofator para a enzima FVIla; o complexo TF-FVIIa ativa
eficientemente o fator IX e o fator X ( DAHLBA"CK., 2008).Um estudo recente demonstrou que
os Contraceptivos (DSG/20EE, LNG/30EE ,CMA (acetato de clormadinona) /20EE) aumentam
os niveis plasmaticos de fibrinogénio, protrombina, fatores da coagulacdo VILVIII e X
(WINKLER ,ROHMB & HOSCHENB., 2010), favorecendo o estado de hipercoagulabilidade.

Em nosso estudo (Grafico 5) embora nao tenham sido encontradas diferencas significativas
na porcentagem de atividade do Fator VII entre os grupos, notamos que o grupo I (controle) e o
grupo IV (LNG/30EE) possuem uma média de porcentagem de ativagdo com valores proximos,
120.1 e 133.4, respectivamente; ja nos grupos II e III deste estudo (DRSP/30EE, DRSP/20EE)
notamos um aumento na média de porcentagem de ativagdo do Fator VII, 150.3 e 150.2
respectivamente. Nossos resultados apontam novamente que o grupo IV também na analise do fator
VII possui uma menor alteragdo, o que implica em um menor efeito procoagulante em relagdo aos
demais contraceptivos aqui avaliados. FERREIRA et al ,2001 também encontraram um aumento na
porcentagem de ativacao Fator VII em pacientes tratadas por 6 meses com contraceptivo contendo
DSG/30EE e KLIPPING & MARR., 2005, também encontraram um aumento deste pardmetro para
DRSP/20EE e DSG/20EE em relagdo as pacientes ndo tratadas.
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Grafico 5: Boxplot da varidavel Fator VII das pacientes em relacdo aos grupos. Valor de

referéncia: 50 a 150%.
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A ativacdo do fator XII resulta na ativagdo da coagulacao pela via intrinseca. O
etinilestradiol (EE) presente nos contraceptivos induz alteragdes significativas no sistema de
coagulacdo, culminando com aumento da geracdo de trombina. Ocasionam também um
aumento dos fatores de coagulagdo (fibrinogénio, VII, VIII, IX, X, XII e XIII) e reducdo dos
inibidores naturais da coagulagdo (proteina S e antitrombina), produzindo um efeito pro-
coagulante leve (MAMMEN, 2000; ROSENDAAL, 2005). Em nosso estudo (Grafico 6) ndo
foram encontradas alteragdes significativas para porcentagem de atividade do Fator XII.
Contudo, ¢ possivel visualizar um aumento na porcentagem de ativagdo dos grupos
II(DRSP/30EE, 106.8), III (DRSP/20EE, 107.9) e IV (EE 30/ LNG, 102.8) em relagdo ao
grupo | (controle, 88.7), onde os valores encontrados para o grupo IV estdo mais proximos
aos valores do grupo controle em comparagdo com os outros dois grupos estudados.
FERREIRA et al., 2001 encontraram um aumento na porcentagem de atividade do Fator XII
em mulheres tratadas com contraceptivo de terceira geracdo contendo DSG/20EE em relagao

as ndo tratadas.
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Grafico 6: Boxplot da varidvel Fator XII das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 50 a 150%.
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Como a concentracdo de trombina circulante ¢ de dificil quantificagdao, o Fator 1+2,
por ser mais estavel, ¢ frequentemente usado como marcador da conversao da protrombina em
trombina sendo assim um indicador do estado de hipercoagubilidade (BECKER, 2005;
NORRIS, 2003).

O fragmento de protrombina 1+2 ¢ liberado quando o Fator X ativo cliva a
protrombina em trombina, refletindo a geracdo da trombina in vivo. Em nossas analises
(Gréafico 7) ndo foram encontrados resultados significativos referentes a concentragdo do fator
1+2 entre os grupos estudados. Contudo, nota-se um aumento mais pronunciado na
concentragdo plasmatica do Fator 1+2 no grupo IV (LNG/30EE; 171.7) em relagdo aos grupos
I (controle) (125), IT (DRSP/30EE; 127.7) e III (DRSP/20EE; 129.5). Estudos anteriormente
publicados também demonstraram um aumento do Fator 1+2 em pacientes que fazem uso de
LNG/30EE. ENDRIKAT et al., 2002 demonstraram um aumento deste parametro para
usuarias de LNG/20EE e LNG/30EE no 13° més de uso do medicamento em compara¢do com
as pacientes ndo tratadas. WINKLER, ROHMB & HOSCHENB 2010, também

demonstraram um aumento deste parametro para LNG/30EE.
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Grafico 7: Boxplot da variavel do fragmento 1+2 das pacientes em relacao aos grupos. Valor
de referéncia: 69 a 229 pmol/L.
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4.2.2 Efeitos anticoagulantes

Os parametros anticoagulantes analisados foram: concentracdo plasmatica das
proteinas C e S total e determinagdo da atividade da antitrombina.

E de extrema importincia que, uma vez iniciada a coagulag¢io no local onde ocorreu
uma injaria ao endotélio vascular, existam mecanismos anticoagulantes com a finalidade de
reduzir o avanco da coagulacdo normalizando a hemostasia. Numerosos processos biologicos
mediados pela trombina promovem a anticoagulagdo (ESMON, 2003).

Os anticoagulantes naturais que colaboram com a regulagdo da cascata de coagulacao,
como o complexo proteina C/ S e a antitrombina, agem diretamente na a¢do ¢ na geragao da
trombina (DINISIO, MIDDELDORP & BULLER, 2005).

A via anticoagulante da Proteina C atua como sistema principal no controle da
trombose, limitando processos inflamatdrios e diminuindo potencialmente a apoptose de
c¢lulas endoteliais em resposta a citocinas inflamatérias e isquemia. Estudos clinicos revelam
que deficiéncias da proteina C levam a trombose microvascular. (ESMON, 2003).

Como o intervalo de referéncia especificado pelo fabricante (Helena laboratories)
evidencia uma concentracdo plasmatica de Proteina C total de 72 a 160%. Em todos os grupos
analisados neste estudo os valores correspondentes as médias da concentragao da Proteina C
estdo dentro dos valores de referéncia. Contudo, ¢ possivel notar (Grafico 8) uma diferenca
significativa na concentragdo de Proteina C do Grupo IV (LNG/30EE), a qual encontra-se
diminuida (93,6%) em relacdao aos outros grupos (111.3% ;118.1% ;106.4%). Este resultado
encontrado para o grupo IV favorece o estado de coagulagdo, pois a anti coagulacao pela
Proteina S estd diminuida. Este achado contraria resultados encontrados por outros autores
(ODLIND et al., 2002; KEMMEREN et al., 2004) e até mesmo neste trabalho, os quais
sugerem que a progesterona de segunda gera¢do ¢ mais potente em contrabalancear o efeito
pro-coagulante ocasionado pelo estrogeno. Diferente de nossas andlises, WINKLER,
ROHMB & HOSCHENB, 2010 demonstraram um aumento na concentragdo plasmatica de
proteina C em pacientes que fazem uso do contraceptivo contendo LNG/30EE. KLUFT et al.,
2006 também relataram um aumento na concentragao plasmatica de proteina C em pacientes

que fizeram uso dos contraceptivos contendo DRSP/30EE e DRSP/20EE.
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Grafico 8: Boxplot da variavel Proteina C das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 72 a 160%.

Em 1984, os primeiros casos de trombose em pacientes com deficiéncias na
concentragdo de proteina S foram descritos por COMP & ESMON, 1984; COMP et al., 1984
e SCHWARZ et al., 1984.

Com relagdo a dosagem da concentragdo plasmatica de proteina S (Grafico 9),
podemos notar que nos grupos II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) a concentracdo da proteina
S esta diminuida (114,7 e 103,2 respectivamente) em relagdo aos grupos I (controle) e IV
(LNG/30EE) (145 e 140,3); o intervalo de referéncia informado pelo fabricante para estas
dosagens ¢ de 60-150%. ENDRIKAT et al., 2002 ndo encontraram alteragdes significativas
nas dosagens deste anticoagulante em pacientes que fazem uso de LNG 100ug/20EE em
comparagdo com LNG150ug/30EE. KLIPPING et al.,2005 também encontraram valores
diminuidos de Proteina S para DRSP/20EE. MACHADO et al., 2010, encontraram uma

pequena diminui¢do ndo significativa deste pardmetro para DRSP/30EE.
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Grafico 9: Boxplot da variavel Proteina S das pacientes em relagdo ao grupo. Valor de
referéncia: 60 a 150%.

A literatura aponta a presenca de deficiéncia da Antitrombina em uma familia com
muitos membros acometidos de trombose venosa (EGEBERG , 1965). Antitrombina ¢ uma
serpina multifuncional, a qual inibe todas as enzimas essenciais para acontecimento da via da
coagulacdo. A antitrombima sozinha ¢ um inibidor lento, mas o heparan sulfato da familia das
glicosaminaglicanas presente no endotélio intacto estimula sua atividade inibitdria.
(LINDAHL, 2007)

A dosagem da antitrombina permite o diagndstico da deficiéncia hereditaria ou
adquirida da antitrombina, o que representa um risco elevado de trombose (COLVIN, 2004;
HOFFMAN, 2003; STEGNAR et al., 2004).

As deficiéncias adquiridas da antitrombina ocorrem frequentemente, como
conseqiiéncia do consumo de anticoagulantes orais apos operacdes de maior dimensao, ou
como conseqiiéncia de coagulacdo intravascular disseminada (CID) nos casos de sepse, lesdes
hepéticas parenquimais e contraceptivos contendo estrogeno (HATHAWAY, 1991; PETITTI,
2003; SPEROFF & DE CHERNEY, 1993; FRANCO & REISTMA, 2001).
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Em nossas dosagens (Grafico 10) ndo foram encontradas diferengas significativas para
as dosagens da porcentagem de atividade da antitrombina no plasma das pacientes dos quatro
grupos avaliados. Contudo, ¢ possivel notar que os grupos I (controle) e IV (LNG/30EE)
apresentam uma média de valores muito proximos para a ativacdo da antitrombina, 94 e 95.5,
respectivamente; ao passo que os grupos II (DRSP/30EE) e III (DRSP/20EE) demonstram
uma diminui¢do na ativacao deste anticoagulante, 89.8 e 91.4, respectivamente. Os valores de
referéncia recomendados pelo fabricante (Berichrom Antitrombina III- SIEMENS-Alemanha)
sd0 75 a 125%. Diferente de nossos resultados, WINKLER, ROHMB & HOSCHENB , 2010 e
ENDRIKAT et al., 2002, encontraram uma pequena diminui¢do na porcentagem de ativivade
da antitrombina para LNG/30EE em comparagdo com as pacientes nao tratadas. KLIPPING et
al., 2005 relataram diminui¢do da atividade da antitrombina para DRSP/20EE. MACHADO et

al., 2010 encontraram uma diminui¢do ndo significativa para DRSP/30EE.
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Grafico 10: Boxplot da variavel antitrombina das pacientes em relacdo aos grupos. Valor de
referéncia: 75 a 125%.
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4.2.3 Efeito Fibrinolitico

O sistema de fibrinolise € ativado para promover a dissolu¢do da fibrina e restabelecer
a fluidez dentro do vaso (FRANCO, 2001).

A dosagem da concentracdo plasmatica de D- dimeros (Grafico 11) foi o parametro
utilizado para analise da fibrinolise. O kit utilizado (Vidas D-dimer exclusion) é um teste
quantitativo automatizado no sistema VIDAS, que permite a determinagdo imunoenzimatica
dos produtos de degradagio da fibrina (FbDP) no plasma humano (BIOMERIEUX VIDAS
FRANCE 2010). D-dimeros sao produtos da quebra de ligagdo cruzada da fibrina e sdo
dependentes da geragdo de fibrina e da fibrindlise, tornando-se assim, o melhor marcador de
turnover de fibrina. Entre todos os marcadores dos estados tromboticos, os D- dimeros sdo os
unicos que certificam realmente a presenca da fibrina estabilizada (BOUCHEIX, 1983).

Segundo instrugdes do fabricante (Biomeriéux VIDAS France) o valor de referéncia
para concentragdo plasmatica de D-dimeros ¢ de até 0,5ug /mL. Como mostra o grafico 11,
todas as médias dos valores de nossas pacientes estdo dentro da normalidade, mas ¢ possivel
notar um aumento significativo na concentra¢do plasmatica de D-dimeros nas pacientes do
grupo III (DRSP/20EE; 0,38) em relagdo as pacientes do grupo I (controle; 0,22), o que esta
de acordo com resultados publicados por KLIPPING & MARR, 2005, os quais relataram um
aumento mais pronunciado para DRSP/20EE em comparagdo com o contraceptivo de terceira
geracdo contendo DSG/20EE. Embora ndo tenham sido encontradas diferencas significativas
na concentracdo de D-dimeros nas nossas pacientes dos grupos II (DRSP/30EE) e
IV(LNG/30EE), nota-se que estes grupos apresentaram valores iguais entre si (0.27) quando
comparados ao grupo I (0.22). MEIJERS et al, 2000 também relataram um aumento na
concentragdo plasmatica de D-dimeros com o uso de LNG/30EE em relagdo ao grupo
controle, ao passo que , WINKLER, ROHMB & HOSCHENB , 2010, encontraram uma
diminui¢do deste parametro em pacientes que faziam uso deste mesmo medicamento.
ENDRIKAT et al., 2002 também ndo encontraram diferencas significativas na concentragao
de D-dimeros em pacientes que fazem uso de LNG/30EE .MACHADO et al., 2010 também
ndo encontraram alteragdes significativas em mulheres fazendo uso de contraceptivo contendo

DRSP/30EE.
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Grafico 11: Boxplot da variavel Dimeros - D das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: até 0,5ug/mL.

4.2 4 Efeito anti —fibrinolitico

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

Em nossas andlises realizamos a dosagem da concentracdo plasmatica de PAI-1
(Gréafico 12) no plasma das pacientes através do Kit Berichrom PAI Siemens, onde o PAI-1
adicionado a amostra inativa u-PA. Logo apds, a atividade residual da uroquinase ¢
determinada através da conversao do plasminogénio em plasmina (SIEMENS HEALTHCARE
DIAGNOSTICS PRODUCTS, Germany).

Apesar de todas as médias para a concentragdo plasmatica de PAI-1 encontrarem-se

dentro do valor de referéncia informado pelo fabricante (0,3 a 3,5U/mL), notamos que nossas
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pacientes do grupo II, que fizeram uso do contraceptivo contendo DRSP/30EE, apresentaram
uma diminui¢do significativa (1,77) nos niveis de PAI-1 em relacdo aos outros 3 grupos
analisados (2.61,2.38,2.75), o que ndo estd relacionado com a hipercoagulabilidade. KLUFT
et al., 2006 também encontraram uma diminui¢cdo na concentra¢do do PAI — 1 em usudrias
deste mesmo contraceptivo. J& MACHADO et al., 2010 n3o encontraram alteragdes
significativas para este parametro. No grupo IV(LNG/30EE) encontramos uma média de
concentragdo de PAI-1 aumentada (2.75) em relacdo aos outros 3 grupos analisados, mas que
s se apresenta significativa quando comparada ao grupo II (1.77).

Diferente de nossas analises, MEIJERS et al., 2000 ¢ WINKLER,ROHMB &
HOSCHENB , 2010 relataram uma diminui¢do na concentragdo plasmatica de LNG/30EE.
Para usuarias de DRSP/20EE, KIPPLING & MARR, 2005 encontraram uma diminuicao na
concentragdo do PAI-1 em relagdo as pacientes controle,0 que estd de acordo com nossos
resultados,os quais demonstram uma diminuicao (2.38),ndo significativa, para o valor de PAI-

1 em comparagdo as pacientes do grupo controle (2.61).

|

Parametro anti-fibrinolitico (%)

Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo V
n 18 19 16 14
Média 261 1.77 2.38 2.75
Desvio Padrédo 0.52 0.56 0.41 0.6

ANCOVA, p<0.01

Grafico 12: Boxplot da varidvel PAI-1 das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 0,3 a 3,5 U/mL.
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4.3 Moléculas de adesao

Muitos estudos tém demonstrado a relagdo entre o uso de contraceptivos combinados
orais ¢ o desenvolvimento de trombose arterial e venosa (WHO, 1995a; WHO, 1995b;
KHADER et al., 2003. Dentre os trés principais fatores que contribuem para o acontecimento
da trombose descritos no inicio de 1856 por Virchow (VIRCHOW, 1856) ,a estase sanguinea
e a hipercoagulabilidade s3o os principais fatores etiopatogénicos que levam ao
desenvolvimento da trombose venosa, ao passo que, a disfungdo endotelial ¢ o principal
evento determinante para o desenvolvimento de trombose arterial. A disfuncdo endotelial ¢
caracterizada pela incapacidade do endotélio em regular suas principais fungdes (tonus
muscular, hemostasia, adesdo celular,balango eletrolitico, etc), o que contribui para a
formagdo da placa aterosclerotica ( BORISSOFF et al, 2009).

O primeiro passo para o desenvolvimento da trombose arterial ¢ o espessamento ¢ a
ruptura da placa aterosclerdtica, a qual se desenvolve através do acumulo de lipidios e de
células espumosas (MACKMAN, 2008).

O espessamento destas placas resulta lentamente na obstrucao do vaso afetado até que
ocorra oclusdo aguda devido a formagdo de trombos ou codgulos sanguineos. Além da
obstrucdo do vaso, outro mecanismo envolvendo o fator tecidual pode contribuir para
formacao do trombo.

O fator tecidual, responsavel por ativar a via extrinseca da coagulagdo estd presente
em altas concentragdes na placa aterosclerotica e no endotélio. A injaria endotelial ocasionada
pelo rompimento da placa aterosclerdtica culmina na exposi¢do de grandes quantidades de
fator tecidual, o qual ativa a coagulagdo, culminando na formagdo do trombo
(BREITENSTEIN; TANNER & LUSCHER, 2010; OWENS & MACKMAN, 2010).

Quando os monocitos sdo atraidos para o local de inflamagao por moléculas de adesao
(ICAM-1, VCAM-1, E e P selectinas), este acontecimento estimula a sintese de fator tecidual,
0 que contribui para a hipercoagulacdo via ativagdo do fator tecidual apos injuria provocada

pelo rompimento da placa aterosclerotica (ESMON, 2005).
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Arterial Thrombosis
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Figura 8. Trombose arterial: o evento inicial da aterosclerose ¢ o rompimento da placa
aterosclerotica formada pelo acimulo de lipidios e de células espumosas. A grande
quantidade de fator tecidual (7F-tissue factor) existente no endotélio, nas células espumosas e
nos lipidios favorece a ativagdo da coagulacdo com o rompimento da placa aterosclerdtica
(OWENS & MACKMAN, Thrombosisand Haemostasis,2010).

Como vimos neste trabalho e em estudos anteriormente publicados (WHO, 1998;
MIDDELORP et al., 2000 ; KEMMEREN, ALGRA & GROBBE, 2001; PETITTI, 2003;
VAN HYLCKAMA et al., 2009) o estrégeno presente nos contraceptivos combinados orais
(etinilestradiol) ¢ responsavel por favorecer a hipercoagulacdo, aumentando as chances de
desenvolvimento de trombose venosa por proporcionar um aumento dos fatores coagulantes e
uma diminuic¢ao na anticoagulacgdo e fibrindlise (TCHAIKOYSKI & ROSING, 2010).

Com o intuito de diminuir a incidéncia de trombose venosa, a concentragdo de
estrogeno presente nos contraceptivos diminuiu (< 50 pg) desde o surgimento do primeiro
medicamento em 1960 (Evanoid). De fato, essa progressiva diminui¢do na concentracao do
estrogeno contribuiu para diminuir a incidéncia de trombose venosa (GERSTMAN; PIPER &
TOMITA, et al, 1991).

Diferentemente da relacdo diretamente proporcional existente entre o uso de
contraceptivos e a trombose venosa, em usudrias de contraceptivos hormonais com baixa dose
de estrogénio (< 50 pg) observa-se um aumento na incidéncia de trombose arterial (ESHRE,
2006). O efeito do estrogeno nas lipoproteinas (THE WRITING GROUP FOR THE PEPI
TRIAL, 1995), o efeito vasodilatador que este hormonio confere ao endotélio devido a um

aumento na liberagdo de oxido nitrico (PAULO et al, 2009; GUETTA et al., 1997) a
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potenciacao da fibrindlise ( KOH, MCDONALD & CANNON., 1999) e a reducgdo da
expressao de moléculas de adesao( ICAM-1, VCAM-1, E e P selectinas) envolvidas nas
interagdes endotélio-leucocitos (DE CATERINA et al. ,1995) estdo dentre os mecanismos
pelos quais o estrégeno consegue diminuir o risco de trombose arterial. Entretanto, estudos
sugerem que a progesterona sintética pode contrariar este efeito favoravel do estrogeno,
causando um aumento nos niveis destas moléculas de adesao (MIYAGWA et al., 1997).0s
niveis destas moléculas de adesdo presentes no soro e no plasma de pacientes podem refletir o
grau de inflamagao e ativa¢dao do endotélio (BILGIR et al., 2009) sendo consideradas, em sua
forma soluvel, marcadores para aterosclerose e doenga cardiovascular (HWANG et al., 1997 ;
RIDKER et al., 1998).

Neste trabalho nos avaliamos a concentracdo plasmatica de trés moléculas de adesdo
(ICAM-1,VCAM-1 e E-selectina) no plasma de mulheres que fazem uso dos contraceptivos
contendo EE 30ug /DRSP 3mg, EE 20ug/DRSP 3mg e EE 30ug/LNG 0,15mg.

ICAM-1 também conhecido como CD54, ¢ uma glicoproteina transmembrana que
desempenha um papel fundamental na migracdo e ativacdo de leucocitos. Esta molécula esta
envolvida com a firme adesdo de leucécitos a superficie de células endoteliais através da
interagdo com integrinas CD11a /CD18 ou CD11b/CD18 presente em leucocitos ( REILLY et
al., 1995; MILLER et al.,, 1995. ICAM-1 promove angiogénese e funciona como um
indicador de dano ou ativacao celular no endotélio (BILGIR et al., 2009).

Em nossas andlises (Grafico 13), apesar de todas as quantificagdes plasmaticas de
ICAM encontrarem-se dentro do valor de referéncia (90 a 350 ng/ml) estipulado pelo
fabricante (R&D systems, Minneapolis, USA), podemos notar que os grupos II
(DRSP/30EE), III (DRSP/20EE) e IV (LNG/30EE) possuem valores diminuidos em relagao
ao grupo I (controle). Essa diminuicdo nos niveis destes marcadores inflamatorios enaltece o
carater protetor conferido ao endotélio pelo estrogeno presente nos contraceptivos. Apesar
desta visivel diminuigdo, resultados significativos s6 foram encontrados nas comparacdes
referentes ao grupo I x grupo III e no grupo I x grupo IV. Dentre as alteracdes
estatisticamente significativas encontradas, no grupo IV observamos a menor quantificacao
(95,99 ng/ml) plasmatica de ICAM-1, o que sugere ser este o contraceptivo com melhor agao
protetora sobre o endotélio em comparagdo com os outros medicamentos avaliados neste
estudo. SEEGER et al,, 2002 também observaram uma diminui¢ao nos niveis desta molécula
6 meses apds o inicio do tratamento de pacientes com duas formulagdes de contraceptivos
contendo LNG 0,1mg/ 20pg EE ou LNG 0,15mg/ 30ug EE, mas os niveis de ICAM-1 no soro

destes dois grupos de pacientes decaiu para os mesmos valores observados no pré-tratamento
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ap6s 12 meses de uso do medicamento. BILGIR et al, 2009 encontraram uma diminui¢ao nos
niveis desta molécula em um estudo feito com mulheres saudaveis portadoras da sindrome de
ovario policistico e tratadas com contraceptivo contendo 35pg EE/ acetato de
ciproterona(ACP) 2mg + metilformina. YEBOAH et al., 2008 também observaram uma
diminui¢do nos niveis desta molécula em um estudo realizado com 309 mulheres na pos
menopausa e portadoras de doenca coronariana arterial,divididas em dois grupos tratados com
0,625 mg EE ou EE/ 2,5mg medroxiprogesterona (MPA). Diferentemente de nossos
resultados, FARZATI et al, 2002 n3o encontraram alteragcdes significativas nos niveis de
ICAM-1 entre os 3 grupos analisados em seu estudo (mulheres menopausa sem uso de
Terapia de Reposicdo Hormonal, mulheres na menopausa fazendo uso de 17-f estradiol

transdérmico/ acetato de megestrol oral como Terapia de Reposi¢do hormonal e mulheres em

idade fértil).
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Grafico 13: Boxplot da variavel ICAM-1 das pacientes em relacdo aos grupos. Valor de
referéncia: 90 a 350 ng/ml.

VCAM-1 esta envolvida com a adesdao de mondcitos € com o rolamento de linfocitos

no endotélio.Clusters de VCAM-1 tém sido observados nos passos que direcionam a
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diapedese (BARREIRO et al., 2002; CARMAN & SPRINGER., 2004). As células conhecidas
por expressar VCAM-1 sdao os neurdnios (BIRDSALL, et al., 1992), as células endoteliais
(SANO et al.,1995), fibroblastos (MENG et al., 1995) e macréfagos (VAN OOSTEN et al.,
1995).

Funcionalmente, VCAM-1 liga-se as integrinas VLA-4 ¢ LPAM-1; estas integrinas
sdo expressas por uma variedade de células. A integrina VLA-4 ¢ encontrada em todos os
leucocitos, com excecdo dos neutrofilos (ROTT et al., 1996).

Em nossas analises (Grafico 14), apesar de todas as médias obtidas com a
quantificagdo plasmatica da molécula VCAM-1 encontrarem-se visivelmente diminuidas nos
grupos II (DRSP/30EE), IIT (DRSP/20EE) e IV (LNG/30EE) em comparagdao com o grupo I
(controle), alteragdes estatisticamente significativas s6 foram observadas nas comparagdes
que envolvem grupo I x grupo III e grupo I x grupo IV. Todos os valores quantificados
encontram-se dentro do valor de referéncia (300-990ng/ml) estipulado pelo fabricante (R&D
systems, Minneapolis, USA). Desta forma, como observado perante a quantificacio da
molécula ICAM-1, o menor valor para os niveis de VCAM-1 também foi observado no grupo
IV (352,58ng/ml). Este achado sugere que o contraceptivo de segunda geracdo contendo
(LNG/30EE) ¢, dentre os medicamentos avaliados neste estudo, o mais efetivo em conferir
protecao endotelial.

CICINELLI et al., 2006 observaram uma diminui¢do nos niveis plasmaticos desta
molécula em mulheres sauddveis na pés menopausa tratadas com tibolona apds 6 a 12 meses
de tratamento em comparagdo com o grupo placebo. Apo6s 13 meses de tratamento, os niveis
de VCAM-1 retornaram aos scus valores basais. YEBOAH et al, 2008 também observaram
uma diminui¢do nos niveis plasmaticos de VCAM-1 em mulheres na pds menopausa e
portadoras de doenca coronariana arterial 20 meses apds inicio de tratamento com 0,625 mg
EE ou EE/ 2,5mg medroxiprogesterona (MPA). BILGIR et al., 2009 também encontraram
uma diminuicao nos niveis de VCAM em mulheres saudaveis portadoras de sindrome do
ovario policistico tratadas com contendo 35ug EE/ acetato de ciproterona (ACP) 2mg +
metilformina. SEEGER et al., 2002 observaram uma diminui¢ao nos neveis de VCAM-1 em
mulheres tratadas com contarceptivo contendo LNG 0,1mg/ 20pg EE ou LNG 0,15mg/ 30ug
EE apos 3,6 e 12 meses de tratamento. Ja FARZATI et al., 2002 encontraram um aumento em
pacientes em idade fértili em comparacdo com mulheres fazendo terapia de reposicao

hormonal com 17f-estradiol trandérmico/ acetato de nomegestrol oral.
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Grafico 14: Boxplot da variavel VCAM-1 das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 300 a 990 ng/ml.

E- selectina, também conhecida como ELAM-1 (ELAM-1 Endothelial Leukocyte
Adhesion Molecule-1) ou CD62E, ¢ uma glicoproteina transmembrana tipo 1 expressa
somente em células endoteliais e somente apds ativagdo por citocinas inflamatérias (IL-1 ou
TNF-a) ou endotoxinas. A superficie celular da E-selectina ¢ mediadora do rolling dos
leucocitos ao endotélio, uma etapa essencial no extravasamento de leucocitos para o local da
inflamagdo (BEVILACQUA & NELSON., 1993; KANSAS, 1996).

A familia das selectinas (P-selectina,E-selectina e L-selectina) t€ém sido observadas na
patogénese de diversas doengas inflamatdrias. Altos niveis de E-selectina foram observados
em doengas como diabetes (JILMA et al., 1996; KIRK et al., 1997), aterosclerose (IKEDA et
al., 1994) e desordens trombdticas (CHONG et al., 1994).

Em nossas analises (Grafico 15) ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas para quantificagdo de E-selectina entre os grupos. Contudo, podemos notar uma
visivel alteracdo, onde os grupos II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) possuem valores
diminuidos em relagdo aos grupos I (controle) e IV(LNG/30EE), atentando para o fato de que

a média referente a concentracao plasmatica de E-selectina ¢ maior no grupo I'V em relagdo ao
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grupo [. Diferente deste resultado ANDRADE; SILVA & TORQUETI TOLOI, 2011,
encontraram uma diminui¢do na concentracdo de E-selectina na superficie celular e no
sobrenadante de cultura de células HUVEC (Human Umbelical Vein Endothelial Cells) ap6s
24 horas de tratamento com os fitoestrogenos genisteina, formometina, biocanina A e
daidzeina. BILGIR et al, 2009 também nao encontraram alteracdes significativas nos niveis
de E-selectina em pacientes tratadas com 35ug EE/ acetato de ciproterona (ACP) 2mg +
metilformina. FARZATI et al, 2002 encontraram um aumento na concentracao desta
molécula em pacientes na menopausa sem Terapia de Reposi¢cdo hormonal em comparacao
com mulheres na idade fértil. Diferentemente de nossas analises, SEEGER et al, 2002
encontraram niveis diminuidos de E-selectina em pacientes saudaveis tratadas com
contraceptivo oral contendo LNG 0,1mg/ 20ug EE ou LNG 0,15mg/ 30ug EE. HEMELAAR
et al, 2005 também encontraram uma diminui¢do nos niveis desta molécula em pacientes na

po6s menopausa,esterectomizadas,tratadas com 1mg EE/25ug de gestodeno.
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Grafico 15: Boxplot da varidvel E- selectina das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: 13 a 52 ng/ml.
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4.4 Perfil lipidico

A regulacdo cinética dos lipidios realizada pelos hormonios sexuais ¢ amplamente
conhecida. Essa regulacao ¢ responsavel pelo dimorfismo sexual encontrado no perfil lipidico
(WANG, MAGKOS & MITTENDORFER, 2011).

Doengas cardiovasculares sdo relativamente menos prevalentes em mulheres na pré
menopausa comparado com a incidéncia desta em mulheres na pds menopausa e homens. Na
menopausa a protecdo hormonal conferida pelo estrogeno diminui ou desaparece,
contribuindo para o aumento do risco de doencas cardiovasculares (MENDELSON &
KARAS, 1999; NABULSI et al., 1993).

Os mecanismos protetores atribuidos ao estrogeno ocorrem devido a sua a¢ao antioxidante
(RIFICI & KHACHADURIAN, 1992; SACK, RADER & CANNON, 1994), melhoramentos no
perfil lipidico (HONG et al., 1992) e protecdo direta do tecido vascular (MIKKOLA et al., 1995).

No perfil lipidico, como j& descrito anteriormente, o estrogeno reduz as concentracdes
de LDL colesterol ¢ aumenta as concentracdes de HDL colesterol (ABBOT et al.,1983;
MAGKOS & MITTENDORFER, 2009;COUILLARD et al., 1999; HORTON et al., 2002).

Em nossas andlises (Grafico 16), todos os valores encontrados para concentragdo mediana
de HDL colesterol no soro destas pacientes estao ligeiramente abaixo do valor caracterizado como
desejavel (> 65 mg/dl) pelo fabricante (Wiener lab, Rosario - Argentina). Apesar dessa ligeira
diminui¢do podemos notar que os grupos II[(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) apresentaram
concentragoes significativamente maiores (64,5 e 61, respectivamente) em relagdo ao grupo I
(controle, 48). Este aumento pode ser atribuido ao hormoénio estrégeno presente nestes
contraceptivos, visto que o contraceptivo do grupo II, o qual demonstrou um aumento mais
pronunciado nos niveis de HDL, possui uma concentragao estrogénica maior (30ug) que o
contraceptivo do grupo III (20ug). Esse nivel de HDL encontrado para o grupo II pode estar
relacionado também com a prética de exercicios fisicos, visto que o grupo II apresentou a maior
porcentagem (50%) referente a este parametro dentre os grupos avaliados.

Um estudo randomizado realizado por YILDIZHAN et al, 2009 analisou 160 mulheres
hispanicas e sauddveis, as quais foram divididas em dois grupo sob prescricio de
contraceptivo hormonal contendo 30pg EE combinado com 3000ug de drospirenona ou 75ug
de gestodeno por 12 meses. Neste estudo os niveis de HDL colesterol aumentaram em ambos
0s grupos em comparagdo com 0s niveis basais. Entretando estes niveis voltaram ao normal

apos o sexto més de tratamento.
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Um outro estudo realizado por MACHADO et al., 2010 também encontrou um
aumento significativo no niveis de HDL colesterol. Neste trabalho 78 mulheres brasileiras
sauddveis foram divididas em dois grupos de estudo, o primeiro grupo recebeu contraceptivo
contendo DRSP/30EE durante 168 dias ininterruptos e o segundo grupo recebeu a mesma
formulagao por 6 ciclos de 28 dias com um intervalo de 7 dias livre de hormonios.

KLIPPING & MARR, 2005 realizaram um estudo com mulheres saudaveis em idade
fértil, as quais foram randomozadas com duas formulacdes de contraceptivos contendo 20ug
de etinilestradiol combinado com 3000ng de drospirenona ou 150 pg de gestodeno. Neste
estudo observou se um aumento nos niveis de HDL no sétimo més em ambos os tratamentos.
Contudo, este aumento foi mais pronunciado para o grupo que recebeu DRSP/20EE do que no
grupo que recebeu GSD. Em nosso estudo ndo foram encontradas alteragdes significativas
para o grupo IV(LNG/30EE), embora visualmente possamos notar um aumento nos niveis de
HDL colesterol em relagdo ao grupo I. Diferentemente de nossas andlises, um estudo
realizado com 48 mulheres por ENDRIKAT et al, 2002 encontrou uma diminui¢do nos niveis

de HDL em pacientes tratadas por 13 meses com LNG 100/20EE e LNG150/30EE.
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Grafico 16: Boxplot da variavel HDL colesterol das pacientes em relagao aos grupos. Valor de
referéncia: > 65 mg/dl.
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Como vimos, o aumento da concentragdo de LDL colesterol aumenta o risco de
desenvolvimento de DCV. Isto ocorre, pois, esta molécula em excesso causa alteracdes
prejudiciais no endotélio que culminam na ativagdo da coagulacdo, podendo também
exacerbar respostas inflamatorias.

Em nossas andlises (Grafico 17) todos os valores encontrados referente as
concentragdes medianas de LDL colesterol estdo dentro do valor de referéncia (< 130 mg/dl)
estipulado pelo fabricante (Wiener lab, Rosario - Argentina). Neste parametro, nossos dados
ndo produziram alteracdes significativas, mas visualmente, os grupos II (DRSP/30EE), III
(DRSP/20EE) e IV (LNG/30EE) apresentaram um aumento (103.9; 1009 e 98.7,
respectivamente) nos niveis desta molécula em comparagdao ao grupo I(controle; 94.16).
Diferentemente de nosso resultado, onde o estrogeno presente nos contraceptivos nao
demonstrou provocar um efeito favoravel nos niveis de LDL, um estudo publicado por
TANEEPANICHSKUL & PHUPONG, 2007 demonstrou uma diminui¢do significativa nos
niveis de LDL apoés tratamento com contraceptivo contendo DRSP combinada com 20 ou
30ug de EE durante 6 meses. ENDRIKAT et al., 2002 também demonstraram uma aumento
nos niveis de LDL em pacientes tratadas por 13 meses com LNG 100/20EE e LNG150/30EE.
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Grafico 17: Boxplot da variavel LDL colesterol das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: < 130 mg/dl.
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Mulheres na pré menopausa possuem niveis de VLDL colesterol diminuidos em
comparagdo aos homens da mesma idade (HORTON et al., 2002). Isso acontece devido a
producdo acelerada de VLDL colesterol em mulheres, a qual contribui para aumentar o
clearance plasmatico das particulas de VLDL e LDL. Outro fator que contribui para este
perfil ¢ a secregdo da apolipoproteina B-100 pela VLDL, que ¢ menor em mulheres do que
em homens, consequentemente as mulheres possuem poucas moléculas de VLDL ricas em
triglicerideos comparado aos homens (MAGKOS et al., 2007).

O estrogeno ¢ capaz de aumentar a concentracdo plasmatica de VLDL. Este efeito
hipertriglicémico das preparacdes orais contendo estrogeno ocorre devido a um aumento na
secrecdo hepatica de particulas de VLDL ricas em triglicerideos (SOARES et al., 2009; NEW
etal., 1997).

Apesar deste aumento nas particulas de VLDL causado pelo estrégeno, no geral, o
hormdnio quase ndo altera a concentragdo e o clearance das particulas de VLDL, pois estas
sao convertidas rapidamente em IDL, para posteriormente formarem o LDL (CAMPOS et al.,
1997; WALSH et al., 2001).

Em nossas andlises (Grafico 18), todos os valores medianos encontrados para
concentragdes sérica de VLDL estdo dentro dos valores de referéncia (< 40 mg/dl) estipulado
pelo fabricante (Wiener lab, Rosario - Argentina).

Nos grupos II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) observa-se um aumento significativo
(23.9 e 24.2, respectivamente) em relagdo ao grupo I (controle, 13).

Um estudo realizado por RIOS et al., 2008 demonstrou um aumento nao significativo
nos nives de VLDL em um estudo realizado com 47 mulheres na p6s menopausa. As
pacientes foram divididas em dois grupos, os quais receberam 40 mg de isoflavona ou placebo
durante 6 meses.

Diferente de nossos resultados, HELLGREN et al, 2009 nio encontraram alteragdes
significativas nos niveis de VLDL em um estudo realizado com 184 mulheres saudaveis na
p6s menopausa, as quais foram divididas em dois grupos que receberam TRH contendo
2000pg de EE combinada com 500ug de trimegestona ou 10.000png de didrogesterona .
CALLEJON et al, 2009 observaram uma diminui¢do ndo significativa nos niveis de VLDL
em um estudo realizado com trinta mulheres na p6s menopausa, as quais receberam TRH
composta de gel transdérmico de estradiol (1000png/dia) combinado com 5000png de acetato

de medroxiprogesterona oral por dia durante 12 dias/més por 6 meses.
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Grafico 18: Boxplot da variavel VLDL colesterol das pacientes em relagdao aos grupos. Valor
de referéncia: < 40 mg/dl.

Em nossas analises (Grafico 19), todos os valores encontrados para as concentragdes
medianas de colesterol total no soro das pacientes estdo dentre dos limites desejaveis (< 200
mg/dl) estipulados pelo fabricante (Wiener lab, Rosario- Argentina). Contudo, podemos notar
que nas pacientes do grupo II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) encontramos um aumento
significativo (193 e 187, respectivamente) na concentracao sérica de colesterol comparado
com o grupo I (controle, 161.5).

Quando analisamos as fragdes que compde o colesterol total (HDL, LDL ¢ VLDL
colesterol) de cada grupo, notamos que a diferenca nos niveis de LDLcolesterol entre o grupo
IT e o grupo III ¢ pequena (103.9 e 100.9 , respectivamente). Mas a diferenca nos niveis de
HDL colesterol entre estes dois grupos ¢ relativamente significativa (64.5 e 61,
respectivamente), o que contribui para o aumento do colesterol total no grupo II. Podemos
sugerir, desta forma, que o grupo II, apesar de apresentar niveis de colesterol total
ligeiramente mais elevados, possui um perlfil lipidico benéfico em relacao ao grupo III,

devido as variagcoes do HDL colesterol.
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MACHADO et al., 2010 encontraram um aumento nao significativo nos niveis de
colesterol total num grupo com DRSP/30EE.

KLIPPING & MARR, 2005 realizaram um estudo com duas formulagdes de
contraceptivos contendo 20ug de etinilestradiol combinado com 3000ug de drospirenona ou
150 pg de gestodeno onde nao observaram mudancas significativas nos niveis de Colesterol
total.

CALLEJON et al, 2009 ndo observaram alteragcdes significativas nos niveis de
colesterol total em um estudo realizado com trinta mulheres na pds menopausa, as quais
receberam TRH composta de gel transdérmico de estradiol (1000ug/dia) combinado com

5000ug de acetato de medroxiprogesterona oral por dia durante 12 dias/més por 6 meses.
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Graficol9: Boxplot da variavel colesterol total das pacientes em relacdo aos grupos. Valor de
referéncia: < 200 mg/dl.

Em uma dieta rica em dacidos graxos ou carboidratos, estes serdo convertidos em
triglicerideos no figado e unidos a apolipoproteinas especificas (apoB-100, apoC-II, apoE)
para formar as particulas de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (BACHORIK,
RIFKIND & KWITEROVICH, 1999; NELSON & COX, 2000).
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As progesteronas sao capazes de diminuir a concentragdo de triglicerideos. Este efeito
¢ mediado por um aumento no clearance plasmatico de particulas de VLDL rica em
triglicerideo e VLDL rica em apolipoproteina B100. (WOLFE & HUFF, 1993). Apesar deste
efeito hipotriglicémico da progesterona, o estrogeno possui caracteristica hipertriglicémica
devido a um aumento na secre¢do hepatica de particulas de VLDL ricas em triglicerideos
(SOARES et al., 2009; NEW et al., 1997).

Em nossas andlises (Grafico 20), todos os valores encontrados para concentracdes
medianas de triglicerideos estdo dentro dos valores de referéncia (<150 mg/dl) estipulado pelo
fabricante (Wiener lab, Rosario- Argentina). Podemos notar um aumento significativo na
concentragdo de triglicerideos nos grupos II(DRSP/30EE) e III(DRSP/20EE) (119.5 e 121,
respectivamente) em relagdo ao grupo I (controle, 65). Como vimos, a lipoproteina VLDL ¢ a
responsavel por transportar os triglicerideos de figado para o tecido adiposo. Diante disso, ¢
interessante notar que o grupo III apresentou a maiou concentracao de triglicerideos ¢ VLDL.

Um estudo randomizado realizado por YILDIZHAN et al, 2009 contendo 30ug EE
combinado com 3000ug de drospirenona ou 75ug de gestodeno observaram um aumento nos
valores de triglicerideos em ambos os grupos. Entretanto, esses valores voltaram aos valores
basais encontrados para cada paciente ap6s 6 meses de uso do contraceptivo.

Um estudo realizado por BERENSON, RAHMAN & WILKINSON, 2009 analisou
703 mulheres as quais foram divididas em trés grupos: usuarias de acetato de
medroxiprogesterona injetavel (DMPA), usudrias de contraceptivo oral contendo DSG 150ug
/ EE20ug e usuarias de método contraceptivo ndo hormonal. As pacientes que fizeram uso de
DMPA apresentaram uma concentragao maior de triglicerideos em compararagdo com as que
nao fizeram uso de método contraceptivo hormonal nos primeiros meses de estudo. Apds 3
anos foi observado um aumento nos niveis de triglicerideos nas usudrias do contraceptivo
hormonal oral, mas este aumento foi mais pronunciado nos 6 primeiros meses de uso.

Em nossas andlises nao encontramos alteragdes significativas para o grupo IV
(LNG/30EE), mas podemos notar um aumento (93,5) nos nives de triglicerideos em relagao
ao grupo I (65). ENDRIKAT et al., 2002 também observaram um aumento nés niveis de

triglicerideos em pacientes tratadas por 13 meses com LNG 100/20EE e LNG150/30EE.



Resultados e Discussao | 57

350
200
250
@ 200 .
=
5 .
© o .
2150
= - =.
100 . . . e
o.—‘— - *
50 7 ..o.:' -
0 —
I T T 1
| [ 1] [
n 20 16 11 4
mediana 65 Mas5 121 935
q25% 44 25 100.25 93 8825
q75% 815 162.25 1249 95
Teste de Kruskal-Wallis, valor-p <001

Grafico 20: Boxplot da variavel triglicerideos das pacientes em relagdo aos grupos. Valor de
referéncia: < 150 mg/dl.

4.5 Sumario da discussao

Inicialmente, o estrogeno contido nos contraceptivos era considerado o unico
responsavel pelos efeitos pro-trombodticos da contracepcdo hormonal. De fato, uma
progressiva diminui¢do na dose de estrogeno reduziu estes efeitos colaterais (GERSTMAN,
PIPER, TOMITA, et al., 1991).

Por outro lado, para diminuir a dose do estrogeno, mudangas na estrutura quimica do
componente progestageno foram necessarias, o que ocasionou o surgimento das progesteronas
de terceira e quarta geracdo (SKOUBY & PETERSEN., 1991)

Devido a um aumento na incidéncia de trombose induzida por contraceptivos
contendo a mesma dose de estrogeno e diferentes progestagenos, foi possivel observar que o
efeito hipercoagulante do contraceptivo ndo ¢ estritamente dependente da dose de estrogeno,
mas da “estrogenicidade total” da formulacdo estroprogestiva. A estrogenicidade aumenta
com o aumento da dose de estrogeno, mas diminui com o aumento da atividade anti-

estrogénica da progesterona.
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Estudos independentes sugerem que progesteronas de terceira e quarta geracao
possuem atividade anti-estrogé€nica menor em relagao a de segunda geragdo, e portanto, sao
menos potentes em contrabalancear os efeitos pro-tromboticos causados pelo estrogeno
(ODLIND et al. ,2002; KEMMEREN et al. ,2004) .

Neste trabalho as alteragdes provocadas na hemostasia foram mais acentuadas nas
pacientes que fazem uso do contraceptivo de quarta geracao contendo (EE 20ug/DRSP), onde
¢ possivel notar mudangas significativas em trés pardmetros coagulantes (TP, TTPA e
fibrinogénio), um anticoagulante (Proteina S) e no fibrinolitico (D-dimeros), todas
favorecendo um estado de hipercoagulacdo. O contraceptivo, também de quarta geragdo
contendo EE30 pug / DRSP provocou alteragdes favorecendo hipercoagulabilidade em um
parametro anticoagulante (Proteina S) e em um parametro coagulante (TP). E o contraceptivo
de segunda geracdo contendo EE 30ug/LNG foi o que ocasiono alteragdes em um parametro
anticoagulante (Proteina C) e em um parametro coagulante (TP).

Com base nestes achados, quando comparamos o contraceptivo de segunda geracao
contendo LNG/30EE com o de quarta geragdo DRSP/20EE, verificamos que apesar de o
contraceptivo de quarta geracdo conter uma dose menor de estrogeno que o de segunda
geracdo, essa variacdo na dosagem ¢ muito pequena e, portanto, parece ndo influenciar nas
alteragdes hipercoagulantes. Contudo ¢ importante notar que estes dois contraceptivos
possuem diferentes progestagenos, o que evidencia o fato de que a progesterona de quarta
geracdo possui uma atividade antiestrogénica menor que o progestageno de segunda geracao,
como discutido anteriormente por outros autores (ODLIND et al. ,2002; KEMMEREN et al.
,2004) , 0 que nos permite sugerir, com base nesta comparacao, que o levonorgestrel continua
sendo a op¢do mais segura em evitar os efeitos pro-trombdticos associados ao estrogeno.

Quando comparamos os contraceptivos LNG/30EE vs DRSP/30EE, ambos possuem a
mesma concentragdo de etinilestradiol, mas, por possuirem progestigenos diferentes, era
esperado que a progesterona de quarta geracao drospirenona apresentasse um maior nimero
de alteracdes associadas a hipercoagulabilidade do que a progesterona de segunda geracdo
levonorgestrel. Porém, os resultados obtidos neste estudo, com relagdo a esta comparacao, nao
demonstraram uma variacao significativa no nimero de alteracdes hemostaticas. Contudo esta
comparac¢do nao nos permite concluir que o progestageno levonorgestrel, neste caso, possui
maior potencial antiestrogénico e, consequentemente, ¢ o mais indicado para evitar os efeitos
pro- tromboticos associados ao estrogeno frente aos medicamentos avaliados.

J& no que se diz respeito a comparacdo dos contraceptivos DRSP/20EE vs

DRSP/30EE, ambos possuem o mesmo progestageno mas diferentes concentragdes de
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etinilestradiol, logo neste caso, a intengdo foi avaliar a influéncia da dose de estrogeno no
desenvolvimento de desordens tromboticas.Curiosamente, em nossas analises, observamos
que o contraceptivo com menor dose de estroégeno provocou um maior nimero de alteragdes
hipercoagulantes (TP, TTPA , fibrinogénio, Proteina S e D-dimeros). Esse fato nos permite
concluir que, como demonstrado por LIDEGAARD, EDSTROM & KREINER, 2002 e
WHO.,1995, a diminui¢ao na dose de etinilestradiol (estrogeno) de 50 pg para 30-40 pg,
provocou uma diminui¢do no risco de desenvolvimento de trombose. Contudo, ndao ha
evidéncias que o risco de trombose tenha diminuido com o uso de contraceptivos contendo 20
ug de estrogeno, para esta conclusio outros estudos devem ser realizados.

Em relagdo a quantificacdo das moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1 ¢ E-
selectina) no plasma das pacientes, a diminuicao significativa encontrada para os grupos III
(DRSP/20EE) e IV (LNG/30EE) em relacdo ao grupo I (controle) na quantificacdo das
moléculas ICAM-1 e VCAM-1, sugerem que estes contraceptivos podem conferir prote¢ao ao
endotélio prevenindo estas pacientes do desenvolvimento de desordens trombodticas e da
aterosclerose. Nesta andlise o contraceptivo de segunda gerag¢do (grupo IV) promoveu uma
diminui¢do acentuada nestes marcadores soltveis de desordens tromboticas.

Na quantificagdo da molécula E-selectina apesar de ndo observarmos achados
significativos, € possivel notar que o grupo IV possui uma concentragdo elevada nos niveis
desta molécula em relacdo aos outros grupos avaliados neste trabalho. Este fato pode
contribuir para o desenvolvimento de desordens tromboticas e pode estar relacionado com o
tipo de progestageno utilizado, podendo ser responsdvel por aumentar a concentragdo
plasmatica de moléculas de adesao (MIYAGWA et al., 1997; TATSUMI et al., 2002),
negativando o efeito protetor conferido ao endotélio pelo estrégeno. Entretanto, para
discutirmos a verdadeira relagdo existente entre a progesterona e os niveis plasmaticos de
moléculas de adesdo serdo necessarios outros estudos, visto que ndo encontramos dados na
literatura para discutirmos € compararmos com os resultados obtidos neste estudo. Este nosso
estudo ¢ pioneiro na avaliagdo da concentragdo plasmatica de moléculas de adesdo em
mulheres brasileiras em idade fértil e usuarias de contraceptivos hormonais orais combinados
de quarta geragao.

Com relacdo a quantificagdo sérica das lipoproteinas HDL, VDLD e LDL; do
colesterol total e do triglicérides encontramos nos grupos II (DRSP/30EE) e III (DRSP/20EE)
um aumento significativo da HDL e comparagdo com o grupo 1. O grupo II apresentou a
maior alteragdo neste pardmetro, o que pode estar relacionado com a maior freqiiéncia na

pratica de exercicios fisicos comparagdao aos outros grupos estudados. O grupo 1V
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(LNG/30EE) que apresentou a menor alteracao na quantificacdo do HDL, pode atribuir este
resultado ao fato de que, progestagenos androgénicos, derivados da testosterona, sdo os que
possuem maior interferéncia nas alteragdes benéficas do estrégeno sobre o perfil lipidico, pois
promovem uma reversao no aumento do HDL devido a um aumento na atividade das lipases
hepaticas (CROOCK et al., 1992). Também encontramos um aumento na concentracdo de
VLDL, Colesterol total e triglicérides nos grupos II e III em relagao ao grupo I. O aumento
ocorrido nestes parametros pode contribuir para o acontecimento de desordens tromboticas

via acumulo da LDLoxidada.



5. Conclusoes
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Nas usudrias do contraceptivo oral contendo 20pg de EE e 3000 pg de drospirenona
encontramos  alteragdes favoraveis a hipercoagulabilidade nos parametros
hemostaticos TP, TTPA, fibrinogénio, Proteina S e Dimeros-D.

Nas usuarias do contraceptivo oral contendo 30ug de EE e 3000 pg de drospirenona
encontramos  alteragdes favordveis a hipercoagulabilidade nos parametros
hemostaticos TP e Proteina S.

Nas usuarias do contraceptivo oral contendo 30ug de EE e 150 pg de levonorgestrel
encontramos  alteragdes favordveis a hipercoagulabilidade nos parametros
hemostaticos TP e Proteina C.

Os grupos que fazem uso das formulagdes contendo 20pg de EE combinado com 3000
ug de drospirenona ¢ 30ug de EE combinado com 150 pg de levonorgestrel
apresentaram uma diminui¢ao nos niveis plasmaticos das moléculas de adesao ICAM
e VCAM em relagdo ao grupo controle.

Nenhum grupo apresentou alteragdes estatisticamente significativas na quantificagdo
plasmatica da molécula de adesao E-selectina.

Nas usudrias do contraceptivo oral contendo 20 e 30pg de EE combinado com 3000ug
de drospirenona encontramos um aumento significativo nos niveis de HDL, VLDL,

colesterol total e triglicerideos em comparagdo com o grupo controle.
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COMITE DE ETICA EM
PESQUISA - FCFRPIUSP

Of. CEP 02/2008 - FCFRP/ USP
rlg

Ribeirao Preto, 22 de fevereiro de 2008.

Prezada Senhora,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Awvaliacio do efeito
de contraceptivos hormonais sobre o sistema compleniento e a lienosfasia”, apresentado por
Vossa Senhoria a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n" 114, foi analisado na 63"

Sessao Ordindaria deste CEP, realizada no dia 22 de fevereiro de 2008 ¢ considerado

aprovado.

Em atendimento a Resolugao 196/96 devera ser encaminhado ao

CEP o relatorio final da pesquisa e a publicacio de seu resultado, para

acompanhamento, bem como comunicada qualquer intercorréncia ou interrupcdo do

mesmo.
Atenciosamente,
Moor |,
. 'i\w (A Xk’
PRrROF:, DR*. LUCIANA SIMON PEREIRA CROTT
Vice-Coordenadora do CEP - FCFRP/USP
lImeo. Sr.

Prof?®. Dr*. MARIA REGINA TORQUETI TOLOI
Departamento de Analises Clinicas. Toxicologicas ¢ Bromatologicas
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto - USP

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre - CEP 14040-903 - Ribeirdo Preta - SP
Comité de Etica em Pesquisa - ¢ {

Fone: (16) 3602-4213 ou 3602-4216 — Fax: (16) 36024892
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Anexo B

Prefeitura Municipal de Ribeirao Preto
Estado de Sao Paulo

Secretaria da Saude
www.saude. ribeiraopreto sp.gov.br

OF. 2266/10 - GS
RASR/rasr

Ribeirdo Preto, 21 de maio de 2010.

Senhora Orientadora,

Em atengdo a solicitagdo de autorizagdo para a
realizagdo do Projeto de Pesquisa intitulado “Avalia¢io do efeito de
contraceptivos hormonais sobre a hemostasia”, informamos que somos
favoraveis a realizagdo do referido Projeto.

Sugerimos que no questionario a ser aplicado
aos sujeitos seja incluido o item raga/cor, de acordo com a Portaria SAS n°
719/07.

Solicitamos que a pesquisadora mantenha
contato com os Gerentes das Unidades de Saide onde serdo realizadas as
pesquisas para o agendamento do inicio da coleta de dados e que apos os
resultados da pesquisa sejam repassados ao Programa de Saide da Mulher desta
Secretaria.

Com protestos de distinta consideragdo e
elevado aprego, subscrevemo-nos.

i E
Co’rd:almTte,
DR. STENIO JOSE CORRETA MTRANDA :
Secretafio Manigipal da Satde - [Substituto & }) s

% R
W 7
ILUSTRISSIMA SENHORA o &
V&

PROF* MARIA REGINA TORQUETI
ORIENTADORA ® o
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO - &< &
USP &
NESTA o
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Anexo C
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Via do Café, SIN - Telefone: (016) 3633-3036
Fax: (016) 3633-1092
14.040-903 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada a participar como voluntaria em uma pesquisa. Apos ser
esclarecida sobre as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra do pesquisador
responsavel. Pedimos que vocé responda um questiondrio, que estd junto com este
documento. Em caso de recusa, vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Em caso de
divida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP pelo telefone (16) 3602-4213 ou pelo e-mail
cep@fcfrp.usp.br.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto: “Avaliacao do efeito de contraceptivos hormonais sobre o sistema complemento e
a hemostasia”

Pesquisador Responsavel: Prof2 Dr? Maria Regina Torqueti Toloi (torqueti@fcfrp.usp.br)
Telefone para contato: (16) 3602-4220

DESCRICAO DA PESQUISA AO VOLUNTARIO SADIO

Existem proteinas no sangue que evitam coagulos a formagdo de coagulos no
interior dos vasos sangiliineos e outras que desmancham o coagulo caso ele seja formado.
Normalmente estas proteinas atuam em equilibrio, para evitar o entupimento dos vasos
sangliineos. Dentre estas estdo as proteinas que fazem parte da coagulagéo e outras que
sdo chamadas de proteinas do sistema complemento. H4 casos em que a acao destas
proteinas pode ser alterada quando as pessoas fazem uso de medicamentos. Por exemplo,
0 uso de anticoncepcionais, também chamados de contraceptivos hormonais ou pilulas,
pode aumentar o risco de formagéo de coagulos no interior dos vasos sangliineos, que é um
problema conhecido como trombose. Este risco € maior ainda em mulheres que tomam
anticoncepcionais e tém problemas de salde causados por alteracbes hormonais,
inflamacao ou, ainda, casos de trombose na familia.

Uma vez que as proteinas do sistema complemento também controlam a coagulacéo
do sangue e a inflamacao, o objetivo desta pesquisa € medir a atividade das proteinas do
sistema complemento, da coagulagéo e das proteinas que desmancham o coagulo, tanto no
sangue de mulheres que usam anticoncepcionais hormonais, oral ou injetavel, como no
sangue de mulheres que ndo usam, para comparar se 0s anticoncepcionais estao alterando
a acao destas proteinas. Também sera estudado se o0s anticoncepcionais hormonais



ANexos | 87

Universidade de Sado Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Ribeirdo Preto

Via do Café, SIN - Telefone: (016) 3633-3036
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interferem na funcdo de uma célula do sangue, o neutréfilo. A funcdo desta célula esta
relacionada com as proteinas do sistema complemento e é muito importante para a inflamacao.

Para medir estas proteinas e a funcdo da célula (o neutrdfilo), as voluntérias, que
concordarem em patrticipar deste estudo, deverédo doar 24 (vinte e quatro) ml de sangue (3 tubos).
O sangue sera colhido de uma veia do brago, por uma pessoa do laboratério com bastante
experiéncia em tirar sangue das pessoas. Serd sempre utilizado material estéril e descartavel, isto
é, devidamente limpo e livre de contaminacédo. O Unico desconforto desta coleta sera apenas a
picada da agulha para tirar o sangue. As vezes, pode aparecer um hematoma no local onde foi
dada a picada da agulha, o que normalmente n&o traz problemas para a pessoa.

Ao participar desta pesquisa, vocé estara contribuindo para um estudo do efeito dos
anticoncepcionais sobre as proteinas do sistema complemento, que também controlam a
coagulacédo e a inflamacao, e sobre a funcdo do neutréfilo. Esta pesquisa oferece como
beneficio a oportunidade de analisar se 0 uso de anticoncepcionais pode estar alterando
estas proteinas e a funcdo do neutréfilo no seu sangue. Se vocé participar como uma
voluntéria que nao usa anticoncepcional hormonal, a medida das proteinas no seu sangue e
a funcd@o do neutrdfilo serdo importantes como controles para compararmos com aquelas
das voluntarias que usam o anticoncepcional.

Precisamos que vocé responda um questinario informando alguns dados pessoais e
sobre o0 uso de anticoncepcionais. O seu nome sera sempre mantido em sigilo (segredo) e vocé
tera a liberdade de desistir de participar desta pesquisa a qualquer tempo, ndo sendo penalizada
de forma alguma. Esclarecemos, também, que vocé nao terAd nenhuma despesa ao participar
deste estudo. Vocé também tera a liberdade de procurar os pesquisadores responsaveis a
qualguer momento para saber sobre o andamento da pesquisa. Quando a pesquisa terminar,
somente os resultados, e nunca a sua identidade, serdo publicados em revistas cientificas.

Favor ler e preencher abaixo, se for do seu consentimento

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG
CPF , abaixo assinado, concordo em participar do estudo acima descrito, como
sujeito. Fui devidamente informada e esclarecida pelas pesquisadoras Prof2. Dr2. Maria
Regina Torqueti Toloi e/ou Profd. Dr2. Cleni Mara Marzocchi Machado sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isso leve a qualquer penalidade.

Ribeiréo Preto, de de 20 .

Prof2. Dr2, Maria Regina Torqueti Toloi
Pesquisadora Responsavel / CPF 930142608-00
DACTB — FCFRP — USP

Nome e Assinatura da Voluntaria
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Anexo D
o w\“MAc,eb’l
7NN, i . ~
g ] Universidade de Sado Paulo
8 5 Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Ribeiréo Preto
2\ i
%) s

- ,‘ Via do Café, SIN - Telefone: (016) 3633-3036
Fax: (016) 3633-1092
14.040-903 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil

Titulo do projeto: “Avaliacdo do efeito de contraceptivos hormonais sobre o sistema

complemento e a hemostasia”
QUESTIONARIO

Nome da Voluntéaria:

Data de nascimento: Nacionalidade:
RG: CPF:
Telefone: E-mail;

Qual a data de sua ultima menstruacao?
Qual é o seu peso?
Quantas horas vocé dorme por noite?
Vocé se alimenta regularmente, faz todas as refeigdes diarias?

Vocé come cereais, carne, frutas e legumes todos os dias?
Vocé faz exercicios fisicos regularmente, pratica algum esporte? Quantas vezes na

semana?
Vocé fuma? ( ) sim ( ) néo Ha quanto tempo?
Vocé toma anticoncepcionais hormonais? () sim ( ) ndo

Qual o nome do anticoncepcional?
Héa quanto tempo vocé toma anticoncepcional?

Ha quanto tempo vocé toma este anticoncepcional?
Vocé toma este anticoncepcional sob orientacdo médica? ()sim ()néo
Se vocé ndo toma anticoncepcional, ja tomou anteriormente? () sim ( ) ndo
Se tomou anteriormente, ha quanto tempo esta sem tomar anticoncepcional?

Vocé toma outros medicamentos? () sim ( ) ndo
Quiais sao os outros medicamentos que vocé toma?
Vocé tomou algum medicamento nos ultimos 15 dias? ( ) sim ( ) ndo

Vocé se lembra o nome do medicamneto?

Vocé se lembra porgue tomou este medicamento?
Vocé conhece alguém na sua familia que ja teve doencgas causadas pela formagéo
de coagulos nos vasos sanglineos (entupimento dos vasos ou um problema
chamado de trombose)? ( )sim ( ) ndo Qual o grau de parentesco?
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Anexo E
. Prética Periodo de uso Histérico de Alimentagdo Fator L Fator Proteina Proteina . . . .
Pacientes  Idade IMC exercicios contraceptivo trfi,:,?ﬁ:e saudével Vil TP Fator XIl  TTPA  Fibrinogénio 142 S C Antitrombina  Ddimeros ICAM V CAM E-selectina
1 30 24,7 Ndo Sim Sim 112,6 153 115 32,1 243,2 118,7 134,36 123,6 101,8 0,1 2,8 84,67294  644,9802 13,86742
2 27 20,2 Sim Sim Sim 112,6 14,3 94,9 30,2 268,9 153,93 125,28 96,4 106,2 0,18 1,8 168,4783  463,7604  20,20455
3 31 29,3 Nao Nao Sim 180 13,9 108,2 26,3 249 188,34 113,1 93,5 0,26 2,2 179,0926  284,5022 11,48334
4 28 24,3 Sim Nédo Sim 47,8 15,6 60,6 34 224,2 81,349 150,49 84,3 71,3 0,54 2,4 126,8396  403,4348  22,42357
5 27 20,2 N&o Nao Sim 1944 14,3 45,8 28,4 259,6 112,1 128,1 1141 103,9 0,13 2 148,6089  638,7864 28,7214
6 27 19,4 Nao Nao Nao 1089 14,6 81,6 32,4 249 58,919 139,18 111,1 95,3 0,12 2,2 96,59996 636,534 22,97274
7 25 20,2 Nao Sim Sim 131,7 15 89,5 32,4 245,1 69,149 141,89 113,6 99,7 0,17 1,9 111,8871 407,901 17,27182
8 28 25 Sim Nao Sim 124,9 14 69,8 27,6 253,1 62,653 198,36 144 105 0,12 2,8 152,3622 457,553 21,03175
9 28 23,1 Nao Sim Nao 93,8 14,2 71,3 31 218,2 132,1 131,47 115,9 94,8 0,12 2,7 132,7232 538,581 20,56884
10 25 18 N&o Sim Sim 92,3 14,4 125,5 33,3 253,1 88,723 134,89 98,7 90,6 0,17 2,1 173,6766 587,299 18,82266
11 27 25 Sim Nao Sim 200 13,6 193,6 28,4 268,9 160,28 161,42 167,4 179,0926  433,0948 21,5093
12 23 20,7 N&o Nao Nao 1035 14,8 50,7 34 156,1 78,545 134,36 86,1 92,6 0,18 2,8 156,3653  598,0426 23,52215
13 27 25,2 Sim Nao Sim 131,7 144 49,2 34,7 179,8 131,49 119,75 95,6 90,5 0,24 2,8 126,2734 514,647 22,71927
14 24 17,4 N&o Sim N&o 127,10 15,1 62,6 36,2 245,4 64,266 127,58 106 99,1 0,24 3,3 155,3049 459,896 16,80436
15 26 21,9 N&o Nao Nao 149,3 15,6 70,5 38,8 268,9 87,011 148,25 100,7 84,4 0,17 3,6 123,4426  385,5698 10,18464
16 26 25,3 Sim Nédo Sim 118,6 12,7 78,9 29,9 3231 462,56 154,76 125,8 106,7 0,18 3,3 138,8066  613,8184  36,68975
17 24 22,5 N&o Nao Sim 64,5 14,6 158,2 26,9 339,1 108,53 124,26 116,9 80,3 0,45 2,5 176,0005  675,8372 16,40697
18 25 21 N&o Nédo Sim 157,8 14,7 41,5 31,1 299,1 136,42 137,03 101,3 88,4 0,27 3,2 166,3862  583,0434 15,80676
19 28 22,7 Nao Nao Sim 95,3 17.4 164,6 26,8 279 153,93 164,66 116,3 152,8984  568,4532 17,50617
20 20 22 Nao Sim Nao 558 157 42,3 35,3 268,9 115,09 156,19 94,4 87,2 0,25 2,5 90,0762  315,8806 14,25476
21 27 25,9 Nao 8anos Nao Sim 127,1 138 98,3 32 302,3 204,62 109,35 116,4 73,8 0,42 2,2 129,6562  581,2198 14,57637
22 24 22,3 Sim 5 anos Sim Nédo 157,8 13,4 173,6 27,4 3231 140,76 130,43 102,9 100,5 0,23 1,8 128,8197  445,8378 15,0205
23 25 18,4 Nao 5anos Nao Sim 157,8 13,2 68,3 30,4 199,1 88,152 101,06 119,5 91,1 0,18 2,2 121,4485  361,4742 22,2547

24 27 24,6 Nao 4 anos Nao Nao 144 12,7 120,9 35,1 298,9 147,63 119,01 142,4 90,8 0,2 1,8 183,1958  362,4396 17,25803
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. Pratica Periodo de uso Histérico de Alimentagdo Fator o Fator Proteina Proteina . ) . .
Pacientes  Idade IMC exercicios contraceptivo tr;T“ti)lci):e saudavel Vil TP Fator XIl  TTPA  Fibrinogénio 142 S c Antitrombina  Ddimeros ICAM V CAM E-selectina
25 27 22,9 N&o 3 anos ndo Sim 166,9 14,1 104,4 30,2 2311 77,428 116,79 113,4 93,7 0,16 1,6 69,1437  445,0568 14,41522
26 25 19,8 Nao 7 anos Nao Nao 166,9 15,1 89,5 28,2 267 69,695 1235 113,8 90,5 0,15 1,4 134,675  493,7062  4,423906
27 23 27,34 N&o lano Sim N&o 131,7 123 98,3 28,3 284,4 87,581 119,25 120,9 99,9 0,17 1,1 169,7779  687,9508  20,42867
28 26 20,3 Ndo 4,5 anos Sim Sim 200 11,4 42,3 28,1 268,9 147,63 93,15 133,2 92,7 0,23 2,2 129,6562  407,0078  5,579064
29 29 24,1 Sim lano Sim N&o 200 11,4 152 27,9 388,9 115,69 118,51 136,1 77,8 0,26 129,0986  373,0596 15,94278
30 25 25 Nao 3anos Nao Sim 163,8 11,7 46,8 32,2 284,4 276,63 105,39 113,8 100,6 0,47 1,5 44,88934 462,239 24,0012
31 21 27,4 Sim lano Nao Ndo 1733 124 120,9 26,5 255,2 222,75 134,63 124,9 87,6 0,46 2,4 96,29554 384,645 6,16384
32 23 24,03 Sim 10 anos Nao Sim 122,7 126 78 29,8 249 65,345 133,57 113,5 95 0,18 0,8 112,4726  307,7568 11,90928
33 21 19,53 Sim lano Nao Sim 136,4 13,5 94,9 31,8 334,9 89,868 111,24 97,4 85,6 0,29 0,9 178,3196 653,145 13,2178
34 27 24,02 Sim 3 anos Nao Sim 200 11 144,3 30 352,4 126,59 128,61 117,4 103 0,29 1,5 145,8999  337,4778 15,43994
35 20 23,66 Nao 2 anos N&o N&o 200 11,9 125,5 31,9 383,1 97,373 90,81 117,6 85,9 0,38 0,9 94,4309  361,4742 14,04081
36 22 21,23 Nao 4 anos sim Nao 101,8 11,7 109,5 26,7 312,3 105,16 132,6 78,7 0,55 2,2 152,6303  393,6092  20,47072
37 23 22,89 Sim 6 meses Nao Sim 110,7 12 99,5 29,7 271,3 129,03 146,3 112,5 91,8 0,14 2,5 143,4577 452,867 16,80436
38 29 23,01 Sim 6 meses Sim Sim 122,7 116 117,9 25,2 326,9 111,51 120 103,8 95,8 0,26 1,9 112,4727  435,5926 10,4626
39 23 20,62 Sim 5anos Nao N&o 1414 123 138,9 28,8 299,1 112,7 90,81 126,2 79,9 0,28 2,3 147,528  385,5698 15,23698
40 22 17,53 sim 2 anos Nao Sim 81,2 14,2 112,2 32,5 255,2 114,5 95,74 104,2 81,9 0,15 2,4 113,6438  366,3014  9,959005
41 21 24 N&o 2 anos N&o Sim 160,7 12,3 83,5 29,6 339,1 52,619 101,74 127,2 98,7 0,27 2,3 105,6196  361,4742 19,20621
42 23 25,1 Nao 6 meses sim Sim 154,9 116 97,2 26,2 330,9 116,9 90,81 114,9 89,4 0,17 2,6 69,3904  412,2796  7,290641
43 23 25,6 Sim 8 meses Nao Sim 176,6 12,6 1271 28,9 305,5 116,29 113,4 105,9 87,9 04 2,3 119,3622  365,2392  8,049056
44 25 20,18 Nao 6 meses Nao Sim 127,11 12,2 87,4 27,8 139,2 126,59 126,3 99 97,4 0,43 2,5 71,67444  245,4276  8,498147
45 22 17,2 Nao 6 meses N&o Sim 1733 125 72,1 37,1 250,5 155,2 101,51 94,5 94,3 0,61 2,5 86,9178  398,7606  25,49575
46 21 22,21 Nao 11 meses Sim Ndo 1053 11,9 83,5 30,8 339,1 83,606 77,3 104 82,7 0,26 2,3 135,6596  356,9032 10,89241
47 21 22,31 Nao 1ano N&o Sim 105,3 12,2 80,7 32,8 299,1 237,73 106,31 1133 90,1 0,62 1,8 116,0297 325,622 17,89696
48 26 19,15 Nao 1ano Sim Sim 71,7 13,4 88,5 28,7 268,9 62,653 83,79 117,6 93,2 0,19 1,7 133,1106  505,5362 35,31409
49 26 23,74 Nao 3anos N&o Sim 157,8 12,3 70,5 28,1 339,1 112,1 110,77 131,2 91,6 0,33 1,8 132,8278 396,452 23,12755
50 31 22,1 Nao 6 meses Nao Sim 1146 12,2 148,1 26,1 296 205,96 110,3 89,7 85,5 1,04 2,6 114,9271  373,4308 11,35482
51 21 19,2 Sim 3 anos N&o Sim 1146 123 108,2 27,1 273,8 169,89 105,39 122,7 101,8 0,39 2,5 121,3062  378,3458 14,09619

52 21 20,43 Néo 8 meses Néao Néao 1944 115 185,8 29,2 377,6 135,18 87,67 96,6 80,9 0,27 2 162,4816  392,6044 15,72915
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. Pratica Periodo de uso Histérico de Alimentagdo Fator o Fator Proteina Proteina . ) . .
Pacientes  Idade IMC exercicios contraceptivo tr;n;ti)lci):e saudavel Vil TP Fator XIl  TTPA  Fibrinogénio 142 S c Antitrombina  Ddimeros ICAM V CAM E-selectina
53 26 21,34 Nao 1ano N&o Sim 146,6 13,5 108,2 27,8 305,5 143,25 106,31 86,9 79,2 04 2,4 105,6196  446,2148 15,32267
54 32 21,79 Sim 3anos ndo Sim 200 11,6 97,2 28,9 339,1 109,13 121,24 99,6 90,9 0,23 3,1 48,91446  304,5466  23,50369
55 25 23,44 Sim 6 meses Sim Sim 200 11,7 150,1 29 319,4 127,81 121,74 107,1 99,3 0,26 3,1 168,6308  410,3032 10,64146
56 24 19,49 Nao 1ano Sim Sim 200 11,7 138,9 28,8 319,4 117,5 85,82 92,2 99,9 0,19 2,5 129,151  619,0148  21,16216
57 25 22,66 N&o 4 anos N&o Sim 116,5 144 49,7 28,4 299,1 226,82 154,47 115,7 90 0,18 2 111,9031  366,0584  9,900775
58 19 23,63 Nao 5anos Nao Nao 116,5 11,6 116,5 27,9 339,1 130,87 128,35 85,1 94,6 0,34 3,9 114,9271  349,0016 14,52204
59 28 14,27 Excluida 200 13,9 41,9 34 197,32 141,62 91,6 98,6 0,38 3,1
60 22 26,23 Nao 3anos Sim Ndo 180 11,9 93,8 32,4 334,9 112,7 135,16 81,7 78,5 0,28 2,2
61 20 21,48 Nao 1,5 anos N&o Sim 200 14,1 140,7 30,9 279 161,56 121,49 97,5 101,7 0,17 2,9 103,4441 329,416 17,73552
62 23 19,68 Nao 1,5ano0s Nao Nao 200 13,6 140,7 28,6 296 248,73 124,26 81,2 92,7 0,38 2,1 90,86574  473,9952 23,18688
63 29 26,56 N&o 2 anos N&o sim 160,7 13,1 100,7 27,6 267 239,79 141,62 111,1 93,5 0,25 2,1 57,66644  424,1602 19,95024
64 32 21,33 Nao 5anos Nao Sim 67,5 13,9 75,4 27,6 343,3 199,31 141,62 95,4 99,5 0,41 3,2 101,554 287,992 16,12226
65 27 19,16 N&o 1ano Sim Sim 187 13,9 199,1 29,9 2713 140,76 152,76 97 100,6 0,25 2 94,58412  426,3414  24,38309
66 29 27,58 Nao 1,5ano0s Nao Sim 9,9 13,7 56,9 32,9 273,8 128,42 182,65 92,2 96,1 0,27 3,4 104,2599  200,6616 35,3354
67 35 21,93 N&o 14 anos N&o Sim 108,9 13,6 58,7 31,5 271,3 153,93 158,5 103 104,1 0,24 2,9 99,40326  352,5134  23,48377
68 22 28,58 Sim 2 anos sim Nao 1249 131 72,1 29,5 285,4 245,97 120,74 97 94,4 0,23 3,3 127,7455 300,408 23,92205
69 29 20,83 N&o 4 anos sim sim 89,3 14,8 87,4 28,9 185,8 119,31 174,29 72,5 106,2 0,19 2,7 73,9706 393,374 23,28576
70 31 22,83 Nao 5anos Nao Sim 116,5 14 100,7 28,4 299,1 143,25 108,65 85,1 97,1 0,41 2,9 83,77108  386,4484  8,293418
71 33 29,3 N&o 7 meses Nao N&o 103,5 13,6 146,2 26,2 323 152,67 120 95,9 88,2 0,22 2,9 83,77108  293,1654  29,79169

72 28 37,37 Excluida 8 anos Ndo Ndo 131,7 13,9 154 25,8 308,9 229,54 152,76 96,9 93,7 0,22 4,3
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Numeracao | Colesterol | Triglicérides | HDL LDL VLDL

Cl 128 97 37 71,4 19,4
C2 160 48 46 103,8 9,6
C3 175 72 48 112,6 14,4
C5 139 54 39 89,3 10,8
C6 166 57 57 98,22 11,4
C7 135 41 48 78,8 8,2
C8 177 88 73 87,03 17,6
C9 146 69 47 84,5 13,8
C10 163 45 54 100,4 9
Ci11 151 41 52 90,1 8,2
C13 223 312 51 109,4 62,4
C14 139 38 48 83,5 7,6
C15 194 65 40 141.,4 13
C16 143 38 53 82,8 7,6
C17 167 65 34 119,9 13
C18 150 81 58 75,6 16,2
Cc19 200 42 59 132,7 8,4
C20 168 83 45 106,5 16,6
C21 179 73 48 115,7 14,6
C22 146 99 39 86,79 19,8
Tl 129 102 58 50,3 20,4
T3 200 124 65 110,3 24,8
T4 191 124 67 98,9 24,8
T5 190 196 61 89,3 39,2
T6 195 111 64 108,9 22,2
T7 192 138 56 107,7 27,6
T8 200 115 66 110,6 23
T9 175 95 61 95,26 19
T10 187 126 61 100,9 25,2
T11 256 212 66 147,7 42,4
T12 205 91 58 129,3 18,2
T13 202 55 71 120,2 11
T14 178 123 56 97,8 24,6
T19 173 103 59 93,5 20,6
T23 207 91 82 107 18,2
T24 197 130 54 116,8 26
T26 188 132 55 106,3 26,4
T27 158 65 65 79,9 13
T28 187 222 48 94,8 44,4
T30 207 121 68 114 24,2
T31 169 180 67 65,2 36
T32 140 93 54 67,3 18,6
T34 174 162 50 92,2 32,4
T37 131 74 38 78,1 14,8
T38 159 93 52 87,7 18,6
T39 182 98 53 109,7 19,6
T42 239 163 71 135,9 32,6
T43 249 95 64 165,8 19
T44 197 94 58 120,8 18,8
T45 187 37 92 86,9 7,4
T46 184 108 72 90,7 21,6






