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RESUMO

Introducdo: O uso de contraceptivo oral combinado (COC) tem sido relacionado a
alteracbes no metabolismo glicémico, lipidico, maior estresse oxidativo e pressao
arterial sistémica, o que poderia sugerir maior oxidacdo da LDL em mulheres que
utiizam COC. Objetivo: Testar a hipotese de que existe diferenga nos valores
plasmaticos da lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-oxidada) entre
mulheres que utilizam e ndo utilizam COC, bem como avaliar a correlacdo entre ela e
o perfil lipidico e proteina c reativa de alta sensibilidade (PCR-as). Métodos: Foram
selecionadas 42 mulheres com idade entre 18 e 35 anos, eutréficas, irregularmente
ativas, com triglicerideos <150mg/dL, glicemia <100mg/dL e que utilizavam ou ndo
COC. Essas foram alocadas no grupo COC, formado por 21 mulheres em uso COC
ha pelo menos um ano; e grupo controle (GC), composto por 21 mulheres que nao
utiizavam nenhum tipo de contraceptivo hormonal h& pelo menos um ano.
Resultados: Foi observado que o GCOC apresenta valores mais elevados da LDL-
oxidada que o GC, respectivamente 384muU/ml vs. 283mU/ml (p<0,01). Também
observou-se correlacao positiva entre a LDL-oxidadacom a LDL (r= 0,3, p< 0,05), com
o colesterol total (= 0,47, p< 0,01) e com os ftriglicerideos (r= 0,32, p< 0,03), ndo
havendo correlagdo com a PCR-as. Conclusédo: Mulheres que utilizam COC
apresentam valores plasmaticos mais elevados da LDL-oxidada, existindo, correlagéo
positiva entre a LDL-oxidada e variaveis lipidicas.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo; Doencas Cardiovasculares; Aterosclerose;
Anticoncepcionais.



ABSTRACT

Introduction: The use of combined oral contraceptives (COCs) has been associated
with changes in the glucose metabolism, lipid, increased oxidative stress and blood
pressure, which could suggest greater oxidation of lipoproteins in women using COCs.
Objective: To test the hypothesis there is a difference in the plasma values of oxidized
LDLs (oxLDLs) between women who use and those that do not use COCs, and we
also assessed the correlation between oxLDLs and the lipid profile and C-reactive
protein (hs-CRP). Methods: The study population consisted of 42 women satisfying
our selection criteria. They were divided into the COC group, consisting of 21 women
using low-dose ethinyl oestradiol contraceptives (15—30 mcg) for at least one year, and
the control group, consisting of 21 women who did not use any type of hormonal
contraceptive for at least one year. Results: It was observed that women who use
COCs exhibited higher values of oxLDLs (384mU/ml vs. 283mU/ml, p<0.01) than those
who do not use this drug. We also observed a moderate and positive correlation
between oxLDLs with LDLs (r= 0.3, p< 0.05), total cholesterol (r= 0.47, p< 0.01), and
the triglycerides (r= 0.32, p< 0.03), there was no correlation with hs-CRP. Conclusion:
Women using COCs have higher plasma levels of oxidized LDL, existing as well as
positive correlation between oxidized LDL and lipid variables.

Keywords: Oxidative  Stress; Cardiovascular Diseases; Atherosclerosis;

Contraceptive Agents.
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1 INTRODUCAO

Estudos demonstram que mulheres em idade reprodutiva, que utilizam
contraceptivo oral combinado (COC), apresentam alteragbes no metabolismo
glicémico®?, lipidico3#, estresse oxidativo®>® e inflamacdo subclinica cronica’s8.
Também, ja foi identificado aumento nas subfragBes aterogénicas da lipoproteina de
baixa densidade (LDL)° e elevacdo da pressdo arterial sistémica (PAS). Em
conjunto, essas alteragdes, apresentam associacdo com a oxidagédo da LDL, a qual,
tem sido fortemente relacionado com um perfil lipidico mais aterogénicol?.

Uma vez oxidada, a LDL apresenta varias ac¢des na fisiologia vascular, entre
elas, inibe a expressdo do RNAmM da enzima Oxido nitrico sintetase endotelial, tendo
como consequéncia a diminuicdo da producdo do 6xido nitrico e o favorecimento do
processo ateroscleréticol?. Além disso, também prejudica a proliferacdo, motilidade
celular e aacao das células-tronco endoteliais, mecanismos capitais na endotelizacdo
das areas lesadas no processo ateroscleréticold14, Ainda, tem sido sugerido que
valores mais elevados de LDL-oxidada, mesmo dentro dos limites de normalidade,
estdo associados a um maior risco de futuros eventos cardiovasculares e sindrome
metabdlicat 1517,

Assim, embora ja tenha sido descrito que os COC aumentam o risco de eventos
aterotromboticos em proporcdes diferentes entre mulheres com e sem os classicos
fatores de risco para doencas cardiovasculares, ainda existem questionamentos sobre
a ocorréncia desses eventos, assim como, lacunas sobre 0s mecanismos
fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento de doengas cardiovasculares em
mulheres que utilizam COC1819 A LDL-oxidada emerge como um importante fator de
risco pro-aterogénico, capaz de influenciar em todas as fases do processo
aterosclerético®s.

Outro dado interessante é que no Brasil 33,8% das mulheres com idade entre
18 e 49 anos utilizam contraceptivos orais, sendo que dessas, mais de 13% (IC95%
10,9-15,7%) apresentam fatores de risco como o tabagismo, hipertensdo arterial
sistémica, dislipidemias e obesidade?. Esses fatores, somados ao uso dos COC
podem aumentar sensivelmente o risco de eventos aterotrombdéticos mesmo em

mulheres em idade reprodutival®1°,



11

Por outro lado, em nosso conhecimento ainda ndo existem estudos que tenham
investigado a oxidacao da LDL em mulheres jovens em uso de COC, sem outros
fatores que justifiquem sua oxidacdo. Assim, este estudo visa avaliar se existe

diferenca entre valores plasméaticos da LDL-oxidada em mulheres que utilizam ou nédo

COC.
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2 JUSTIFICATIVA

O contraceptivo oral combinado (COC) é o método de planejamento familiar mais
no mundo. No Brasil, estima-se que 33,8% das mulheres em idade reprodutiva fagam
uso desse grupo de medicamentos, 0s quais sdo normalmente reportados como de
baixo risco a saude. Entretanto, um dado preocupante é que cerca de 18% das
mulheres fazem uso do COC por conta prépria, fato que pode contribuir para o
aumento dos riscos associados a esse grupo de medicamentos.

De fato, pesquisas cientificas tém sugerido que o uso do COC pode aumentar o
risco de eventos aterotrombéticos, bem como, causar elevacdo da presséo arterial
sistémica, provocar alteracbes no metabolismo glicémico e lipidico mesmo em
mulheres saudaveis. Sabidamente, esses séo fatores associados ao adoecimento e
mortalidade por doencas cardiovasculares e metabdlicas.

Outro importante dado que reforca essa preocupacao é que mais de 13% das
mulheres brasileiras que utilizam COC, o fazem de forma inadequada. Isso porque,
elas apresentam doengcas como a hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia,
obesidade, diabetes mellitus, além de serem tabagistas. Quando somado ao uso de
COC, a presenca desses fatores de risco faz com que as mulheres aumentem em
mais de 4 vezes a chance de desenvolver infarto do miocardio.

Entretanto, mesmo em face a tentas informacdes, ainda € pouco claro quais sao
0S mecanismos envolvidos no risco aterotrombotico de mulheres que utilizam COC.
Por outro lado, estudo sugerem que a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade
esteja associada a todas as fases da doenca aterosclerética, fato que indica que o
estudo dessa variavel lipidica liga ao estresse oxidativo possa ajudar a elucidar os
mecanismos envolvidos no risco cardiovascular relacionado ao uso do contraceptivo

oral combinado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Primaéario

Testar a hipotese de que existe diferenca entre os valores plasmaticos da LDL-

oxidada entre mulheres que utilizam e n&o utilizam contraceptivo oral combinado.

3.2 Secundario

Avaliar a correlacdo entre a LDL-oxidada e as varidveis do perfil lipidico de jejum e

proteina c reativa.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Perfil lipidico e contraceptivo oral combinado

Desde a sua introducdo na década de 60, estudos tem se dedicado a
investigagcdo e monitoramento das manifestacdes clinicas relacionados ao uso de
contraceptivos orais!®. No Brasil e no mundo, milhares de mulheres em idade
reprodutiva fazem uso dos contraceptivos orais, principalmente, os de terceira
geracdo. Entretanto, embora este grupo de medicamentos sejam descritos como de
baixo risco para trombose arterial ou venosa, quando associados a fatores de risco
como tabagismo, HAS, dislipidemias e obesidade podem, provocam respostas
cardiovasculares e metabdlicas ainda mais desfavoraveis!®1°.

Mesmo em baixas dosagens de estrogénio/progesterona, os COC contribuem
para modificar o metabolismo das lipoproteinas, principalmente, no que se refere ao
aumento dos valores plasmaticos do colesterol total (CT), triglicerideos (TG),
lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL) e lipemia p6s-prandial. Esse aumento
pode chegar a 100%, quando por exemplo, comparados os valores plasmaticos dos
TG entre mulheres que utilizam as que nédo utilizam COC#821,

Entretanto, mesmo diante dessas alteracbes, pesquisas tem encontrado
dificuldade em estabelecer adequadas relacdes de causa-efeito entre o uso de COC
e doencas cardiometabdlicas, principalmente, em virtude da metodologia transversal
de boa parte dos estudos sobre o temal®. Outro dado interessante, é que, parte da
literatura tem indicado aumento dos valores plasmaticos da lipoproteina de alta
densidade (HDL), sem aparentes modificacdes nas concentracfes da lipoproteina de
baixa densidade (LDL). Esse dado aponta para um perfil lipidico com baixo potencial
aterogénico, como sugerido por algumas pesquisas??23.

Por outro lado, mesmo sem modificacbes quantitativas na LDL, ja foi
demonstrado que mulheres que utilizam contraceptivos orais apresentam alteracdes
qualitativas na LDL, sendo, representadas por maiores subfracdes das particulas
aterogénicas dessa lipoproteina®. Assim, também seria plausivel questionar se a
elevacao plasmatica da HDL, nessa situacao especffica, seria de fato protetora, uma

vez que, existem subfracdes aterogénicas da HDL 26,
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Em conjunto, os dados anteriormente mencionados, somando-se as alteracdes
no estresse oxidativo, no metabolismo glicémico, inflamag&o subclinica cronica e
aumento da pressdo arterial sistémica, podem sugerir um maior potencial
aterotromboético nessas mulheres. O que torna plausivel a continuidade de
investigacOes sobre o risco aterotrombdéticos em mulheres em idade reprodutiva, que
utilizam COC.

4.2 Doencgaateroscleroética

Durante muitos anos, a aterosclerose foi considerada uma doenca decorrente
de um processo de deposicdo de lipidios, a qual afetava varias camadas da parede
vascular arterial de forma sistémica, porém irregular e também por mecanismos
hidraulicos passivos2®. Entretanto, a aterosclerose, também é caracterizada como um
processo inflamatério crénico na parede das artérias que resulta na formacdo de
placas de gordura e obstrucédo da luz destes vasos?®.

O processo aterosclerético ocorre em resposta a agressdo endotelial,
acometendo principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre?’.
Esta € uma doenca multifatorial que progride lentamente surgindo como resultado de
uma série de respostas celulares especfficass?®. Segundo Naghavi e cols.??, esta
enfermidade € responsavel por mais de 19 milhdes de mortes anuais. No Brasil,
aproximadamente 300 mil O6bitos ocorrem por ano, causados por doencas
cardiovasculares, associadas a aterosclerose®.

Diversos fatores, denominados de fatores de risco para desenvolvimento da
aterosclerose, estdo relacionados com o desenvolvimento desta enfermidade, os
guais sao classificados como: dislipidemia; historico familiar; hipertensao arterial;
diabetes mellitus; obesidade; tabagismo e sedentarismo3l32, Somando-se a estes
fatores, pesquisas tem sugerido que o uso atual de COC possa representar risco
cardiovascular, o qual, varia em detrimento da formulacdo do COC e da presenca dos
tradicionais fatores de risco para doencas cardiovasculares nas usuarias deste grupo
de medicamentos!819,

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a aterosclerose inclui acumulo de lipideos,
células inflamatérias e elementos fibrosos, 0os quais depositam-se na parede das
artérias, promovendo o desenvolvimento de placas ou estrias gordurosas, 0 que

conseguentemente provoca a obstrucdo das mesmas?3. Os principais locais de acéo
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da doenca sdo a aorta, as artérias coronarias e cerebrais, o que pode gerar por
consequéncia o infarto do miocardio, a isquemia cerebral e o aneurisma adrtico33,

De acordo com outro estudo, ha duas fases independentes na evolucdo da
doenca aterosclerdtica. A fase denominada de aterosclerética, a qual ocorre
predominancia da formacéo anatbmica da lesdo aterosclerotica em consequéncia as
lesbes endoteliais provocadas pelos denominados fatores de risco aterogénicos
classicos e que leva décadas para evoluir. E ainda, em concordancia com os autores
supracitados existe a fase trombdética, em que ocorre a formacédo aguda de trombo
sobre a placa de ateroma, o que de fato poderia motivar eventos agudos coronarianos,
tais como infarto do miocardio, angina instavel e morte sibita34.

Outros estudos mostram que a aterosclerose ndo € um simples mecanismo
degenerativo provocado pelo envelhecimento e sim um processo inflamatério que
pode provocar eventos clinicos agudos em consequéncia de uma possivel ruptura da
placa com formagdo de trombos3®. Essa instabilidade da placa aterosclerética é
potencializada pela LDL-oxidada, a qual, além favorecer o crescimento da placa,
modifica o funcionamento das principais células envolvidas na formacdo da estria

lipidicase.

4.3 Origem da placa aterosclerotica

Analises de eventos celulares que ocorrem durante o processo aterosclerético
mostraram um tipo de resposta inflamatéria crénica em que antecede a migracéo e
proliferagdo de células do musculo liso arterial?>. Segundo Ross®’, o evento inicial que
provoca a resposta inflamatéria se estabelece a partir do acumulo de lipidios e
particulas de lipoproteinas sob o endotélio. Apds este acumulo ocorre a fixacdo e a
propagacédo de mondcitos e linfécitos T provenientes do sangue periférico.

H& algumas décadas, acreditava-se que o endotélio desempenhava apenas um
papel de barreira seletiva na difusdo de macromoléculas entre a luz do vaso
sanguineo e o espaco intersticial. Entretanto, atualmente estudos mostram que o
endotélio desempenha funcdes na regulacdo do tdnus vagal, regulacdo de processos
inflamatorios, promocao e inibicdo de crescimento neovascular e ainda, modulagédo
de agregacdo e modulacdo plaquetaria3®3°.

Os primeiros estudos que mostravam o0s papéis regulatérios das células

endoteliais vasculares, apresentaram resultados que descreviam mecanismos
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desempenhados pelo fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF),
posteriormente identificado como o éxido nitrico (NO)*. O mecanismo de regulacéo
endotelial, promotor de sua propria homeostase, ocorre através de liberacéo de varias
substancias que podem gerar regulacdes autdcrinas e paracrinas dando origem a
atividades pré e anticoagulantes e ainda, a ocorréncia da liberacdo de substancias
com o poder de promover adesao celular e acdes vasoativas*.

O NO aparece como uma das principais substancias regulatorias na
homeostase do endotélio. O mesmo é sintetizado na célula endotelial vascular a partir
do aminoéacido L-arginina em um processo catalisado pela enzima éxido nitrico sintase
(eNOs)*. Além da funcdo de vasodilatacdo, o NO desempenha diversas fungdes
como: inibicdo, adesao e a agregacao plaquetaria, impede a proliferacdo do musculo
liso vascular, limita o recrutamento vascular de leucécitos e inibe a producdo do fator
tecidual (fator critico na geragéo do trombo)4344,

Estudos afirmam que a fase inicial da aterosclerose surge devido ao acumulo
de macrofagos, envolvendo residuos de LDL e colesterol, no espaco subendotelial do
vaso arterial, 0 que provocaria o aparecimento das denominadas células espumosas,
representando alteracdo morfolégica mais precoce e caracteristica da aterosclerose.
Interessante notar que, apenas um pequeno subconjunto de macrofagos
representando 5 a 10% da populagédo destas células consegue sobreviver ao acumulo
progressivo de lipideos no seu compartimento endolisossomal, sendo esse pequeno
subconjunto de células as responsaveis pela formacdo de células aterogénicas?*t. Os
mecanismos envolvidos no processo parecem estar ligados a acéo das lipoxigenases,

enzimas que catalisam acidos graxos*’.

4.4 Papel do endotélio na aterogénese

Uma das primeiras mudancas induzidas pela hipercolesterolemia e hipertensao
parece ser a permeabilidade endotelial alterada em conjunto com a aderéncia de
leucécitos, processo que é facilitado por uma série de moléculas de adesao
intracelular e moléculas de adeséo vascular®’.

Estudos trazem informacfes de que quando o endotélio é agredido por fatores
de risco, este perde progressivamente sua fungéo fisioldgica de protecdo. Ao contrario
das respostas fisiolégicas, o endotélio passa a secretar elementos que participam da

progressdao da aterosclerose, o que resulta na disfuncdo endotelial, e por
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consequéncia, alteracdo na resposta vasodilatadora e reducdo da atividade
antitrombdtica, ocasionando alteracbes morfoldégicas, com consequentes danos
vasculares*849,

Fisiologicamente, as LDL plasmaticas alcancam o citoplasma das células
endoteliais através de endocitose. Estudos mostram a formacao de invaginacdes na
membrana da célula endotelial, locais onde se localizam os receptores especificos da
apoB-100 e que as invaginacdes transformam-se em vesiculas de endocitose,
promovendo a entrada de particulas de LDL para o interior da célula endotelial®.

Ao alcancarem o citoplasma das células endoteliais as particulas de LDL séo
hidrolizadas em fosfolipideos, triglicérides, proteinas e colesterol através dos
lisossomos e os receptores especificos®C.

Quando os niveis de LDL ultrapassam os valores fisioldgicos, ocorrem
aumentos no processo de endocitose das LDL através de receptores especificos e
inespecificos, consequentemente, aumentando a concentracdo de LDL nativas no
interior da célula endotelial, induzindo um consumo maior de ON e ainda producao de
radicais livres, provocando peroxidacdo dos acidos graxos das particulas de LDL e,
também, a oxidacéo das proteinas apoB>!.

O processo denominado estresse oxidativo, em que ocorre geracéo de radicais
livres é a via final de lesédo celular da maioria dos fatores de risco cardiovascular®. Ja
esta bem estabelecido que o NO € um mediador crucial da vasodilatacdo dependente
do endotélio e pode também desempenhar um importante papel na agregacdo de
plaguetas e na manutencdo do equilibbrio entre o crescimento e diferenciacdo de
células do musculo liso®2.

O estresse oxidativo origina-se na secrecdo de NO, um gas instavel com alto
poder de difusdo e que atua como um intermediério quimico que produz efeitos na
transdugdo de sinais biolégicos especfificos de maneira autdcrina ou paracrina®3. Por
outro lado, superoxidos resultam de uma reducdo de elétrons de oxigénio por uma
variedade de oxidases. Quando Oz é produzido em conjunto com o NO, eles reagem
rapidamente para formar uma molécula altamente reativa peroxinitrito (ONOO-) que &
um importante mediador da peroxidacao lipidica e nitracdo de proteinas, incluindo a
oxidacdo da LDL, o que provoca efeitos pr6-aterogénicos®?.

Na auséncia de eNOs imediatamente acessiveis 0 O2 é rapidamente dismutado
em EROs mais estaveis (H202), pela superéxido dismutase, que é entdo convertido

em H20 ou pela peroxidase catalase ou pela glutationa®2.
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O processo acima descrito, em que ocorreria a oxidacédo de LDL provocaria a
disrupcdo da Gl proteina, que é receptor de membrana em que atuam indmeros
agonistas da via de producdo do 6xido nitrico, 0 que compromete uma das principais

funcGes endoteliais®?.

45 PapeldalLDL oxidada e aterogenese

Quando a célula endotelial apresenta disfuncdo, esta permite maior influxo da
LDL nativa e LDL-oxidada para a camada intima vascular, mecanismo que se da
através de transacitose (é esse termo mesmo?). A quantidade transportada de
moléculas de LDL dependera da concentracdo, ou seja, niveis elevados de LDL no
endotélio resultam em aumento da quantidade do composto que atinge a camada
intima>4.

Segundo Berliner et al.%®> ocorrem dois estagios para que a LDL seja oxidada:
o primeiro descreve a oxidacao dos lipidios da LDL, com pequena alteracéo na apo B
(a denominada LDL minimamente oxidada - MM-LDL-OX) e que ocorre antes que 0S
mondcitos sejam ativados. Estas LDL denominadas de minimamente oxidadas
promovem aumento na aderéncia de leucocitos (como mondcitos/macréfagos e
linfécitos-T) para a parede vascular. O segundo estagio inicia-se a partir da ativagédo
dos mondécitos e que os mesmos sdo convertidos em macréfagos os quais
promoverdo a oxidacdo dos lipidios da LDL e também ocorrera a oxidagéo da fragéo
proteica (apo B)°°. Estes mecanismos estimulam as células endoteliais a produzirem
moléculas pro-inflamatérias, incluindo moléculas de adeséo e fatores de crescimento,
como o fator estimulador de coldénia de macréfago (M-CSF)6.

Descrevendo o0 segundo estagio, estudos mostram que em resposta ao
aumento de LDL-oxidada, ocorre recrutamento de mondcitos para a area da leséo e
estes sdo convertidos em macrofagos, e entdo, os lipideos da LDL sdo ainda mais
oxidados, ocorrendo alteracdo também na parte proteica dessa lipoproteina,
impedindo o reconhecimento da mesma pelo receptor de LDL. Isto faz com que as
LDL sejam reconhecidas apenas pelos receptores scavengers ou removedores
presentes nos macréfagos e células musculares lisas®*.

Na superficie dos macrofagos e células musculares lisas da parede arterial

encontram-se 0s receptores scavengers SRA-I, SRA-Il e CD36, estes receptores nao
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sofrem regulacdo negativa, o que significa que sua expressdo nao é regulada pelo
conteudo intracelular de colesterol®’.

Quando as LDL-oxidadas interagem com 0s receptores scavengers ocorre
rapida captacdo dessa lipoproteina pelos macrofagos. Entdo, as LDL-oxidadas sao
degradadas no meio interno da célula, o colesterol livre € esterificado e em seguida
armazenado nas gotas lipidicas, isso faz com que a célula tenha um aspecto
espumoso®8,

Estes fatores supracitados resultardo em acumulo de colesterol originando
células espumosas e consequentemente o surgimento da estria gordurosa®. A
presenca das LDL-oxidadas provoca a conversdo de mondcitos sub-endoteliais em
macréfagos ativados, os quais fagocitam as particulas de lipoproteinas modificadas,
acumulam o colesterol destas particulas em vesiculas no citoplasma dando origem as
células esponjosas?.

De acordo com Nievelstein et al.??, quando as LDL atingem a camada intima
dos vasos, uma trama de fibras e fibrilas secretadas pelas células parietais aprisionam
essas moléculas. As LDL nativas s@o reconhecidas e consequentemente nao se
acumulam em quantidade significativa nos macréfagos. Mdltiplas vias secretam
produtos oxidativos atraves das células endoteliais, musculares lisas, e também pelos
macréfagos, o que por consequéncia promove a difusdo das LDL aprisionadas no
espaco subendotelial e iniciam a oxidacao lipidica®°.

A LDL-oxidada nao é reconhecida pelos receptores classicos de LDL, todavia,
sao reconhecidas pelos receptores de LDL acetilados (removedores) e/ou receptores
oxidados®!. As consequéncias geradas pela modificacéo oxidativa da LDL seriam, em
principio, aumentar a captacdo das mesmas pelos macrofagos, producdo de muitas
moléculas modificadas com atuacfes e efeitos bioldgicos diversos, inclusive efeitos
que se acentuam na leséo endotelial e na ativacédo de células endoteliais®?.

A literatura mostra que a LDL-oxidada fazem com que ocorra a producdo de
potentes ativadores dos mondécitos pelas células endoteliais como a proteina
quimiotaxica para mondcitos (MCP-1) e o fator estimulador das colénias de mondcitos
(M-CSF), que tem o papel de promover o crescimento e a diferenciacdo dos mondécitos
em macréfagos®3.

A formacédo e acumulo de células espumosas provocam as primeiras lesdes
ateroscleroticas levando a formacdo de uma estria gordurosa na parede interna das

artérias, que é constituida de macrofagos carregados de lipideos e linfocitos T,
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resultantes da resposta inflamatéria local?’. Se os efeitos causadores de tal resposta
inflamatdria persistirem, a resposta inflamatoria se tornard crénica e deletéria para as
células das paredes das artérias?°. Esta condicdo pode levar a uma lesdo expandida
gue pode conter mlltiplas camadas de células musculares lisas, macrofagos e
linfécitos T. E se as condi¢cdes que induzem esta reposta inflamatéria continuarem por
um longo tempo ocorrerd remodelagem da leséo e a formacéo de uma capa fibrosa®’.

A capa fibrosa consiste de numerosas células musculares lisas cercadas por
fibras de colageno, fibras elasticas e prostaglandinas e cobre as numerosas células
musculares lisas ploriferadas, macréfagos e linfécitos T, junto com quantidades
variadas de restos de células necréticas, lipideos intra e extracelular e grandes
quantidades de novo tecido conjuntivo?>.

4.6 Respostainflamatdria na aterogénese

A resposta inflamatdria promove mudancas funcionais em células endoteliais,
linfocitos T, macréfagos derivados de monécitos e células do musculo liso3363,
Quando essas células sdo ativadas ocorrem mecanismos de elaboracao e interacao
de citocinas, moléculas de adesao, fatores de crescimento, acumulo de lipidios e
proliferacédo de células do musculo liso?®. Estudos também mostraram que a resposta
inflamatdria também ocorre devido a oxidacdo da LDL33.64,

Estas respostas promovem expressao e sele¢do de varios mediadores que tém
grande capacidade de dar origem a leséo vascular, sendo eles: fatores de crescimento
de endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), a
interleucina-1 (IL-1) e os fatores de crescimento tumoral -a e —B (TGF-a, TGF-B)%.
Algumas destas substancias desempenham papeis importantes no desenvolvimento
da lesdo, a IL-1, em conjunto com TGF-a e TGF-B podem inibir a proliferacéo
endotelial e induzir a expressao genética secundaria pelo endotélio de fator de
crescimento derivado de plaquetas (FCDP) e outros mediadores que podem dar
origem a leséo vascular33:65,

Dentre os mecanismos que promovem a formacdo da placa aterosclerotica
devido a uma resposta inflamatoria, ocorre a sintese de tecido conjuntivo pelo
endotélio induzido pelo TGF-B e, além disso, as células endoteliais produzem fatores

estimulantes de colénias de macrofagos (M-CSF), fatores estimulantes de colonias de
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macréfagos-granulocitos (GM-CSF) e LDL-oxidada, todas estas substancias sao
mitogénicas e também podem ativar macréfagos adjacentes33. Esta sequéncia de
eventos gera uma resposta inflamatéria protetora seguida por formacéo de resposta
fibro-proliferativa, que com o tempo torna-se excessivo desencadeando 0 processo
de doenca?.

Embora ndo esteja clara a relacdo entre LDL-oxidada e inflamacdo marcada
pela elevacdo da PCR, estudos indicam que a elevacdo desta proteina de fase aguda
esta relacionada com risco aumentado para doencgas cardiovasculares. Interessante
notar que a literatura tem indicado aumento significativo da PCR em mulheres que
utiizam COC. Vale ressaltar que a associagao entre o uso de COC e a elevacdo da
PCR se mantém significativa mesmo apds ajuste para fatores de confusdo como a
obesidade®. Embora seja sugerido que valores <1, 1-3 e >3 mg/L, sdo indicadores
respectivamente de baixo, moderado e de alto risco para futuros eventos
cardiovasculares®6-68, Zieske et al.®% apontam que pequenas elevacdes dessa proteina
estdo associadas com aumento do risco de aterotrombose durante 20 anos apés
coleta das amostras sanguineas.

Outro possivel mecanismo que promove a elevacdo da PCR em mulheres que
utilizam COC, seja, o que esta relacionado a sensibilidade insulinica. Segundo Beck?,
as progestinas, horménios sintéticos que simulam os efeitos da progesterona e sao
encontrados nos COC, promovem diminuicdo da sensibilidade a insulina, mecanismo
observado em um estudo realizado por nosso grupo’:. A diminuicdo da sensibilidade
a insulina desencadeia alteracbes metabodlicas que vao desde o aumento dos
triglicerideos de jejum até o aumento da inflamacéo vascular’2.

A diminuicdo da sensibilidade a insulina provoca aumento da producédo da
insulina na tentativa de manter em niveis adequados a glicemia e o suprimento da
glicose na célula muscular. O aumento da resisténcia a insulina provoca diminuicéo
da atividade da lipase lipoproteica e consequente diminuicdo na captacao e utilizacdo
dos triglicerideos pelo tecido muscular. Isso eleva a quantidade dos triglicerideos
plasmaticos e consequentemente da VLDL e LDL circulantes’?. Como mostrado por
O’Meara et al.”3, triglicerideos de jejum mais elevados induzem a aumento da lipemia
pés-prandial. Tal mecanismo explica o porqué mulheres em uso de COC
apresentarem valores de triglicerideos e LDL de jejum e lipemia pos-prandial mais
elevados que mulheres que néo utilizam COC*. Tanto a elevagdo da insulina, quanto

a elevacdo dos triglicerideos e lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade e
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também da lipemia pés-prandial induzem a lesdo endotelial, resultado que pode

induzir aumento da PCR"4.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho

A pesquisa caracteriza-se como um estudo analitico de corte transversal, a qual

tem como variavel preditora o uso de COC e variavel de desfecho a LDL-oxidada.

5.2 Populacdao, critérios de incluséo e exclusao

A populacéo estudada foi constituida por mulheres eutréficas, irregularmente
ativas, com idade entre 18 e 30 anos, nuliparas, com valores de jejum dos
triglicerideos <150mg/dL, da glicemia <100mg/dL e que utiizavam ou ndo COC.
Todas as participantes eram discentes de uma faculdade privada localizada na cidade
de Salvador, BA — Brasil.

A amostra foi dividida em dois grupos: grupo COC (GCOC) formado por
mulheres em uso de COC de baixa dosagem de etinilistradiol (15-30mcg) ha pelo
menos um ano; e grupo controle (GC), composto por mulheres que ndo utilizavam
nenhum tipo de contraceptivo hormonal ha pelo menos um ano.

Para determinar se as participantes eram irregularmente ativas foi utilizado o
Questionario Internacional de Atividade Fisica - versédo curta, validado para populagédo
brasileira’” (ANEXO I). A Tabela 1 apresenta os niveis de atividade fisica, bem como,
suas respectivas descrigoes.

Quadro 1. Classificacdo do niel de atividade fisica segundo o IPAQ — versao longa.

NIVEL DESCRICAO
Aquele que cumpriu as recomendacfes de: a) VIGOROSA: = 5 dias/sem e
= 30 minutos por sessdo b) VIGOROSA: = 3 dias/sem e = 20 minutos por

Muito ativo sessdo + MODERADA e/ou CAMINHADA: =5 dias/sem e = 30 minutos por
sesséo.
Aquele que cumpriu as recomendacfes de: a) VIGOROSA: = 3 dias/sem e
Ativo =20 minutos por sesséo; ou b) MODERADA ou CAMINHADA: =5 dias/sem

e = 30 minutos por sessdo; ou ¢) Qualquer atividade somada: = 5 dias/sem
e 2 150 minutos/sem (caminhada + moderada + vigorosa).

Aquele que atinge pelo menos um dos critérios da recomendagdo quanto
Irregularmente ativo A | a frequéncia ou quanto a duracdo da atividade: a) Frequéncia: 5 dias
/semana ou b) Duragdo: 150 min/ semana.

Aquele que nao atingiu nenhum dos critérios da recomendagdo quanto a
frequéncia nem quanto a duracéo.

Aquele que ndo realizou nenhuma atividade fisica por pelo menos 10
minutos continuos durante a semana.

Irregularmente ativo B

Sedentario
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Foram excluidas mulheres que relataram dislipidemia familiar, hipo ou
hipertireoidismo, histérico de alcoolismo ou tabagismo, sindrome do ovario policistico,
estar em dieta hipo ou hiperlipidica, fazer uso de suplementos alimentares ou
anabolizantes, estar em uso de hipolipemiantes, corticoides, diuréticos ou
betabloqueadores. Excluidas também, mulheres que na avaliacdo fisica
apresentaram valores da pressao arterial sisttmica =2140/90mmHg, circunferéncia
abdominal 280cm ou, no exame laboratorial, alteracdo da transaminase glutamica
pirdvica (TGP) e oxidativa (TGO). A TGP e TGO foram avaliadas com o intuito de
identificar enfermidades pancreatica e hepatica, e a creatinina de identificar a

presenca de disfungéo renal.

5.3 Protocolo de avaliagéo

Todas as participantes responderam ao questionario semiestruturado,
elaborado pelos autores da pesquisa e passaram por exame fisico (ANEXO Il). Esse
altimo foi composto por medida de Pressao Arterial (PA) em repouso, massa corporal
total, estatura e circunferéncia abdominal.

O indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado com as medidas de massa e
altura, de acordo com a equacéo de Quetelet: massa(kg)/altura?(cm). Os pontos de
corte de IMC adotados foram os preconizados pela IV Diretriz Brasileira Sobre
Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose Departamento de Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia?’, ou seja, baixo peso (IMC <18,5); eutrofia (IMC
18,5-24,9); sobrepeso (IMC 25-29,9) e obesidade (IMC =30).

A circunferéncia abdominal foi obtida com fita métrica metalica e inelastica,
marca Starrett®, com definicdo de medida de 0,1cm. Foi mensurada na menor

curvatura localizada entre a Ultima costela e a crista iliaca sem comprimir os tecidos’®.

5.4 Protocolo da coleta de dados laboratoriais

Todas as participantes foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Clinica na cidade de Salvador, BA — Brasil, para realizar as coletas das amostras
sanguineas. Depois de puncionada a veia antecubital, foram coletados 10 ml de
sangue para dosagem dos triglicerideos (TG), da lipoproteina de baixa densidade

oxidada (LDL-oxidada), da lipoproteina de alta densidade (HDL), do colesterol total
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(CT), glicemia, transaminase glutdmica pirGvica e oxidativa. A lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e a de muito baixa densidade (VLDL) foram calculadas pela equacgao
de Friedewald’”: CT=HDL+LDL+VLDL, sendo a VLDL igual aos TG/5.

As coletas foram realizadas com as voluntarias em jejum de 12 horas. Elas
foram orientadas a ndo alterarem sua dieta na semana do teste, a ndo praticarem
nenhum esforco fisico diferente do habitual e ndo ingerir bebidas alcodlicas 24h antes
do exame laboratorial. Para o GC, as coletas foram realizadas entre o0 quinto e o
décimo dia do ciclo menstrual, considerando as menores flutuagcbes hormonais,
conforme recomendado por Casazza e cols.”®. O sangue foi coletado por um
profissional capacitado e em ambiente laboratorial préprio para esse tipo de
procedimento.

Para determinacdo da LDL-oxidada nas amostras de soro, foi utilizado o kit
Elisa. Nesta analise, os valores da LDL-oxidada considerados normais foram entre
100 e 700 mU/mL. Os valores dos TG, da HDL, do CT e da glicemia foram obtidos
pelo método enzimatico colorimétrico de Trinder’®. A TGP e a TGO foram dosadas

pelo método colorimétrico de Reitman-Frankel®°,
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6 ESTATISTICA
6.1 Hipotese nula

Nao existe diferenca entre os valores plasmaticos da lipoproteina de baixa

densidade entre mulheres que utilizam e ndo utilizam contraceptivo oral combinado.

6.2 Hipodtese alternativa

Existe diferenca entre os valores plasmaticos da lipoproteina de baixa

densidade entre mulheres que utilizam e ndo utilizam contraceptivo oral combinado.

6.3 Calculo de tamanho amostral

O célculo amostral foi realizado no programa GraphPad StatMate 2.0 for
Windows. Para um alfa de 5% e beta de 80% e considerando como significativa uma
diferenca de 20% entre os grupos, foram necessarias 36 mulheres, ou seja, 18 para

cada grupo.

6.4 Variaveis

Foram consideradas como variaveis preditora o uso de COC e de desfecho, e
a lipoproteina de baixa de densidade oxidada. Também foram consideradas como
variaveis de interesse do presente estudo: ldade, indice de Massa Corporal, Press&o
Arterial Sistémica, Triglicerideos, Glicemia, Colesterol Total, Lipoproteina de Baixa
Densidade, Lipoproteina de Alta densidade, Lipoproteina de Muito Baixa Densidade,
Proteina C Reativa, Razao Triglicerideos/Lipoproteina de Alta Densidade.

Inicialmente para verificar a distribuicdo dos dados foram aplicados testes de
simetria e curtose e o teste de Shapiro-Wilk. Os valores das varidveis com
comportamento normal foram descritos em média e desvio padrdo e os valores das
varidveis ndo paramétricas em mediana e intervalo interquartil.

Para a comparacdao intergrupos das variaveis paramétricas foi utilizado o teste
t de Student ndo pareado bidirecional e para as varidveis ndo paramétricas o teste de
Mann-Whitney. Verificada também a correlacéo entre os valores da LDL-oxidada com

todas as variaveis do perfil lipidico — triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL e a
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PCR. Nas andlises de correlacdo foi utilizado o coeficiente de correlacdo de
Spearman. Todas as andlises foram realizadas no pacote estatistico BioStat 5.0,

adotando nivel de significancia de 5%.

6.5 ASPECTOS ETICOS

Durante todo o estudo foram observadas as diretrizes sobre a pesquisa com
seres humanos da Declaracédo de Helsinque e da Resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude. Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia de Salvador — BA sob o nimero
3390/2010.

Todas as participantes receberam detalhadamente as informagdes sobre os
objetivos do estudo, riscos e beneficios envolvidos nos procedimentos e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. Foram preenchidas duas vias, ficando

uma em posse das participantes e a outra com os pesquisadores (ANEXO IlI).
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A Tabela 1l apresenta as caracteristicas clinicas e antropométricas da amostra.

Nota-se a homogeneidade entre os grupos e destaca-se a diferenca entre valores da

pressao arterial sistélica (p<0,02) e proteina c reativa (p<0,01), sendo estes, maiores

no GCOC.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e antropométricas das mulheres que utiizam e ndo utilizam

contraceptivo oral combinado (n=42).

Variaveis GCOC (n = 21) GC (n =21) Valor de p
Idade (anos) 23+3,1 23 +34 0,98
indice de Massa Corporal (kg/m?2) 20+2,1 19+2,8 0,07
Circunferéncia Abdominal (cm) 73+7,8 70 £5,9 0,32
Presséo Arterial Sistélica (mmHQ) 118 £8,8 111 £ 9,7 0,02*
Presséo Arterial Diast6lica (mmHg) 77 (74 - 80) 70 (70 — 80) 0,18
Proteina C Reativa (mg/L) 2,7(1,8 -6,4) 0,9(00,5-1,1) < 0,01%
Glicemia (mg/dL) 82 +6,9 83 +5,7 0,57
Transaminase Glutamica Pirdvica
i) 15 +4,2 14 + 3,4 0,16
Tempo de Uso do COC (anos) 3,7+£2,3 - -

GCOC - Grupo Contraceptivo Oral Combinado; GC — Grupo Controle; COC — Contraceptivo Oral

Combinado. *Teste t de Student bidirecional para amostras independentes; #Teste de Mann-Whitney

bidirecional.

Ao comparar as variaveis lipidicas de jejum e a razdo TG/HDL (Tabela 2)

percebe-se que o GCOC apresenta valores plasmaticos de triglicerideos (p<0,01),
colesterol total (p<0,01), HDL (p<0,04), VLDL (p<0,01) e a razdo TG/HDL (p<0,01)

maiores que o GC.
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Tabela 2. Comparacéo dos lipideos de jejum (mg/dL) entre os grupos estudados.

Varidveis GCOC (n =21) GC (n=21) Valor de p
Triglicerideos 95 (73 — 112) 49 (40 — 64) < 0,01#
Colesterol Total 210+38,6 183+29,7 0,01*
HDL 58+19,3 48+11.5 0,04
LDL 134+35,1 126+27,7 0,42
VLDL 19 (15 - 22) 10 (8 - 13) < 0,01#
Razao TG/HDL 1,7+0,5 1,1+0,5 < 0,01*

GCOC - Grupo Contraceptivo Oral Combinado; GC — Grupo Controle; HDL - High Density Lipoprotein;
LDL - Low Density Lipoprotein; VLDL - Very Low Density Lipoprotein. *Teste t bidirecional para
amostras independentes; #Teste de Mann-Whitney bidirecional.

Como mostrado na Figura 1, as mulheres do GCOC apresentam valores
plasmaticos da LDL-oxidada (mU/mL) mais elevados do que o GC, 384 mU/mL(198—

410) vs. 283 mU/mL (208-250) (p<0,01).
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Figura 1. Comparacéo da LDL-oxidada entre os grupos estudados.
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Na Tabela 3 sdo expostas as analises de correlagdo entre a LDL-oxidada e as
variaveis do perfil lipidico de jejum, bem como entre a LDL-oxidada e a PCR.

Observada correlacdo linear moderada positiva entre a LDL-oxidada e a LDL, os
triglicerideos e o colesterol total. (Figura 2).

Tabela 3. Andlise de correlacdo entre a LDL-oxidada (mU/mL) e as variaveis do perfil lipidico

de jejum (mg/dL) e PCR-as (mg/dL).

Cruzamentos Coeficiente de Correlagéo (rs) Valor de p
LDL-oxidada e TG 0,32 0,03*
LDL-oxidada e CT 0,47 < 0,01*
LDL-oxidada e LDL 0,30 < 0,05*
LDL-oxidada e HDL -0,26 0,08

LDL-oxidada e PCR-as 0,20 0,19

LDL-Oxidada - Low Density Lipoprotein Oxidada; TG - Triglicerideos; CT - Colesterol Total; HDL - High
Density Lipoprotein; LDL - Low Density Lipoprotein; PCR - Proteina C Reativa de alta sensibilidade;
*Teste de Correlacdo de Spearman.
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Figura 2. Grafico de correlagédo entre a LDL-oxidada e os triglicerideos.
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Figura 3. Gréfico de correlacdo entre a LDL-oxidada e o colesterol total.
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Figura 4. Gréafico de correlagdo entre a LDL-oxidada e a lipoproteina de baixa

densidade.
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8 DISCUSSAO

Em resposta aos objetivos deste estudo, foi identificado que mulheres que
utiizam COC apresentam valores mais elevados da LDL-oxidada, bem como
correlacdo moderada positiva entre a LDL-oxidada com a LDL, com colesterol total e
com os triglicerideos. Assim, embora ndo seja possivel estabelecer relacdo de causa-
efeito em virtude do método empregado e, os resultados aqui apresentados séo
reforcados pelas caracteristicas e homogeneidade da amostra, a qual, ndo apresenta
0s classicos fatores como tabagismo, dislipidemias, diabetes mellitus e obesidade,
gue sabidamente poderiam induzir o aumento da LDL-oxidada.

Cabe inicialmente ressaltar que nos Uultimos anos evidéncias cientificas tém
deixado cada vez mais claro o papel da LDL-oxidada na fisiopatologia da
aterosclerose®!. Contudo, ainda ndo existe um mecanismo claramente definido e sim,
varias hipéteses que ajudam explicar a oxidacdo da LDL em diferentes
populacdesslil, Uma dessas hipéteses, demonstra que a biodisponibilidade da LDL,
em associacao com o estresse oxidativo parece ser o principal determinante para a
formacdo da LDL-oxidada'!.

Assim, embora nédo tenha sido verificada diferenca nos valores plasmaticos da
LDL de jejum, entre os grupos estudados, € possivel hipotetizar que o GCOC
apresenta maior concentracdo da subfracdo mais aterogénica da LDL. Essa patrticula
é caracterizada por ser pequena e densa, e por apresentar menores concentracées
de antioxidantes. Em conjunto, esses fatores a torna mais propensas ao dano
oxidativo82:83, Neste estudo, a hipdtese em questdo baseia-se no resultado da razéo
TG/HDL, a qual, foi significativamente maior no GCOC. Tem sido sugerido que arazao
TG/HDL possa refletir o tamanho das particulas da LDL, sendo, valores >1, indicativos
da presenca de particulas pequenas e densas®s.

Por outro lado, em concordancia como nosso estudo, Graaf et al.® mostraram
que mulheres que utilizam COC apresentam maiores concentracdes da subfracdo
aterogénica da LDL, fato que pode sugerir um perfil lipidico mais aterogénico nessa
populagao.

Contrapondo ao nosso resultado, embora em uma populagdo como idade entre
40 e 48 anos, formulacdo dos COC diferentes, além da presenca de fatores de risco

como tabagismo, doenga intestinal e atividade fisica, o estudo ELAN®, ndo identificou
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alteracdes significativas entre os valores plasmaticos da LDL-oxidada de mulheres
gue utilizam e nao utilizam COC. No entanto, foi visto que nas mulheres em uso desse
grupo de medicamentos, a oxidacao lipidica, marcada pela maior concentracdo de
peroxidos (-OOH), era 1.7 vezes maior. Segundos o0s autores, esse resultado poderia
ser explicado pelo maior estresse oxidativo induzido pelo etinilistradiol presente nas
formulacdes dos COC6:84,

Corroborando com a observacado supracitada, este estudo pode sugerir, assim
como outras pesquisas, que mulheres em uso de COC apresentam maior estresse
oxidativo®6. Hipotese que pode ser apoiada pelo significativo aumento da LDL-oxidada
no GCOC, uma vez que, segundo a literatura essa lipoproteina oxidada é uma variavel
do estresse oxidativo®.

De acordo como dados de literatura, as propriedades estrogénicas e
androgénicas dos COC tém influéncia no estresse oxidativo, iSSo porque, esses
hormbnios apresentam varias acfes sobre endotélio vascular, aumentando por
exemplo, a biodisponibilidade do 6xido nitrico, fato que ndo parece proteger mas sim
agredir o endotélio, pelo maior estresse oxidativo®4,

Outro dado que chama atencédo, € que, a LDL-oxidada apresenta correlacao
com outras variaveis lipidicas. De fato, nossos resultados, assim como outros estudos,
indicam que a LDL-oxidada apresenta correlagdo moderada positiva com o colesterol
total, os triglicerideos e a LDL115 Essa relacdo pode ser parcialmente justificada por
achados que indicam que um aumento de 1mg/dL nos niveis séricos do colesterol
total ou da LDL, bem como, aumento de uma unidade na relacéo colesterol total para
HDL, podem predizer incrementos de 0.22, 12.21 e 15.78 U/L nas concentragdes da
LDL-oxidada respectivamente®. Segundo a literatura, os triglicerideos podem
predizer independentemente de variaveis como a LDL, valores elevados da LDL-
oxidada®®.

Em concordancia com a literatura, nosso estudo demonstrou aumento
significativo dos valores séricos dos TG, da HDL, da PCR, e da pressao arterial
sistdlica no GCOC, ao passo que, nenhuma diferenca foi detectada nos valores da
LDL2287.88 Contudo, é preciso ter cautela ao analisar os resultados referentes a LDL
e a HDL, uma vez que, a razdo TG/HDL ¢é significativamente maior nesse grupo de
mulheres, o que indica, um maior potencial aterogénico relacionado ao LDL. Em

relacdo ao HDL, embora em nossa amostra seus valores estejam significativamente
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elevados, ainda ndo se sabe quais os efeitos do COC sobre as suas subfragcdes, tendo
em vista que, existem particulas aterogénicas da HDL?24,

Também é interessante notar que o COC tem sido sugerido como um fator para
elevacdo plasmética da PCR em mulheres em idade reprodutiva. Segundo alguns
autores, o uso atual dos COC pode representar de forma independente 20 a 32% da
variacdo da PCR nessas mulheres®-9, Além disso, também foi demonstrado que uma
em cada trés mulheres em uso de COC apresenta PCR > 3mg/L, fato que segundo a
literatura pode aumentar sensivelmente o risco de eventos cardiovasculares®®,

Além disso, assim como nos nossos resultados, pesquisas tém demonstrado
elevacdo significativa da pressédo arterial em mulheres que utilizam COC1091.92 De
fato, segundo alguns estudos, o uso do COC pode estar relacionado a quadros de
hipertenséo arterial leve e moderada, com aumentos que variam entre 20 e 40mmHg,
na pressao arterial sistolica e 10 a 20mmHg, na diastdlica. Ainda segundo os estudos,
essa elevacdo pode ser revertida no prazo de trés meses apos interrupcdo do COC®2,
Tal elevacdo da presséao arterial pode ocorrer devido a alteragdes nas concentracdes
de eletrélitos, estresse oxidativo, resisténcia a insulina e maior produgéo da renina e
angiotensinogénio hepatico nessas mulheres10.91.92,

Portanto, somando-se o fato de que a LDL-oxidada emerge como um fator de
risco ndo tradicional para futuros eventos cardiovasculares em mulheres apos a
menopausal’, e que, na fisiopatologia da aterosclerose, além de estar presentes em
todas as fases do processo aterosclerotico, ela comeca a ser depositada na parede
arterial de individuos adultos jovens, antes mesmo da formacao inicial da placa de
ateroma®, sugere-se que mulheres em uso de COC apresentam risco cardiovascular
maior que mulheres que nao utilizam esse grupo de medicamentos.

A oxidacdo da LDL esta intimamente ligada a disfuncdo endotelial, num
processo de retroalimentacdo positiva. A disfuncdo endotelial associada ao processo
inflamatorio vascular arterial, sdo os principais responsaveis pela oxidacdo da LDL,
gue, por sua vez, provoca toxidade das células endoteliais e atracdo quimiotaxica de
mondcitos/macréfagos retroalimentando a disfuncdo endotelial. Esse mecanismo é
conhecido como a teoria oxidativa da aterogénese?2°33,

Os resultados aqui apresentados apontam mecanismos que podem ajudar a
elucidar o resultado de um estudo multicéntrico que mostrou que o uso de COC esta
associado a um risco de infarto do miocardio aumentado em 5 vezes na Europa e

mais de 4 vezes em paises nao-europeus. Vale ressaltar que esse aumento esta
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intimamente ligado as formulagdes dos COC com (= 50 ug de estrogénio) e a presenca
dos classicos fatores de risco como tabagismo, hipertensao arterial, dislipidemias e
obesidade!®19, QOutro interessante estudo demonstrou que mulheres em uso de COC
com dosagens de etinilistradiol entre 30 a 40 pg tinham risco de trombose arterial entre
1,3 e 2,3. Ja em dosagens menores (20 ug), o risco foi de 0,9 e 1,7 vezes, quando
comparadas as mulheres que ndo utilizam esse grupo de medicamentos. Esses
resultados sugerem que mesmo em baixas dosagens, os COC podem aumentar o
risco de aterotrombose, fato que deve ser levado em consideracdo durante a sua
prescricdo, principalmente em mulheres que apresentem fatores de risco para

doencas cardiovasculares e metabdlicas®*9,
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9 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo possui limitagdes que precisam ser discutidas: em primeiro
lugar, a metodologia transversal aqui empregada ndo permite estabelecer uma
relacdo de causa-efeito. Em segundo, a ndo estratificacdo dos tipos de COC, tendo
em vista que este, mesmo sendo de terceira geracao, possui diferentes formulacdes
em concentracdes de estrogénio e progestina, fato que além de causar diferente
efeitos no metabolismo, limita a generalizagdo dos resultados quanto ao tipo de
horménio presente na formulacdo do contraceptivo. Em terceiro lugar, o controle
dietético ndo foi adequadamente realizado, embora ndo tenham sido, selecionadas
voluntarias em controle ou limitacéo dietética, ndo se pode anular completamente a
influéncia da dieta em nossos resultados.

E importante salientar que as limitacdes ndo inviabilizam a importancia dos
resultados do presente estudo, ao contrario disso, adicionam dados que facilitam o
entendimento das alteracdes no perfil lipidico de mulheres em idade reprodutiva e que
utiizam COC. Interessante notar que diferente das andlises quantitativas j&
realizadas, este estudo avaliou a qualidade das LDL, indicando que embora nao se
tenha valores absolutos da LDL capaz de sugerir risco cardiovascular, existem
alteracdes na qualidade dessa lipoproteina como indicada pela razdo TG/HDL e pela
maior oxidacdo no grupo que utilizava COC, que sugerem um maior potencial
aterogénico nessas mulheres.

Ainda que estes resultados carecam de mais estudos, eles ajudam a
compreender o risco aterotrombotico aumentado em mulheres que utilizam COC. Por
outro lado, nossos dados também chamam atencdo para a necessidade de estudo
voltados ndo somente a dados quantitativos, mas, a analises que remetam a
qualidade das lipoproteinas, para que se possa inferir resultas e desfechos mais
precisos. Cabendo também salientar a importancia de estudos longitudinais, com
estratificacdo quanto aos tipos e formulacdes dos contraceptivos estudados.

Por fim, tendo em vista que no Brasil mais de 13% das mulheres que utilizam
COC, que o fazem de forma inadequada, haja vista, a presenca de fatores de risco
que se somados ao uso dos COC, podem elevar sensivelmente a ocorréncia de
eventos cardiovasculares. Assim se torna necessario o monitoramento dos fatores de

risco no momento que antecede a prescricao deste grupo de medicamentos, mesmo
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em mulheres em idade reprodutiva. Além disso, também sdo necessarias a criacao

de estratégias de prevencédo e educacdo em saude para esse grupo de mulheres.
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10 CONCLUSOES

1) Mulheres que utilizam COC apresentam elevagcdo dos valores plasméaticos da
LDL-oxidada;

2) Observou-se correlacdo moderada e positiva da LDL-oxidada com variaveis

aterogénicas do perfil lipidico;

3) Em conjunto esses achados sugerem maior agressao vascular, maior estresse

oxidativo e consequentemente maior risco cardiovascular nessa populacao.
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QUESTIONARIO PADRAO E EXAME FISICO

Data: I

1.Momento

¥ Identificacéo:
Nome:

Horario: :

Data de nascimento: / /
Grau de instrucao: ()1°grau
Profissao:

()2°grau
Telefone:

2.Momento

¥ Farmacos
A. () Nao utiliza
. () Utiliza:
Qual(is):

Idade:

() 3°grau

Etnia:

Outro:

Sexo: ( )F ()M

B
>
> Finalidade:
» Dosagem:

¥ Tabagismo
A. () Nao fumante B. (
uso:

C. ( ) Ex-fumante

) Fumante

Tempo de uso:
3.Momento

¥ Contraceptivo oral
A. () N&o utiliza
B. () Utiliza:

» Qual utiliza:

Quantidade:

Tempo de abstinéncia:

Tempo de

» Tempo de uso:
4.Momento
€ LimitagcGes ao exercicio
A. ( ) Gonartrose C. () Labirintite
postural
5.Momento
¥ Massa corporea: kg Altura:

¢ TA em repouso:

cm

B. ( ) Relatos de hipoglicemia

IMC.:

D. ( ) Hipotensao

CA:

A TA em supino (mmHQ)

TA
(mmHg)

em

sedestacéo

TA em ortostase (mmHQ)

Braco D.

Braco E.
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APENDICE I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Avaliagdo da Lipoproteina de Baixa Densidade Oxidada em
Mulheres que Utilizam em né&o Utilizam Contraceptivo Oral Combinado.
Pesquisador Responsavel: Ana Marice Teixeira Ladeia

Pesquisador Colaborador: Alan Carlos Nery dos Santos

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Escola Bahiana de Medicina
e Saude Publica

Telefones para contato: (71) 9964 2420 - (71) 9227 7737

Nome do voluntario:

ldade: anos R.G.

Responsavel legal (quando for o caso):

R.G:

0] Sr.(3) esta sendo

convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Avaliacdo da Lipoproteina de
Baixa Densidade Oxidada em Mulheres que Utilizam em n&o Utilizam
Contraceptivo Oral Combinado”, de responsabilidade da pesquisadora Ana Marice
Teixeira Ladeia.

Justificativa e Objetivo

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar o efeito do contraceptivo oral
na gordura sanguinea.

Este trabalho se justifica no fato de verificar os riscos do uso do contraceptivo oral.
Por fim, o presente trabalho ajudara a entender quais 0s riscos que 0s contraceptivos
de Ultima geracao causam no perfil lipidico e também sobre a fungdo do coracéo.

Passos do Estudo

Em primeiro lugar se faz necessario dizer que todas as informa¢es pessoais (nome,
endereco, fotos e dados pessoais) ndo serdo expostas na pesquisa. E necessario
também dizer que os participantes ndo terdo nenhuma despesa financeira
relacionada a pesquisa.

O primeiro passo de nosso trabalho € coletar os dados clinicos atravées de um
guestionario padréo e de um exame fisico.

No segundo passo sera realizado um exame de sangue em jejum de 12 horas, em um
laboratdrio especializado. Nesse exame serdo coletados 10 ml de sangue e entdo
dosadas as gorduras sanguineas, a glicose e a proteina C reativa. Esses exames tem
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a funcdo de verificar a inflamacdo nas artérias e a gordura que esta circulando no
sangue e que pode causar placa de gordura.

Todos os resultados dos testes serdo armazenados e repassados ao voluntario no
final da pesquisa.

Esse estudo ndo apresenta nenhum risco de agravamento da condicao clinica
do participante, nem de contagio de outras doencas. Todo o material utilizado é
esterilizado e descartavel e os exames serdo realizados em laboratorio
especializado e por profissionais habilitados e experientes.

Qualquer duvida do voluntario em relagdo a algum procedimento podera ser sanada
diretamente com o pesquisador responsavel ou colaboradores.

Fica assegurado o direito do voluntéario, a qualquer momento do estudo, desistir
de participar da pesquisa.

Eu, ,RG n°
declaro ter sido informado e concordo em patrticipar, como voluntario, do projeto de
pesquisa acima descrito.

10.1 Ou
Eu, ,RG n° )
responsavel legal por ,RG n°

declaro ter sido informado e concordo com a sua participacdo, como voluntario, no
projeto de pesquisa acima descrito.

Salvador, de de 2014.

Nome e assinatura da voluntaria ou seu responsavel legal

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento

Testemunha Testemunha
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ANEXO |

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
VERSAO CURTA

Nome:
Data: / / Idade: Sexo:F()M()

NOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas fazem como parte do seu

dia a dia. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gastou fazendo atividade fisica na

ULTIMA semana. Obrigado pela sua participag&o!

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sé&o aquelas que precisam de um grande esforco fisico e que fazem
respirar MUITO mais forte que o normal

> atividades fisicas MODERADAS séo aquelas que precisam de algum esforco fisico e que fazem

respirar UM POUCO mais forte que o normal

e Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por pelo menos

10 minutos continuos de cada vez:

13) Em quantos dias da Ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos em casa

ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como
forma de exercicio?
dias por SEMANA () Nenhum

1b) Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total vocé

gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

23) Em quantos dias da Ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por pelo menos 10

minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta, nadar, dangar, fazer ginastica aerdbica

leve, jogar \Wlei recreativo, carregar pesos leves, fazer senigos domésticos na casa, no quintal ou no
jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar moderadamente
sua respirac&o ou batimentos do coragdo (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dias _ por SEMANA () Nenhum

2b) Nos dias em que wcé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minutos continuos,

guanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:
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3a) Em quantos dias da ultima semana, wocé realizou atividades VIGOROSAS por pelo menos 10

minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginstica aerdbica, jogar futebol, pedalar rdpido na

bicicleta, jogar basquete, fazer senicos domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim,
carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiragdo ou batimentos
do coragdo.

dias __ por SEMANA () Nenhum

3b) Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos quanto

tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

horas: Minutos:

Estas Ultimas questBes sédo sobre o tempo que wcé permanece sentado todo dia, no trabalho, na
escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo live. Isto inclui o tempo sentado estudando, sentado
enquanto descansa, fazendo licdo de casa \visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistindo
TV. N&o inclua o tempo gasto sentando durante o transporte em 6nibus, trem, metrd ou carro.

4a) Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana? horas __ minutos
4b) Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana? horas

minutos
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Carta de Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

IMES FT©

INSTITUTO MANTENEDOR DE ENSINO SUPERIOR

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER DO CEP/IMES

) pfmo n°® 3390 Titulo do projeto; CDmWWh da ﬁpanh P“ pl'lll‘lhl cm
mulheres que utilizam e nio utilizam contraceptivo oral, teve PARECER
considerado APROVADO, na Reunidio Plenaria do CEP/IMES realizada em 13 de
junho de 2011,

Dar conhecimento ao pesquisador, ¢ lembrar a necessidade de entrega do relatonio final

Atenciosamente,

a’imjg““f nr‘“""i‘f."m
B / . 't
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ANEXO I
Artigo Original com Dados da Dissertagéo

Artigo Principal: Formatado para submissdo no Journal of Lipid Research.
Original Article
ELEVATION OF OXIDIZED LDL IN USERS OF COMBINED ORAL
CONTRACEPTIVES
Running Title

oxLDL AND ORAL CONTRACEPTIVES
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ABSTRACT

The use of combined oral contraceptives (COCSs) has been associated with changes in the lipid
metabolism and higher oxidative stress, which suggest higher oxidation of the lipoproteins. In
this study, we determined if there is a difference in the plasma values of oxidized LDLs
(oxLDLs) between women who use and those that do not use COCs, and we also assessed the
correlation between oxLDLs and the lipid profile and C-reactive protein. The study population
consisted of 42 women satisfying our selection criteria. They were divided into the COC group,
consisting of 21 women using low-dose ethinyl oestradiol contraceptives (15-30 mcg) for at
least one year, and the control group, consisting of 21 women who did not use any type of
hormonal contraceptive for at least one year. Our results showed that women who use COCs
exhibited higher values of oxLDLs (p < 0.01) than those who do not use this drug. We also
observed a moderate and positive correlation between oxLDLs with LDLs, total cholesterol,
and the triglycerides. Our results may suggest a lipid profile with greater atherogenic potential
related to the use of COCs.

Keywords: Oxidative Stress, Cardiovascular Diseases, Atherosclerosis, Metabolism.
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INTRODUCTION

Studies show that women who use combined oral contraceptives (COCs) exhibit
changes in glucose metabolism (1,2), lipid metabolism (3,4), oxidative stress (5,6), and chronic
subclinical inflammation (7,8). Some studies have also identified an increase in both the
atherogenic subfractions of LDLs (9) and blood pressure (10); these latter alterations are found
to be related with LDL oxidation (11).

Once oxidized, LDLs inhibit the mRNA expression of the endothelial nitric oxide
synthase enzyme, causing reduced production of nitric oxide and favouring atherosclerosis (12).
Furthermore, they also impair the main mechanisms in the endothelialisation of the lesioned
areas during atherosclerosis, which include the proliferation, cell motility, and action of
endothelial stem cells (13,14). It has also been suggested that higher values of oxLDLs, even
within normal limits, are associated with higher risk of cardiovascular events and metabolic
syndrome (1,15-17).

Owing to the relevance of the topic and the absence of studies on LDL oxidation in
young women, without other factors that justify the oxidation, we tested our hypothesis that
there is a difference in the plasma values of oxLDLs between women who use and do not use
COCs. The correlation between oxLDLs and the variables of the fasting lipid profile and C-
reactive protein (CRP) was also assessed.

MATERIALS AND METHODS
Samples

The study was an analytical cross-sectional study, which considered the use of COCsas
a predictive variable and oxLDLs as an outcome variable.

The study population consisted of 42 normal-weight, nulliparous, irregularly active

women aged between 19-30 years , with fasting values for triglycerides at <150 mg/dL and



56

glucose at <100 mg/dL, and who used or did not use COCs. All participants were students at a
private university located in the city of Salvador, Bahia in Brazil.

The sample was divided into two groups: the COC group (COCG) comprised of 21
women using low-dose ethinyl oestradiol COCs (15-30 mcg) for at least one year, and the
control group (CG), consisting of 21 women who had not been using any type of hormonal
contraceptive for at least one year.

To determine if the participants were irregularly active, the long wversion of the
International Physical Activity Questionnaire developed by the World Health Organization and
by the US Centers for Disease Control and Prevention was used (18).

Women who reported a family history of dyslipidaemia, hypo- or hyperthyroidism, a
history of alcoholism or smoking, polycystic ovary syndrome, a hypo- or hyperlipid diet, use
of dietary supplements or anabolic substances, or use of lipid-lowering drugs, corticoids,
diuretics, or beta-blockers were excluded from the study. Women exhibiting values of systemic
blood pressure at levels >140/90 mmHg, waste circumference of >80 cm in the physical
evaluation, or, in the laboratory test, exhibiting abnormal glutamic-pyruvic transaminase
(GPT), oxidative (GOT), or creatinine were also excluded. GPT and GOT were assessed to
identify pancreatic and hepatic diseases, and creatinine to identify the presence of renal
dysfunction.

All participants answered the semi-structured questionnaire prepared by the authors and
underwent a physical examination. This exam consisted of measuring resting blood pressure
(BP), total body mass, stature, and waist circumference.

The Body Mass Index (BMI) was calculated with the measurements of mass and height,
according to the Quetelet equation: mass (kg) / height? (cm). The BMI cut points used were
those recommended by the IV Brazilian Directive on Dyslipidemias and Prevention of

Atherosclerosis from the Department of Atherosclerosis of the Brazilian Cardiology Society —
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underweight (BMI <18.5); normal weight (BMI 18.5-24.9); overweight (BMI 25-29.9), and
obese (BMI >30).

The waist circumference was obtained by measuring using metallic and inelastic
Starrett® metric tape with a precision of 0.1 cm. It was measured at the smallest circumference
located between the last rib and the iliac crest without compressing the tissues (20).
Laboratory Data Collection Protocol

All participants were directed to the Clinical Pathology Laboratory in the city of
Salvador, Bahia in Brazil for blood sample collection. After puncturing the antecubital vein, 10
mL of blood was collected for measuring TGs, oxidized LDLs (oxLDLs), HDLs, total
cholesterol (TC), glucose, GPT, and GOT. The LDLs and VLDLs were calculated by the
Friedewald equation (21): TC = HDLs + LDLs + VLDLs, with VLDLs = TGs/5.

The collections were performed after a 12-hour fasting period. Participants were
instructed not to change their diet during the week of the test, not to engage in physical activity
other than their habitual activities, and not to ingest alcoholic beverages for 24 hours prior to
the laboratory exam. For the CG, the collections were performed between the fifth and tenth
day of the menstrual cycle, considering the lowest hormonal fluctuations, as recommended by
Casazza et al. (22). Blood was collected by a trained professional.

An ELISA kit was used to determine oxLDLs in the serum samples. The TG, HDL, total
cholesterol, and glucose values were obtained through the Trinder enzymatic colorimetric
method (23). GPT and GOT were measured using the Reitman-Frankel colorimetric method
(24).

The sample size calculation was performed by the software program GraphPad StatMate
2.0 for Windows. For an alpha of 5%, beta of 80%, and significant difference of 20% between
the groups, 18 women were required for each group.

Statistics
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To verify the distribution of the data, symmetry, kurtosis, and Shapiro-Wilk tests were
applied initially. The values of the normally distributed variables were described using the mean
and standard deviation, and the values of non-parametric variables using the median and
interquartiles.

The unpaired two-way Student’s t test was used for the intergroup comparison of the
parametric variables, and the Mann-Whitney for the non-parametric variables. We also verified
the correlation between the oxLDL values with all variables from the lipid profile — TGs, total
cholesterol, HDLs, LDLs, and CRPs. In the correlation analyses, the Spearman correlation
coefficient was used. All statistical analyses were performed using the BioStat 5.0 package,
adopting a significance level of 5%.

Ethical Aspects

The guidelines on research involving human beings from the Declaration of Helsinki
and from Resolution 466/12 of the Brazilian National Health Council were followed througho ut
the entire study. This study was submitted and approved by the Research Ethics Committee
from the Salvador School of Science and Technology in Bahia, Brazil, under number
3390/2010.

All participants received detailed information on the study objectives, risks, and benefits
involved in the procedures and signed the free and informed consent form. Two copies of each
form were signed, one remaining with the participants and the other with the researchers.
RESULTS

Table 1 shows the clinical and anthropometric characteristics of the samples. There was
an observed homogeneity between the groups. Moreover, the systolic blood pressure (p < 0.02)

and CRPs (p < 0.010) were higher in COCG than in CG.
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A comparison of the fasting lipid variables and the TG/HDL ratio (Table 2) shows that
the COCGexhibited higher plasma values for TGs (p <0.01), total cholesterol (p <0.01), HDLs
(p <0.04), VLDLs (p <0.01), and TG/HDL ratio (p < 0.01) than CG.

Figure 1 shows that women from the COCG exhibited oxLDLs plasma levels that are
much higher than those of the CG. The values were 384 mU/mL (198-410) and 283 mU/mL
(208-250 (p < 0.01), respectively.

Table 3 presents the correlation analyses between oxLDLs and the variables of the
fasting lipid profile, aswell as between oxLDLs and CRPs. There was a moderate and positive
linear association between oxLDLs and LDLs, TGs, and total cholesterol.

DISCUSSION

In this study, we found that women who use COCs exhibited much higher values of
oXLDLs, and a moderate and positive correlation between oxLDLs with LDLs, total
cholesterol, and TGs. Thus, although it is not possible to establish a perfect cause-effect
relationship owing to the method used, non-stratification of the types of COCs and effects of
regionality, the results presented here are reinforced by the characteristics and homogeneity of
the sample, which did not exhibit the classic factors known to increase oxLDLs. In this regard,
although there is no clearly defined mechanism, some hypotheses may explain the increased
oxLDLs in women using COCs.

The bioavailability of oxidative stress-associated LDLs has been shown to be the main
factor in oxLDL formation (11). Although we have not identified a difference in the fasting
plasma values of LDLs between the groups studied, we suggested that COCG exhibited higher
concentration of the atherogenic subfraction of LDLs. These small and dense particles with
lower concentrations of antioxidants are more prone to oxidation (25). This hypothesis is based
on the significantly higher TG/HDL ratio in COCG. This ratio reflects the size of the LDL

particles, such that values >1 indicate the presence of small and dense particles (26).
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In agreement with our study, Graaf etal. (9) showed that women using COCs exhibited
higher concentrations of the atherogenic subfraction of LDLs, which may suggest a more
atherogenic lipid profile in this population. Meanwhile, in contrast with our results, the ELAN
(6) study did not identify significant differences between the plasma values of oxLDLs in
women aged 4048 years old who used and did not use oral contraceptives and were exposed
to factors such as smoking, intestinal disease, and physical activity. However, in women using
ethinyl oestradiol, the lipid oxidation, indicated by higher peroxide concentration, was 1.7 times
higher. According to the authors, this result might be explained by the greater oxidative stress
induced by the ethinyl oestradiol present in oral contraceptives, as well as by the high values of
copper and selenium in the plasma of these women (6). Considering these studies, we can
suggest that the women using COCsexhibited higher oxidative stress (5,6). This hypothesis can
be justified by the significant increase of oxLDLs in the COCG. Thus, it has been shown that
the estrogenic and androgenic properties of COCs influence oxidative stress. These hormones
increase the bioavailability of nitric oxide in the vascular endothelium, which in turn harms the
endothelium due to higher oxidative stress (27).

Similar to other studies, our results also showed that oxLDLs exhibited a moderate and
positive correlation with the variables of the fasting lipid profile, such as total cholesterol, TGs,
and LDLs (11,15). This relationship can be partially justified by findings showing that an
increase of 1 mg/dL in the serum levels of total cholesterol or LDLs and of one unit in the total
cholesterol to HDL relationship, can predict increments of 0.22, 12.21, and 15.78 U/L in the
concentrations of oxLDLs, respectively (28). Moreover, triglycerides can predict high values
of oxLDLs independently of lipid variables, such as LDLs (29).

Our study also showed that there was a significant increase in the serum values of TGs,
HDLs, and CRPs, and the values of systolic blood pressure in COCG, while no difference was

detected in the LDL values (30-32). The increase in HDLs while none in LDLs can be explained
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by the beneficial effects of COCs on the lipid profile of women of reproductive age despite
elevated TGs (30). However, caution is required when analysing this result since the TG/HDL
ratio is significantly higher in this group and the effects of COCs on the HDL subfractions are
still unknown (33).

It is also interesting to note that use of COCs has been suggested as an independent
factor for the increase of plasma CRPs in women of reproductive age. According to some
authors, the current use of COCs may independently represent 20% to 32% of the variation of
the CRPs in these women (34,35). Furthermore, it has been shown that one in three women
using COCs exhibited CRPs >3 mg/L, which may significantly increase the risk of
cardiovascular events (34).

In addition, previous studies have demonstrated a significant increase in blood pressure
of women using COCs (36-38). The use of COCs may be related to mild and moderate arterial
hypertension, with increases that vary between 20 and 40 mmHg in systolic blood pressure and
10 to 20 mmHg in diastolic blood pressure. Furthermore, this increase can be reversed in a
period of three months after discontinuing use of COC (37). This increased blood pressure may
occur due to changes in the concentrations of electrolytes, oxidative stress, insulin resistance,
and greater production of renin and angiotensinogen in these women (36,38).

Oxidized LDLs emerge as a non-traditional risk factor for cardiovascular events in
women after menopause (17) and its deposition in the arterial walls of young adults have started
even before the initial formation of atheromatous plaque (39). Therefore, it is suggested that
women using COCs show higher cardiovascular risk than women who do not use these drugs.
LDL oxidation is closely tied to endothelial dysfunction in a positive feedback process.
Endothelial dysfunction associated with the arterial vascular inflammation process is the main

factor responsible for LDL oxidation that, in turn, cause toxicity of the endothelial cells and
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chemotactic attraction of monocytes/macrophages, feeding back into endothelial dysfunction.
This mechanism is known as the oxidative theory of atherogenesis (40,41).

The results presented here indicate mechanisms that may elucidate the results of a meta-
analysis that showed that use of COCs is associated with a risk of myocardial infarction that is
increased by five times in Europe and more than four times in non-European countries (42). It
is interesting to note that COCs may considerably increase the risk of cardiovascular events and
susceptibility to cerebral ischemia (43).

In summary, the findings of this study indicated that women who use COCs exhibit a
significant increase in the plasma values of oxLDLs and higher concentrations of the small and
dense subfractions of LDLs. We also identified a moderate and positive correlation of oxLDLs
with the atherogenic variables of the lipid profile, which implies greater vascular aggression
and, consequently, greater cardiovascular risk. Lastly, we can also suggest greater oxidative
stress, represented indirectly by the higher concentration of oxLDLs.
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Table 1. Clinical and antropometric characteristics of women who used and did not use

combined oral contraceptives (n=42).

Variables COCG (n=21) CG (n=21) p Value
Age (years) 23+3.1 23+3.4 0.98
Body Mass Index (kg/m?) 20+ 2.1 19+238 0.072
Waist Circumference (cm) 73+7.38 70+£5.9 0.32
Systolic Blood Pressure (mmHg) 118+ 8.8 111+9.7 0.022
Diastolic Blood Pressure (mmHg) 77 (74 - 80) 70 (70 — 80) 0.18
C-Reactive Protein (mg/L) 2.7(1.8-6.4) 09(0.5-1.1) <0.01°
Glucose (mg/dL) 82+6.9 83+5.7 0.57
Glutamic-Pyruvic Transaminase
15+4.2 14+ 3.4 0.16
(UL)
Time of Use of COCs (years) 3.7+£23 - -

COCG - Combined Oral Contraceptive Group; CG — Control Group; COCs— Combined Oral
Contraceptives.
aTwo-way Student t test for independent samples.

bTwo-way Mann-Whitney test.



Table 2. Comparison of fasting lipids (mg/dL) between the groups studied.
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Variables COCG (n=21) CG (n=21) p Value
TGs 95 (73 - 112) 49 (40 — 64) <0.012
Total Cholesterol 210+ 38.6 183 £29.7 0.01°
HDLs 58 +£19.3 48 £ 11.5 0.042
LDLs 134+ 35.1 126 £ 27.7 0.42
VLDLs 19 (15 — 22) 10 (8 — 13) <0.012
TG/HDL Ratio 1.7+05 1.1+05 <0.01°

COCG — Combined Oral Contraceptive Group; CG — Control Group .
aTwo-way Mann-Whitney test.

bTwo-way Student t test for independent samples.
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Table 3. Correlation analysis between oxLDLs (mU/mL) and the variables of the fasting lipid

profile (mg/dL) and CRPs (mg/dL).

Crossings Correlation Coefficient (rs) p Value
oxLDLs and TGs 0.32 0.032
oxLDLs and TC 0.47 <0.012

oxLDLs and LDLs 0.29 0.052
oxLDLs and HDLs 0.26 0.08
oxLDLs and CRPs 0.20 0.19

oxLDLs — Oxidized LDLs; TC — Total Cholesterol; CRPs — C-Reactive Proteins.

aSpearman correlation test.
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ARTIGO DE REVISAO

PROTEINA C REATIVA EM USUARIAS DE CONTRACEPTIVO ORAL: FATORES
RELACIONADOS E RISCO CARDIOVASCULAR

C-REACTIVE PROTEIN IN ORAL CONTRACEPTIVE USERS: RELATED FACTORS
AND CARDIOVASCULAR RISK

RESUMO

Estudos demonstram associacao entre o uso de contraceptivo oral combinado (COC)
e a elevacao da Proteina C Reativa (PCR). Entretanto, € pouco claro quais sdo 0s
mecanismos envolvidos nessa associacdo. Assim, nosso objetivo foi revisar
evidéncias sobre a associacao entre os valores da PCR e o uso de COC, bem como,
descrever os mecanismos fisiolégicos que explicam essa associacdo. Para tal,
desenhamos uma revisdo sistematica, na qual foram consideramos elegiveis o0s
estudos indexados nas bases de dados EBISCOhost, LILACS/BIREME,
PUBMED/MEDLINE e SCIELO, que avaliaram a PCR de usuarias de COC, publicados
entre 2004 e 2015. A busca eletrbnica consistiu no cruzamento dos descritores:
Contraceptives, Oral, Combined; C-Reactive Protein e Inflammation. A qual resultou
em 136 estudos, dos quais, doze foram elegiveis. Esses demonstraram elevacdo da
PCR, mesmo apoés dez dias de uso de COC. Os valores da PCR mais frequentes
foram entre 1-3mg/L e >3mg/L e em alguns estudos os valores foram superiores a
10mg/L. Por outro lado, os principais mecanismos envolvidos na elevacdo dessa
proteina foram os hormonais, principalmente estrogénicos e androgénicos, sendo
documentadas modificacbes na funcdo e niveis dos receptores B do estrogénio e
niveis elevados de cortisol. Outros achados também indicam elevacdo do TNF-a,
hipometilacdo no DNA de macréfagos e alteragdes na producéo hepética da PCR. Por
fim, o COC representa assim como a obesidade, 20% da variacdo da PCR em

mulheres em idade reprodutiva.

Palavras-chave: Anticoncepcionais; Inflamacédo; Doencas Cardiovasculares;

Metabolismo.
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INTRODUCAO

Estudos tém indicado associacdo direta entre 0 uso de contraceptivo oral
combinado (COC) e aumento de parametros inflamatorios, especialmente da Proteina
C Reativa (PCR) em mulheres saudaveis em idade reprodutival-3. Também tem sido
indicado que, cerca de uma em cada trés mulheres usuarias de COC, apresentam
valores da PCR superior a 3 mg/L. Assim, em linha com outros estudos!#®, esse
resultado pode indicar risco elevado para doencas cardiovasculares e metabdlicas
nessa populacéo.

Esse pensamento é reforcado pelos estudos que mostram que os valores da
PCR apresentam associacdo com a hipertensao arterial sistémica, dislipidemias,
eventos coronarianos, acidente vascular cerebral isquémico, mortalidade vascular e
ndo-vasculart:®78, Outro dado interessante, é a associacdo entre a PCR e a
resisténcia a insulina e com alguns marcadores de disfungcdo endotelial, independente
das medidas antropométricas®.

Assim, em virtude da auséncia de estudos de reviséo, da relevancia do tema e
da lacuna a respeito da associacdo e dos mecanismos envolvidos na elevacao da
PCRem usuéarias de COC, nosso estudo objetivou revisar pesquisas que investigaram
a associacao entre os valores da PCR e o0 uso de COC, bem como, descrever os

mecanismos fisioldgicos que explicam essa associacao.

METODOS

Estudo de revisédo sistematica para identificar evidéncias sobre os efeitos do
COC sobre os valores plasméticos da PCR, bem como, os mecanismos envolvidos
nessa elevacdo. Consideramos elegiveis estudos originais com delineamento
observacional ou experimental, com grupo controle, publicados entre 2004 e 2015,
gue avaliaram mulheres em idade reprodutiva, >18 anos, saudaveis, usuarias de COC
a pelo menos dez dias, sendo esse, 0 menor periodo reportado como capaz de induzir
alteracdo na PCR na populagdo?®.

Nao foram considerados elegiveis: artigos que se reportassem a outros tipos
de contraceptivos a base de horménios, estudos com animais, com mulheres na
menopausa ou acometidas por enfermidades cardiovasculares ou metabdlicas.

Também foram excluidos os trabalhos que selecionaram apenas mulheres obesas,
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tabagistas, etilistas, fisicamente ativas, ou, em algum tratamento medicamentosos ou
em restricao alimentar.

As buscas nas bases de dados previamente selecionadas, foram realizadas por

dois revisores independentes entre o periodo de setembro a dezembro de 2015,
sendo que, a consulta a base de dados eletrbnica PUBMED/MEDILINE se deu por
meio do seguinte cruzamento de termos Medical Subject Headings (MeSH):
“Contraceptives, Oral, Combined”; “C-Reactive Protein”; “Inflammation”,
“‘Premenopause” and “Women”.
((("contraceptives, oral'[Pharmacological Action] OR "contraceptives, oral'[MeSH
Terms] OR ("contraceptives"[All Fields] AND "oral'[All Fields]) OR "oral
contraceptives"[All Fields] OR ("contraceptives"[All Fields] AND "oral"[All Fields]) OR
"contraceptives, oral’[All Fields]) AND Combined|[Title/Abstract]) AND C-Reactive
Protein[Title/Abstract]) AND Inflammation[Title/Abstract]

J& para a base dados LILACS/BIREME utilizou-se como descritores cruzados,
nos campos "palavras”, "descritores de assuntos”, "palavras do titulo", "titulo" e
"resumo”, as seguintes palavras-chave em inglés: "Contraceptive Agents" AND “C-
Reactive Protein” AND “Inflamation” AND “Premenopause”.

O processo de triagem dos artigos foi realizado por dois revisores e se deu
inicialmente por meio da leitura dos titulos e resumos. Em seguida, foram excluidos
os estudos em duplicidade e realizada nova checagem quanto aos critérios de
elegibilidade. Na etapa seguinte, os artigos que ndo atenderam aos critérios de
selecdo para o presente estudo também foram excluidos. Assim, os artigos que
contemplaram os critérios estabelecidos foram recuperados para leitura do texto
completo, nova avaliagdo quanto aos critérios de elegibilidade e extracdo dos
desfechos de interesse da presente revisao.

Seguindo os critérios metodoldgicos pré-estabelecidos foram identificadas 136
referéncias, das quais apenas uma foi publicada em lingua portuguesa. 64 referéncias
foram excluidas por duplicidade entres as bases de dados selecionadas. Outras 61
referéncias foram excluidas pela por ndo se enquadrarem nos critérios estabelecidos
Ou por ndo possuirem relagcdo com o tema, sendo que, 0s principais motivos de
exclusdo foram: estudos envolvendo grupos de risco cardiovascular e metabdlico,

experimentagdo com animais e mulheres na menopausa. Portanto, foram
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selecionados 11 estudos!?3810.11.12.131421.22 A Figura 1 resume o processo de

triagem e selecé@o dos estudos que compde 0 escopo desta revisdo sistematica.

DESENVOLVIMENTO

Muito embora ndo exista uma relacéo de causa e efeito perfeita em virtude da
metodologia observacional empregada na maioria do estudos!2381314.1819 tem sido
sugerida elevacdo da PCR em mulheres que utilizam COC.

Estudo finlandés composto por 2.283 participantes com idade entre 24 e 39
anos, identificou que 9 a 10% das mulheres da pesquisatinham PCR acimade 3 mg/L.
Nesse estudo os autores destacaram que a prevaléncia foi maior entre as mulheres
que utiizavam COC, onde 35% dessas apresentavam PCR >3mg/L. Segundo 0s
autores, em adultos jovens a obesidade é responsavel por 20% de aumento da PCR,
sendo que, uso do COC é também responsavel por 20%?. Ja no estudo de Dreon et
al.18, os autores identificaram que o COC foi responsavel por 32% na elevacdo da
PCR.

No mesmo sentido, outro interessante estudo com 822 participantes na faixa
etaria dos 20 anos, identificou a obesidade como a principal variavel relacionada a
elevacdo da PCR em individuos de ambos os sexos. Entretanto, novamente o uso de
COC foi o principal responsavel pela elevacdo da PCR nas mulheres®8. Corroborando
com esses dados, Buchbinder et al.1%, em uma amostra de 850 doadores de sangue
também identificaram a obesidade e o COC como varidveis independentes para
elevacdo da PCR em mulheres jovens. Nesse estudo, os pesquisadores evidenciaram
que as mulheres eutroficas em uso de COC apresentavam a PCR tao elevada quanto
as mulheres obesas que nao utilizavam COC e aumento 3 vezes maior que mulheres
eutréficas que ndo utilizavam COC. Também foi demonstrado que o uso de COC em
mulheres obesas resultou em um amento de 6 vezes na PCR, em comparacdo com
as nao-obesas.

Mais especificamente alguns estudos®® com mulheres jovens, sem outros
possiveis fatores que poderiam induzir aumento da PCR, observaram valores da PCR
duas vezes maior no grupo COC. Outro ponto interessante, foi a relacdo moderada
positiva entre a PCR e os triglicerideos, o que pode sugerir um perfil inflamatério com
risco aumentado de doencas cardiovasculares. Buchbinder et al.1° identificaram que

variaveis lipidicas como os triglicerideos, colesterol total, lipoproteina de baixa e de
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alta densidade tiveram efeitos menores que os COC na elevagdo da PCR, sugerindo
alto impacto dos COC na elevagdo dessa proteina. Os autores também sugeriram que
a elevacdo da PCR induzida pelo uso do COC se devia aos horménios sintéticos
presentes nos COC, o etinilestradiol e as progestinas.

Ainda que nao esteja clara a relagdo entre o uso atual de COC e a elevacao
dos valores plasmaticos da PCR em mulheres em idade reprodutiva, o que se sabe,
€ que esse evento acontece tanto com contraceptivos de segunda como de terceira
geracdo!l. Outro ponto que nos chama a atencédo € que ja em curto periodo de uso,
10 dias, pode se observar essa elevacdo, como mostra o estudo de Campesi et al.
Ampliando esta informacdo, Divani et al.1?> relatam ainda que quanto maior o tempo
de uso dos COC, maior a chance de elevacdo da PCR.

Interessante notar que todos o0s estudos selecionados para esta revisao
mostraram valores mais elevados da PCR em mulheres em uso de COC quando
comparadas a mulheres que nao utilizam este grupo de
medicamentos!233810111213,1418.19 Destaca-se também que a associacdo entre 0 Uso
de COC e aelevacdo da PCR se mantém significativa mesmo apés ajuste para fatores
de confusdo como a obesidade’. Apesar de ser sugerido que valores <1, 1-3 e >3
mg/L, sdo indicadores respectivamente de baixo, moderado e de alto risco para
futuros eventos cardiovasculares!®6  Zieske et all’” apontam que pequenas
elevacOes dessa proteina estdo associadas com aumento do risco de aterotrombose
mesmo apos 20 anos da coleta das amostras sanguineas.

Até o presente, ainda existem lacunas sobre os mecanismos que promovem a
elevacdo da PCR em mulheres que utilizam COC, como nos préprios artigos que
compuseram essa revisdo. No entanto, alguns mecanismos sao sugeridos. Um deles
indica que a elevacédo da PCR seja induzida pela agéo direta dos horménios do COC
na sintese hepatica dessa proteinall.

Outro fator seria a elevagdo de substancias pro-inflamatorias produzidas pelo
tecido adiposo. Embora van Rooijen et al.1l apontem que a elevacdo da PCR ndo tem
associacdo com o aumento da interleucina 6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral —
alfa (TNF-a), Divani et al.12 observaram associacao positiva entre os valores da PCR
e os do TNF-a e ada IL-6 com o uso de COC. Esse achado é reforcado no estudo de
Campesi et al.l® que apontou que usuarias de COC apresentavam valores mais

elevados de cortisol, resultado que induz maior liberagdo do TNF-a. Ainda segundo
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Divani et al.l?2, o uso de COC promove alteracdes hematoldgicas, endoteliais e
hipometilagdo no DNA total dos mondcitos. Essa hipometilagdo do DNA, é um
importante mecanismo de elevacdo da PCR, induzida por alteragdes funcionais nos
macrofagos, a qual pode ocorrer independente da acdo dos hormdnios
androgénicos’®. Segundo Yudkin et al.?, modificacdes na relacdo e atividade dos
receptores a e 3 do estrogénio, representada por menor expressdo dos receptores 3
nos macrofagos derivados de mondcitos, provocam aumento significativo na liberacéao
do TNF-a, o que pode estar associado a maiores valores plasmaticos da PCR.

Outro forte mecanismo sugerido, para explicar a elevacdo da PCR em mulheres
que utilizam COC, seja, o da diminuicdo da sensibilidade insulinica provocado pelas
progestinas contidas nesse grupo de medicamentos. Segundo o estudo de Beck?°de
1977, as progestinas, horménios sintéticos que simulam os efeitos da progesterona,
promovem diminuicdo da sensibilidade a insulina. A diminuicdo da sensibilidade a
insulina desencadeia alteracbes metabdlicas que vao desde o aumento dos
triglicerideos de jejum até o aumento da inflamagéo vascular?®.

A diminuicdo da sensibilidade insulinica provoca diminuicdo da producao e
atividade da lipase lipoproteica, no tecido adiposo e muscular esquelético, ja que, a
lipase lipoproteica € estimulada diretamente pela ligacdo da insulina aos seus
receptores de membrana nesses tecidos. A lipase lipoproteica € responsavel pela
clivagem dos triglicerideos contidos nas moléculas de quilomicrons e VLDL. Dessa
forma ocorre consequente diminuicdo na captacdo e utilizacdo dos triglicerideos pelo
tecido muscular e adiposo que representam 50% da massa corporal. Isso eleva a
quantidade dos triglicerideos plasmaticos, da VLDL e LDL circulantes?2. Como
mostrado por O’Meara et al.??, triglicerideos de jejum mais elevados induzem o
aumento da lipemia pés-prandial. Tal mecanismo explica o porqué mulheres em uso
de COC apresentam valores de triglicerideos e LDL de jejum e lipemia pés-prandial
mais elevados que mulheres que n&o utiizam COC, mesmo na auséncia de outros
fatores que sabidamente poderiam alterar essas variaveis?3. Tanto a elevacédo dos
triglicerideos e lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade e também da lipemia
pos-prandial provocam lesdo endotelial. O resultado final € maior atividade
inflamatdria observada pelo aumento da PCR. Dados recentes mostram que o0

endotélio pode produzir a PCR em decorréncia de sua disfuncdo, criando assim uma
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retroalimentacdo positiva entre 0os mecanismos que levam a lesdo endotelial e a
elevacdo da PCR?4.

Essa hipétese é reforcada pelos achados do estudo de Josse et al.?> que nédo
observaram diferencas no indice de Homa, um dos métodos utilizados para avaliar a
resisténcia insulinica, mas, verificaram diferenca significativa no Homa Beta, que
avalia a atividade das células beta pancreéticas, entre usuarias e nao usuarias de
COC. Ou seja, mesmo ndo apresentando glicemia elevada ou indice de Homa maior
as mulheres em uso de COC produzem mais insulina para manter em homeostase a
glicemia, devido a menor sensibilidade insulinica. Esse mecanismo também foi
evidenciado por um estudo recente desenvolvido pelo nosso grupo. Nesse estudo,
verificamos que mulheres em uso de COC sem nenhum outro fator conhecido que
induz a diminuicdo da sensibilidade insulinica, apresentaram no indice de Homa,
Homa Beta e insulina mais elevados que mulheres que néo utilizavam COC?2.

No entanto, apesar do destaque aos mecanismos hormonais e metabdlicos na
inducdo da elevacdo da PCR, ndo podemos ignorar que também o estresse oxidativo
€ outro mecanismo que pode elevar a PCR em mulheres que utilizam COC, como
apontado por Dreon et al.l®, Finalmente, acreditamos que ndo exista apenas um
mecanismo que resulte na elevacdo da PCR, mas sim, um conjunto de alteracbes
metabdlicas e hormonais, como as anteriormente mencionadas. A Figura 2 apresenta
0s varios mecanismos envolvidos na elevacdo da PCR pelo COC. Cabe ainda
ressaltar que nosso estudo € a primeira revisdo sobre o tema.

Em suma, apesar da literatura a respeito do assunto ser escassa, 0s artigos
aqui apresentados e discutidos indicam que o uso de COC provoca elevacédo da PCR
em mulheres em uso de COC, bem como, apoiam a hipotese de que essa populacao
esteja mais sujeita a desenvolver distirbios metabdlicos e doencas cardiovasculares®-
513, Entretanto, muito embora os resultados apontem para nessa direcéo, ainda séo
necessarios estudos clinicos controlados de corte longitudinal para que se possa
estabelecer relacdo de causa-efeito e confirmar essas hipéteses.

Por fim, esta revisdo apresenta algumas limitacées. Em primeiro lugar, a busca
limitada por algumas das principais bases de dados ndo permite afastar possiveis
vieses de publicacdo. Em segundo lugar, a ndo avaliagdo da qualidade metodoldgica
dos estudos incluidos, fato que ndo nos permite afastar potenciais vieses da nossa

amostra de estudos. Por outro lado, nosso estudo possui como pontos fortes a
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originalidade, tendo em vista que de acordo com as nossas buscas, esta € a primeira
revisdo sobre o tema. Também vale ressaltar que nossos resultados podem contribuir
para o melhor entendimento da elevacdo da PCR em mulheres que utilizam COC,
uma vez que, mesmo se tratando de um grupo de medicamentos, todas as referéncias

apresentam resultados similares.

CONCLUSAO

Com base nos estudos analisados, mulheres em idade reprodutiva que utilizam
COC, tanto a curto quanto a longo prazo, apresentam valores mais elevados da PCR
0 que sugere maior risco de eventos cardiovasculares nessa populacdo. Segundo os
estudos varios sdo os fatores que induzem a esse aumento, sendo que, as alteracdes
na sintese hepatica da PCR, a diminuicdo da sensibilidade ainsulina e a hipometilacao
no DNA de macréfagos, possivelmente sejam os principais mecanismos promotores

dessa elevagéo.
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Figura 1. Fluxograma de selecdo dos artigos.
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Figura 2. Fisiopatologia da elevacdo da PCR em usuéarias de COC.
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