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RESUMO

A lipoproteina (a) € uma molécula com composicdo semelhante a LDL, um fator de
risco independente para doencas cardiovasculares por favorecer a aterogénese.
Apresenta homologia estrutural com o plasminogénio, podendo contribuir com a
trombogénese por reducdo na fibrindlise. Eventos aterotrombdticos podem estar
associados a genética, condicdes fisiologicas, tabagismo, habitos de vida,
interferéncia dos hormonios e idade. O uso de hormdnios, em contraceptivos e
terapia de reposicao hormonal (TRH), pode interferir na hemostasia, favorecendo a
hipercoagulabilidade e, consequentemente, somar a significAncia dos niveis
elevados de Lp(a). Neste estudo, buscou-se avaliar o perfil lipidico, com énfase na
Lp(a) e sua relacdo com parametros hemostaticos em mulheres jovens e na pos-
menopausa, em uso ou ndo de horménios. Foram incluidas 82 mulheres,
distribuidas em quatro grupos: jovens em uso de contraceptivo oral (JP,n=20), ou
nao (JN,n=20), e menopausadas em uso de TRH (MP,n=17) ou ndo (MN,n=25).
Foram determinados os niveis de colesterol total, triglicérides e glicose por método
colorimétrico-enzimético, enquanto o HDL foi determinado por método direto, e LDL
e VLDL pela equacdo de Friedwald. Os niveis de Lp(a), apoA-l, apoB e PCRus
foram determinados por turbidimetria, PAI-1, F1+2 e plasminogénio por ELISA e 0
D-Di por ELFA. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa MINITAB,
versao 15.0, utilizando o teste de Mann-Whitney na comparagéo das medianas dos
pares de grupos: JNxJP, MNxMP e JNXMN. O coeficiente de Pearson foi calculado
entre todas as variaveis do estudo para cada grupo e também unindo-os em unico
grupo. Diferencas significativas foram observadas nas concentracdes de CT entre os
grupos JN x JP, MN x MP e JN x MN; de HDLc entre JN x MN; de LDLc entre MN x
MP e JN x MN. Para VLDLc e TG, foram observadas diferengas entre JN x JP e JN x
MN, enquanto para as apoA-lI e apoB, entre JN x JP e JN x MN. Para o F1+2,
diferencas significativas entre JN x JP. Entre JN x MN, todos os marcadores
hemostéticos foram diferentes, incluindo o D-Di. Para o Plasminogénio, todos os
grupos foram diferentes, exceto MN x MP; enquanto para a PCRus, entre os grupos
JN x JP e entre JN x MN, e para a glicose, entre JN x MN. Para o indice de Castelli
I, diferencas significativas foram observadas entre os grupos MN x MP e JN x MN;
Correlacdes lineares fortes foram observadas entre as variaveis F1+2 x TG e F1+2 x

VLDL no grupo JN; e entre apoB x CT, e apoB x LDL no grupo MN. Uma analise



conjunta dos dados dos perfis lipidico e hemostatico permitiu concluir que os niveis
de Lp(a) ndo influenciaram os dados do sistema fibrinolitco e nem sofreram
alteracdo em funcéo do uso de horménios ou da idade. Com base ainda nos dados,
€ possivel inferir que com o uso de contraceptivo oral parece ocorrer uma tendéncia
aterogénica e trombogénica; enquanto o uso de TRH parece ser protetora no
processo de aterogénese, porém nado influenciou significativamente a
trombogénese. Finalmente, o0 avanco da idade por si sO, contribuiu
significativamente para o0s potenciais aterogénico e trombogénico, conforme

esperado.

Palavras Chave: Lipoproteina(a); hormdnios; hemostasia; pds-menopausa;
aterogénese e trombogénese.



ABSTRACT

Lipoprotein (a) is a molecule with composition similar to LDL, an independent risk
factor for cardiovascular disease by promoting atherogenesis. It presents structural
homology with plasminogen and may contribute to thrombogenesis by reduced
fibrinolysis. Atherothrombotic events may be associated with genetic, physiological
conditions, smoking, lifestyle, interference of hormones and age. The use of
hormones for contraception and hormonal reposition (HRT) therapy may interfere
with hemostasis promoting hypercoagulability and consequently adding to the
significance of elevated levels of Lp(a). We sought to evaluate the lipid profile, with
emphasis on Lp(a) and its relationship with hemostatic parameters in both young and
postmenopausal women, in use or not of hormones. We included 82 women
distributed into four groups: young women using oral contraceptive (JP/n=20) or not
(JN/n=20) and menopausal women under HRT use (MP/n=17) or not (MN/n=25).
Total cholesterol (TC), triglycerides, and glucose levels were determined by
colorimetric-enzymatic method, while HDL by direct method. LDL and VLDL were
determined by using Friedewald equation, while Lp(a), apoAl, apoB and hsCRP by
turbidimetry. PAI-1, F1+2 and plasminogen were measured by ELISA and the DiD by
ELFA. Statistical analyzes were performed by MINITAB version 15.0 using the Mann-
Whitney test for comparing the medians of groups of pairs: JNxJP, MNxMP and
JNXMN. Correlations among all variables were calculated by Pearson’s correlation.
Significant differences were observed for CT concentrations between JN x JP, MN X
MP and JN x MN; for HDLc between JN x MN; for LDLc between MN x MP and JN x
MN groups. For VLDLc and TG, differences were observed between JN x JP and JN
x MN, while for apoAl and apoB between JN x JP and JN x MN groups. For F1 + 2,
differences were obtained between JP x JN. For the JN x MN group, all hemostatic
markers were different including DiD. For plasminogen, all groups were different,
except MN x MP; while for hsCRP, between JN xJP, and between JN x MN groups;
and for glucose between JN x MN. For Castelli Index Il, significant differences were
observed between the MN x MP and JN x MN groups. Strong correlations were
observed between the variables F1 + 2 x TG and between F1 + 2 x VLDL in JN
group; and between apoB x CT, apoB x LDL in MN group. A joint analysis of data
from lipid and hemostatic profiles shows that levels of Lp(a) did not influence the
fibrinolytic system performance and they have not been changed due to the use of
hormones or age. Based on the same data, one can infer that the use of oral
contraceptive seems to be atherogenic and thrombogenic; while the use of HRT
seems to protect the process of atherogenesis, but did not significantly influence
thrombogenesis. Finally, the advance age factor by itself has contributed significantly
to the atherogenic and thrombogenic potential, as expected.

Key words: Lipoprotein(a), hormones, hemostasis, post-menopause, atherogenesis
and thrombogenesis.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

A lipoproteina (a) [Lp(a)] € uma molécula com composicdo semelhante a
fracdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), diferenciando-se na constituicao
proteica por apresentar uma molécula adicional de apolipoproteina A acoplada a
apolipoproteina B por pontes de dissulfeto (1,2). Tal molécula tem homologia
estrutural com o plasminogénio, um componente do sistema fibrinolitico responsavel
pela dissolu¢cdo do coagulo de fibrina, por meio de sua conversdo a plasmina pelo

ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) (3).

A Lp(a) é considerada um fator de risco independente para doencas
cardiovasculares (1,4) por favorecer a aterogénese promovendo um aumento do
depdsito de colesterol na camada intima das artérias e/ou inibindo a fibrinolise
devido a semelhanca estrutural de um dos seus sitios com o plasminogénio,
portanto, apresenta uma importante ligacdo entre a aterogénese e trombogénese
(1,4,5).

A maioria dos eventos cardiovasculares isquémicos € iniciada com o
rompimento de uma placa aterosclerotica seguida da formagdo de um trombo (6).
Niveis plasmaticos elevados de Lp(a) propiciam o depdsito do colesterol na parede
do vaso, seguido de ruptura da integridade no revestimento vascular, o que impede
a manutengcdo da fluidez do sangue, dessa forma, favorecendo a ativagdo do
sistema da coagulacdo e inibicAo do sistema fibrinolitico gerando distarbios

cardiovasculares (2).

A aterogénese e a trombogénese podem estar associadas a diversas causas
como fatores genéticos, certas patologias, condi¢des fisioldgicas, tabagismo, habitos
de vida, além da interferéncia dos hormdnios femininos e idade (7). O uso de
horménios como método contraceptivo e na terapia de reposicdo hormonal pode
interferir na hemostasia favorecendo um estado de hipercoagulabilidade e,
consequentemente, se somar a significancia dos niveis plasmaticos elevados de

Lp(a) nos eventos cardiovasculares (8,9,10).
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Embora a dosagem da Lp(a) ndo seja ainda solicitada na rotina pela clinica
médica, o impacto da Lp(a) deve ser considerado uma vez que a mesma esta
relacionada ndo s6 com eventos cardiovasculares por comprometer o perfil lipidico,
mas também parece estar interferindo na hemostasia que pode ainda ser
influenciada pela idade, bem com o uso de horménios (1, 2, 3, 11). Todavia, ndo ha
um consenso na literatura se niveis plasmaticos de Lp(a) estdo ou ndo associados

ao estilo de vida, a idade, sexo, etnia e uso de medicamentos, tais como hormonios.

A luz do conhecimento do potencial efeito pré-coagulante do uso de horménio
sobre o sistema hemostatico favorecendo a formacéo de fibrina e do efeito inibidor
da lipoproteina (a) sobre o sistema fibrinolitico, ressalta-se a necessidade de
estudos sobre a relacédo da Lp(a) com o sistema fibrinolitico em mulheres jovens em
uso ou nao de contraceptivos e em mulheres menopausadas em uso ou nao de
terapia de reposicdo hormonal, objetivando obter um maior conhecimento acerca
ndo apenas do papel do hormdénio como também da idade sobre o link Lp(a) e

fibrindlise.

A nossa principal hipotese € que a atuagdo do sistema fibrinolitico diminui a
medida do aumento dos niveis de Lp(a) e que o uso de hormdénios poderia

apresentar um potencial beneficio neste contexto.

Caso tal suposicédo seja confirmada, podera ter um impacto na decisédo de
mulheres quanto ao uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH) na menopausa.
Outra hipotese é que os efeitos do uso de hormdnio, seja na forma de contraceptivos

orais ou TRH, pode ter um efeito distinto conforme a idade da usuaria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lipidios

Os lipidios sdo moléculas formadas por ligacdes carbono-hidrogénio (C-H)
nao polares, que apos hidrolise formam moléculas de acidos graxos e/ou alcoois
complexos (12), sendo transportados na forma de lipoproteinas (13). Os lipidios sédo
insollveis em agua e sollveis em solventes apolares com grande importancia
fisiologica por participarem como emulsificantes na digestdo, constituintes das
membranas celulares, horménios, manutencdo do gradiente eletroquimico, como

fonte energética, da sinalizacéo celular e ainda na ancoragem proteica (12,14).

Além da manutencdo eletroquimica por serem componentes estruturais de
membrana, os lipidios destacam-se pela mediacao da transducao de sinal que pode
ser exemplificada pelo processo de metabolizacdo do acido araquidonico, por acéo
enzimatica, formando mediadores lipidicos eicosandides como as prostaglandinas,
leucotrienos, lipoxinas, acidos epoxieicosatrienoico e tromboxanos (14). E, ainda
com importancia fisiolégica, especialmente em processos inflamatérios, os lipidios
participam dos fatores ativadores de plaquetas (FAP), considerados os primeiros

fosfolipides “intactos” relacionados com a¢cdo mensageira (15).

Patologicamente, os lipidios estdo intimamente relacionados com a
aterosclerose, caracterizada pelo deposito do lipideo na parede das artérias
associado a presenca de macrofagos (16) com o diabetes, obesidade e a doenca de
Alzheimer (14). De acordo com sua estrutura quimica, os lipideos podem ser
divididos em: acidos graxos, colesterol, triglicerideos e fosfolipidios, os quais sdo
importantes mediadores tanto na sinalizacdo quanto no crescimento celular. E,
também constituintes das membranas celulares e precursores de prostaglandinas
(11,14).
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Sob os preceitos clinicos e fisiol6gicos, além dos fosfolipides que fazem parte
da estrutura das membranas, os lipideos de maior importancia sao os acidos graxos,

triglicerideos e o colesterol, detalhados a seguir (7).

2.1.1 Acidos graxos

Os acidos graxos (AG) sdo moléculas cuja formula quimica geral € RCOOH,
sendo “R” um grupo alquil. Apresentam de 4 a 36 &tomos de carbono podendo
apresentar-se como 4cidos graxos saturados, quando ndo apresentam ligacdes
duplas entre os atomos de carbono e acidos graxos insaturados, que apresentam
ligacdes duplas entre seus atomos de carbono e sdo mais propensos a oxidacao e
divididos em dois grupos: monoinsaturados quando contem uma ligagao dupla entre
seus atomos de carbono e poli-insaturados quando apresentam mudltiplas ligacdes
duplas (7,11,12,17).

Os 4cidos graxos se encontram livres na circulagédo ligados a albumina ou na
forma esterificada, triglicerideos. A disponibilidade dos acidos graxos livres no

plasma sofre interferéncia da demanda energética e da fonte de glicose (11).

A maioria dos acidos graxos é sintetizada no organismo, exceto os chamados
acidos graxos essenciais, destacando-se nesse grupo o acido linoleico, encontrado
em plantas, o qual € convertido em acido araquidbnico, precursor da sintese de

prostaglandina e do processo de mielinizacao (11).

O catabolismo dos AG ocorre nas mitocondrias, por meio de uma série de
reacoes descritas como [-oxidacdo. Os AG sofrem catabolismo e oxidacao
enzimatica com producdo de energia. Neste processo as cadeias carbdnicas sao
degradadas tendo a acetil-CoA como produto final, a qual é condensada
enzimaticamente com o oxaloacetato, proveniente do metabolismo dos carboidratos,
com producdo de citrato. O citrato € o principal componente do ciclo do acido
tricarboxilico (ciclo de Krebs), finalizando com a formacdo de adenosina trifosfato

(ATP) (11).
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2.1.2 Triglicerideos

Os triglicerideos (TG) pertencem ao grupo dos acilglicerdis ou ésteres de
glicerol, grupo formado por alcoois com trés atomos de carbonos e uma hidroxila em
cada um dos carbonos. Podem ser divididos de acordo com o niumero de grupos acil
graxos em monoglicerideos ou monoacilgliceréis, diglicerideos ou diacilglicerois e
triglicerideos ou triacilgliceréis (11). Os monoglicerideos séo utilizados na industria
alimenticia, cosméticos e em formulag¢des farmacéuticas por terem efeito surfactante

e ndo serem alergénicos (18).

Os triglicerideos sédo encontrados no plasma sanguineo e correspondem a
95% da gordura armazenada no tecido adiposo. Apds o consumo deste e de outros
lipideos da dieta os mesmos sdo digeridos no duodeno e absorvidos no ileo
proximal, os TG sofrem ac¢éo de lipases pancreaticas que os hidrolisam a AG e
monoglicerideos 0s quais se unem a outros lipideos e apolipoproteina B-48 (apoB-

48) formando os quilomicrons e atingindo entdo a corrente sanguinea (7,11,13).

No jejum os triglicerideos armazenados no tecido adiposo sao hidrolisados
em glicerol e &cidos graxos livres por acdo de lipases lipoproteicas (19).
Posteriormente, sdo reagrupados para formacdo dos TG e utilizados como fonte

energética (11).

Niveis plasméticos de triglicerideos podem apresentar-se elevados com a
ingestdo de alcool, dietas ricas em gorduras, na obesidade, gravidez e ainda
associado a algumas patologias como pancreatite aguda, diabetes e gota (13). Dieta

hiperglicidica pode também estar associada a hipertrigliceridemia (16).

2.1.3 Colesterol

E um componente essencial para manutencdo da integridade de todas as

células, precursor dos horménios esteroides, vitamina D e &cidos biliares (7,20). E
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um alcool esteroide com 27 atomos de carbono dispostos em um sistema de anel
tetraciclico de esterano, com uma cadeia lateral (C-H). E uma molécula anfipatica

por apresentar um grupo hidroxila (OH) em seu anel A (11).

A principal fonte externa de colesterol é por meio do consumo de produtos
animais. Antes da absorcéo, o colesterol € emulsificado a pequenas micelas mistas.
As esterases pancreaticas secretadas no intestino delgado hidrolisam rapidamente o

colesterol esterificado em colesterol livre (11).

A maior parte da absorcao do colesterol ocorre no jejuno médio e ileo terminal
do intestino delgado com auxilio da proteina Niemann-Pick C1l-like 1 (NPC1-L1),
uma proteina de superficie do enterdcito que favorece a absorcao intestinal do

colesterol (7).

O colesterol quando entra ha mucosa € acondicionado com os triglicerideos,
fofolipidios e apolipoproteina B-48 aos quilomicrons que séo secretados na linfa e na
circulacdo sanguinea para a distribuicdo de lipidios para o figado e tecidos

periféricos (7,11).

Além da alimentacéo, a fonte de colesterol pode ser interna, ou seja, sintese
enddgena que ocorre principalmente no figado e intestino. A biossintese se da com
a conversao da acetil-CoA em 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) que
€ reduzido em mevalonato e, em seguida, € descarboxilado em uma série de
unidades de isopreno de cinco carbonos. Ocorre a condensacao dessas unidades
de isopreno inicialmente em um intermediario de 10 carbonos (geranil pirofosfato) e,
em seguida, em um intermediario de 15 carbonos (farnesil pirofosfato). A juncéo de
duas moléculas de 15 atomos de carbono (Cis) resulta na formagédo do esqualeno.
No reticulo endoplasmético, o esqualeno é incialmente oxidado e depois passa por
ciclizacéo, formando o intermediario lanosterol (4 anéis e 30 carbonos). Por fim, uma
série de reacdes de oxidacdo-descarboxilacdo forma a molécula com 27 atomos de

carbonos (11).

Fatores ambientais, nutricionais e hormonais tém sido relacionados com a
taxa de sintese de colesterol, mas ainda ndo é possivel concluir até que ponto

ocorre a sobreposicao do sistema fisioldgico sobre eles (21).
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7

O colesterol é esterificado por meio de duas enzimas, Acetilcolesterol
acetiltransferase (ACAT) nas células e, lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), na
circulacao, sobre o colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL) para formar
éster de colesterol. Os ésteres de colesterol representam cerca de 70% do colesterol

total no plasma (11).

O catabolismo € limitado para a maioria das células periféricas. Ocorre
hidrolise dos ésteres de colesterol por meio de lipases celulares. Um terco da
producdo diaria de colesterol € convertido em &acidos biliares e esses séo
reabsorvidos quase na sua totalidade por meio da circulagcdo éntero hepética. A
porcdo do colesterol que ndo é utilizada para formacdo de acidos biliares, &

secretada na circulacéo sob a forma de lipoproteinas (11).

A dosagem do colesterol total faz parte do protocolo de avaliacao
laboratorial dos parametros lipidicos e pode ndo conseguir mensurar, por si soO,
corretamente o risco cardiaco em individuos com niveis elevados de LDL, diabetes e
sindrome metabdlica, sendo considerados desejaveis os valores inferiores a
200mg/dL, limitrofes os valores entre 200 e 239 mg/dL e elevados valores
superiores a 240 mg/dL (7).

2.2 Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo macromoléculas plasmaticas transportadoras e
solubilizadas de lipideos endégenos (sintetizados no figado) e exdgenos (absorvidos
no intestino) (7,13). Tipicamente esféricas, apresentam na regido central,
triglicerideos e ésteres de colesterol (lipidios neutros ndo polares); na regiao mais
externa fosfolipidios e colesterol livre (lipideos anfipaticos mais polares) e na
superficie uma ou mais proteinas especificas denominadas apolipoproteinas (apo)
(7,11). Os componentes proteicos das lipoproteinas (apolipoproteinas) permitem a
integridade da molécula, controlam atividades enzimaticas e atuam como ligantes no

processo de captura das lipoproteinas no nivel de superficie celular (11).
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Cada lipoproteina apresenta um percentual diferente de proteina e lipideo, o
que interfere na sua densidade e assim possibilita sua separacao e categorizacao.
Podem ser divididas em seis grupos: quilomicrons, lipoproteina de muito baixa
densidade ou very low density lipoprotein (VLDL), lipoproteina de baixa densidade
ou low density lipoprotein (LDL), lipoproteina de densidade intermediaria ou
intermediary density lipoprotein (IDL), lipoproteina de alta densidade ou high density
lipoprotein (HDL) e lipoproteina (a) (7,11), sendo os quilomicrons e as VLDL ricas

em triglicérides, maiores e menos densas, e as LDL e HDL ricas em colesterol (7).

Os quilomicrons séo lipoproteinas transportadoras dos lipides provenientes
da dieta, absorvidos no intestino delgado apos hidrolise promovida por lipases
pancreaticas (7,13). Sao esféricos e apresentam na regido central os triglicérides,
correspondendo a aproximadamente 90% do seu peso, recobertos por uma
monocamada de fosfolipides (22). A porcao de colesterol permanece entre 1 a 2%
do peso de acordo com a dieta ingerida, ndo impactando de forma significativa nos

valores de niveis séricos de colesterol pés-prandial.

7

A VLDL é uma lipoproteina rica em triglicerideos que apresenta como
principal apolipoproteina a apolipoproteina B 100 (apoB-100) (7,13). Tem efeito
aterogénico tornando a hipertrigliceridemia um fator de risco independente para
doencas coronarianas jA que contribui para sustentacdo das particulas de VLDL
(7,13). O tamanho da particula de VLDL é dependente do fornecimento de
triglicerideos pelo figado, sendo maior no consumo excessivo de alcool, obesos e

em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (13).

A LDL tem em sua estrutura apenas a apoB-100 e uma pequena porcao de
TG, sendo constituida principalmente por colesterol e conta com receptores
especificos (LDL-R) para sua captura por células hepaticas e periféricas (7). A
expressdo de tais receptores interfere diretamente nos niveis plasméaticos do
colesterol, sendo a expressdo maior, com a reducdo do colesterol intracelular. A

colesterolemia também depende da atividade da enzima HMG-CoA redutase (7).

O aumento dos niveis plasmaticos de LDL pode estar associado a dieta rica
em gorduras, aumento da sintese endodgena ou reducdo do catabolismo hepatico da



24

molécula que estd associada a uma alteracdo quantitativa ou qualitativa dos

receptores por alteracao génica (23).

A forma oxidada da LDL esta associada ao inicio da aterosclerose. Uma vez
oxidada, torna-se um agente quimiotatico para mondcitos, sendo mais facilmente
captada por receptores de macréfagos que se transformam em células espumosas e
estimulam o processo inflamatério na parede dos vasos. Estas sdo toxicas para as
células endoteliais e promovem a sua vasoconstricdo por inativacdo dos efeitos do
oxido nitrico (NO), ativam as plaguetas e também estimulam a multiplicacdo de
células musculares lisas (24,25).

Uma das ferramentas para mensuracdo dos niveis seéricos de LDL é a
equacdao de Friedwald: LDL = CT — (HDL + TG/5), sendo categorizados como 6timo,
desejavel, limitrofe, alto e muito alto, os valores de 99 mg/dL, 100 a 129 mg/dL, 130
a 159 mg/dL, 160 a 189 mg/dL e acima de 190 mg/dL, respectivamente (7). A IDL é

formada a partir da hidrélise da molécula de VLDL e origina a LDL (26).

O HDL apresenta duas das principais apolipoproteinas, a apoA-l1 e apoA-Il
gue envolvem o nucleo lipidico de ésteres de colesterol, colesterol ndo-esterificado e
triacilglicerideos em menor quantidade. As apolipoproteinas envolvem o ndcleo

juntamente com os fosfolipidios e colesterol ndo esterificado (24).

Pode ser considerado um fator de risco independente para as doencas
cardiovasculares quando em niveis plasmaticos reduzidos e por ter papel anti-
aterogénico principalmente com sua participacéo no transporte reverso do colesterol,
ou seja, retorno do colesterol de tecidos extra-hepaticos para o figado. Além disso, o
HDL participa na protecado endotelial por meio da inibicdo do estresse oxidativo, da
expressdo de moléculas de adesado celular, da ativacdo leucdcitaria, producdo de
NO e coagulagéo (7,13,24,27). Seu efeito protetor também esta relacionado com a
capacidade de reduzir a oxidacdo da LDL, gatilho para o processo de aterosclerose

(24). Receptores SR-B1 captam o colesterol do HDL levando-o até o figado (7).

O HDL, em concentragdes fisioldgicas, estimula a producao de prostaglandina
(PGI2), sendo essa producdo dependente da enzima ciclooxigenase (24). As

prostaglandinas favorecem grande parte dos eventos protetores do vaso como a
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vasodilatacdo, redugdo na ativacdo plaquetaria e liberagdo de fatores de

crescimento responsaveis pela proliferacado de células musculares lisas (24).

2.3 Apolipoproteinas

Apolipoproteinas (apo) € um termo que denomina 0 componente proteico das
lipoproteinas sendo classificadas em apo A (apoA-l, apoA-ll e apoA-IV), apo B
(apoB-100 e apoB-48), apo C (apoC-l, apoC-ll, apoC-lll) e apo E (26). As
apolipoproteinas possuem papéis fisioloégicos importantes por participarem do
metabolismo das lipoproteinas formando particulas lipoprotéicas, apoB-100 e apoB-
48, por se ligarem em receptores de membranas, apoB-100 e apoE, e por atuarem

como cofatores enziméticos, apoC-Il, apoC-Ill e apoA-I (7).

As apo B e A representam de forma mais fidedigna as placas aterogénicas e
nao aterogénicas uma vez que a apo B é a principal apolipoproteina constituinte das
VLDL, IDL e LDL e a apo A o principal constituinte do HDL (7,28).

A forma mais representativa da apo A é a apo A-l, que € sintetizada no figado
e intestino e esta relacionada com o transporte reverso do colesterol por facilitar o
funcionamento do ABCcA-I (ATP binding cassette transporter Al), uma proteina
especifica que participa do processo de transformacdo da apolipoproteina em HDL
discoide e também por atuar como cofator para a LCAT que esterifica o colesterol

transferido para as particulas discoides (24,26,28).

Niveis plasmaticos diminuidos de apoA-I e HDL estdo associados ao aumento
do risco para doencas cardiovasculares, e a diminuicdo das concentracdes destes
marcadores pode estar associada a uma mutacdo no gene da apoA-lI que leva a

uma deficiéncia da molécula de HDL (26).

Até o0 momento, a mensuracdo sérica das concentracdes de apoA, faz-se

somente pela determinacdo da apoA-I, e ndo pela determinacéo de todas categorias
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de apoA e, os valores desejados para mulheres devem ser maiores que 1,15 g/L e
para os homens que 1,25 g/L (28).

A apoB é o principal componente da LDL (26), apresenta-se como apoB-48 e
apoB-100, sendo a primeira sintetizada no intestino e encontrada principalmente nos
quilomicrons e seus remanescentes e, por ndo estar presente na VLDL, é um bom
marcador de QM plasmaticos (22,28). A apoB-100 é sintetizada no figado e constitui
principalmente as moléculas de LDL e IDL tendo um papel importante na
aterogénese, quando em excesso. Proporciona a ligacao das moléculas de LDL aos
receptores celulares e, assim, a entrada de LDL para as células (28). A apoB-100
também esta presente na Lp(a) e, nesse caso, tem um papel importante na atero-

trombogénese por se ligar a um polipeptidio homélogo ao plasminogénio (26).

O controle hepético de secrecdo da apoB e de sua depuragdo é feito por
receptores celulares, tendo papel fundamental na manutencdo da hemostase do
colesterol (20). De acordo com o American College of Cardiology, a determinacéo

da apoB deveria ser inserida na rotina clinica (29).

As demais apolipoproteinas (apoC-l, apoC-Il, apoC-Illl, apoC-IV, apoE-ll,
apoE-lll, apoE-IV, apoA) ndo sdo determinadas na rotina laboratorial, apresentam
relacdo com a distribuicdo lipidica, mas seus papeis ainda ndo foram completamente
elucidados, destacando-se dentre elas a apoA por ser constituinte da Lp(a) e ter seu
papel trombogénico a medida que compete com o plasminogénio por sitios de

ligacao (28).

2.3.1 indice de Castelli Il e arelacdo apoB/apoA

O indice de Castelli Il, que €é calculado pela relacdo LDL/HDL, e a relagéo
apoB/apoA, sdo as duas possibilidades de estimar o risco cardiovascular (7,30). A
segunda relacéo considera as lipoproteinas aterogénicas e antiaterogénicas, e deve
ser tomada apenas como progndéstico de risco e ndo para monitoramento terapéutico

ou diagnéstico de dislipidemia (7). Valores superiores a 2,9 no indice de Castelli Il e
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0,8 na relagcdo apoB/apoA, na mulher, sao considerados fatores de risco
cardiovascular (28).

A relacdo apoB/apoA é considerada como um bom preditor de risco mesmo
em pacientes com perfil lipidico classico dentro dos valores de referéncia quando
comparada a relagdo LDL/HDL, especialmente no infarto agudo do miocardio (IAM)
fatal (29,31), sobressaindo a relagdo LDL/HDL por ndo apresentar as limitacdes
relacionadas aos valores de triglicérides no calculo do LDL pela equacgédo de
Friedwald (29).

2.4 Metabolismo das lipoproteinas

O metabolismo das lipoproteinas pode ser exdgeno (intestinal) ou enddégeno
(hepético) (7). A via exodgena, que ocorre apds 0 processo de absorcao, é
caracterizada pelo transporte do intestino para o figado, enquanto a via endogena
representa o transporte das lipoproteinas sintetizadas nos hepatdcitos, do figado
para os tecidos periféricos, assim como dos adipdcitos para os tecidos periféricos
(32).

A via exOgena inicia-se com a atuacdo das lipases pancreaticas que
hidrolisam e emulsificam os lipideos (7). A lipase lipoproteica localizada no endotélio
de capilares do tecido muscular e adiposo hidrolisa os quilomicrons circulantes,
anteriormente produzidos nos enterocitos e os TG que os compde produzindo AG e
glicerdis, sendo os AG resultantes dessa lipdlise utilizados pelos tecidos periféricos
ou armazenados nos adipdcitos (7,22,32). O figado complementa esse processo
capturando quilomicrons e AG remanescentes, ou seja, quilomicrons com teor de
TG reduzidos, para formacédo do VLDL (7,32). A captacdo dos remanescentes de
quilomicrons nos hepatoécitos ocorre com auxilio dos receptores de LDL que, além
de participarem da remocéao desses, também estdo envolvidos na remoc¢éo da IDL e
de LDL (22).
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A via endbdgena é caracterizada pela sintese hepatica, fase nao relacionada
com a absor¢do. Nessa via 0os AG livres sdo transportados dos adipdcitos para 0s
tecidos periféricos principalmente pela albumina e, entdo, tornam-se fonte de

energia apds processo de oxidacao (32).

A sintese hepética de VLDL € dependente da acdo da proteina de
transferéncia de triglicérides microssomal (PTM) que transfere os TG para a
apolipoproteina B. A lipase lipoproteica hidrolisa os TG das VLDL que se
transformam em remanescentes sendo removidos pelo figado para formar IDL e,

posteriormente, as LDL (7).

O equilibrio dos niveis séricos de colesterol é determinado por fonte
exdgena e sintese hepética, sendo o passo limitante a enzima HMG-Co0A redutase,
fundamental na sintese do colesterol e importante alvo terapéutico. O funcionamento
dos receptores hepaticos responsaveis pelo clearance das lipoproteinas e também
pelo transporte reverso do colesterol € um processo pelo qual o colesterol dos
tecidos periféricos € removido por receptores de lipoproteinas, como a lipoproteina
de alta densidade (20). A principal via de mobilizacdo e retirada do colesterol das
placas ateromatosas para o plasma e sistema linfatico € por meio dos receptores de
HDL (20).

No transporte reverso do colesterol, a extracdo do colesterol da célula pelas
moléculas de HDL é facilitada pela acdo do ABcA1l (7). O colesterol € ativamente
bombeado para fora das células pelo transportador ABcCA1 na apoA-l pobre em

colesterol, que se liga as células (7).

2.5 Lipoproteina (a)

A Lp(a) foi descrita por Berg em 1963, como sendo uma variante genética da
LDL. Apresenta semelhanca estrutural com a LDL uma vez que também apresenta a
apolipoproteina B-100 em sua constituicdo. No entanto, a Lp(a) tem em sua

constituicdo uma molécula de apo(a), proteina rica em carboidrato, ligada a
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apolipoproteina B-100 por pontes dissulfeto (5,11,33). A apo(a) € composta por um
dominio de protease inativa e dois dominios de estrutura tridimensional altamente

glicosilados de cadeias pesadas denominadas kringles (1).

Estudos apontam o figado como o principal érgado de sintese da Lp(a). O
processo ainda ndo foi bem elucidado, mas estudos in vitro indicam a sintese nos
hepatocitos com posterior associacdo a apolipoproteina B-100 na superficie celular.
A captacao da Lp(a) parece estar relacionada pela afinidade, mesmo que reduzida,
aos receptores da LDL ou a outros receptores como scavenger dos macrofagos,
receptor de megalina, de assialoglicoproteina, mas ainda ndo esta bem elucidada.
(1). A quantificacdo de Lp(a) pode ser realizada por ensaios que utilizam anticorpos
monoclonais anti-apo(a), enzima imunoensaio (ELISA), nefelométricos ou
turbidimétricos. Niveis reduzidos ndo estdo relacionados com quadros patoldgicos
(1). A funcéo fisiologica da Lp(a) ainda ndo € conhecida (3) e estudos nao
consideram sua participacdo no transporte e metabolismo lipidico (1,2,3). A Lp(a)
tem um tempo de meia vida na circulacdo entre 3 a 4 dias e valores plasmaticos
entre 0,1 a 300 mg/dL. Fatores hereditarios interferem diretamente nos seus niveis
plasmaticos e os fatores ambientais praticamente ndo atuam de forma positiva ou

negativa nessa grande variacao inter individual (2).

Niveis plasmaticos de Lp(a) ndo estdo associados a idade, sexo, diabetes,
dieta restritiva de colesterol ou ao uso de drogas que reduzem a concentracéo
plasmatica de colesterol como as estatinas, inibidores da enzima HMG-CoA
redutase (3). MARANHAO et al. 2014 sugeriram que tanto as estatinas como 0s
fibratos, drogas que diminuem a concentracdo plasmatica de colesterol e
triglicérides, ndo reduzem os niveis plasmaticos da Lp(a) sendo portanto, refrataria
ao estilo de vida e intervencdo medicamentosa (5,33). Por ndo sofrer tantas
interferéncias dos fatores ambientais e comportamentais a Lp(a) pode ser
considerada um marcador genético para o risco da doencga arterial coronéria (DAC)
(6). Por outro lado, BERMUDEZ et. al.2015 consideraram que habitos de vida, etnia,
horménios, idade e sexo interferem nos niveis plasmaticos de Lp(a), os quais
mencionaram ainda que o uso de medicamentos indicados para hipercolesterolemia
podem reduzir os valores de Lp(a), mas ndo sédo tdo eficientes quanto a
plasmaferese (34). Niveis elevados de Lp(a) podem ser considerados marcadores
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de risco independente para doencas cardiovasculares (33) que pode ser ainda mais
marcante em individuos com niveis elevados de LDL (5).

A Lp(a) esta relacionada com a ativacao da inflamacéo aguda e participa no
desenvolvimento de eventos aterotrombaéticos por favorecer a aterogénese e inibir
parcialmente os efeitos do sistema fibrinolitico. Essa ac¢do patogénica pode estar
relacionada aos niveis plasmaticos e/ou ao polimorfismo da apo(a) (3). Processos
inflamatorios agudos podem aumentar os niveis plasmaticos de Lp(a) de forma
transitoria (2). Niveis elevados de Lp(a), assim como de LDL, sao fatores de risco
para o desenvolvimento prematuro de aterosclerose e doencas cardiovasculares (5).
Valores plasmaticos acima de 30 mg/dL podem elevar o risco relativo para doencas

cardiovasculares em cerca de 1,6 vezes (33).

A Lp(a) apresenta semelhancas com o LDL e com o plasminogénio (4). A
apo(a) encontrada na Lp(a) apresenta homologia estrutural com o plasminogénio,
um componente do sistema fibrinolitico, como mencionado no item 2.10 (11,33).
Dessa forma, € de se esperar que niveis elevados de Lp(a) possam favorecer

eventos tromboticos por reduzir a fibrindlise.

2.6 Aterogénese

Aterosclerose € uma resposta do organismo resultante de uma doenca
inflamatoria crénica, que se inicia apoés injuria endotelial, de origem multifatorial (7).
As LDL plasmaticas em estado de hipercolesterolemia sofrem aumento expressivo
na endocitose, seja por receptores especificos e também inespecificos, fato que
aumenta a concentracdo de LDL nativa no interior da célula endotelial e assim
aumento do consumo de o6xido nitrico (NO) e producao de radicais livres (35). As
LDL sofrem oxidagdo na camada intima da artéria e, uma vez oxidadas, tornam-se
citotéxicas e induzem a migracdo de mondcitos que promovem a fagocitose,
enquanto macrofagos, transformam-se em células espumosas (23,35). Ocorre a

expressdo aumentada de varias moléculas pelas células endoteliais lesionadas
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como ICAM-1(molécula de adesao intercelular), E-selectina, VCAM-1 (molécula de
adesdo vascular) e a interleucina-8 (IL-8) recrutadora de neutrdfilos (23).

Sugere-se, portanto, que o principal fator envolvido no desencadeamento da
formacao da aterosclerose seja a oxidagdo da LDL com formag&o de LDL oxidada
(LDLox), quimiotaxia para mondocitos, com auxilio de receptores scavengers que
facilitam a fagocitose da LDLox culminando na formac&o de células espumosas
(23).

A aterosclerose € um processo gradativo e complexo que ainda conta com a
inativacdo do vasodilatador 6xido nitrico, devido a presenca de anion do tipo
superéxido. E, ainda devido a apoptose de células endoteliais, estimulada pela
presenca de radicais livres, resulta em um estado pro-coagulante que pode ter como

consequéncia o infarto do miocardio, infarto cerebral e/ou aneurisma aortico (23).

O processo consolida-se com a formacdo da placa aterosclerdtica devido a
juncao celular, produtos de necrose, componentes da matriz extracelular, que
podem ser estaveis e recobertas por colageno, ou ainda instaveis, quando
caracterizadas por processo inflamatdrio intenso e com grande capacidade
proteolitica. As placas ateroscleréticas instaveis quando se rompem e expdem seu

material lipidico se tornam altamente trombogénicas (7).

2.7 Inflamacgéo e aterosclerose

Por se tratar de um processo inflamatorio, além das citocinas, as proteinas de
fase aguda positivas sdo marcadores na patogénese da aterosclerose,
principalmente a proteina C reativa ultrassensivel (PCRus) (23). A PCRus é
considerada um bom marcador de risco para o infarto do miocardio, isquemia,
doenca vascular periférica e cardiovascular podendo estar elevada em condi¢cdes
consideradas fatores de risco como a obesidade, inflamacao, sindrome metabdlica,

diabetes e hipertenséo arterial (23,33).
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O método da PCRus tem sido amplamente estudado na predicdo de eventos
vasculares por ter maior sensibilidade e poder indicar o risco até mesmo em homens
e mulheres saudaveis (36). Além de ser um marcador associado a inflamacéo
cronica caracteristica na aterosclerose, atribui-se a PCR um papel na regulacdo da
adesdo molecular, no aumento da quimiotaxia relacionada a mondcitos, na reducao
da sintese de NO, no aumento da expressdo do inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1) e, assim, favorecendo a aterotrombose (33), fato que pode
ser potencializado com a ativacdo do sistema complemento e lise celular (23). Em
eventos ateroscleréticos, a PCR pode ter uma producdo extra-hepatica, em células
musculares lisas, macrofagos, células mononucleares especificas, células das
artérias coronarias e ceélulas epiteliais renais, sugerindo-se sua atuacao local sobre o

endotélio e outros tecidos (23).

2.8 Marcadores da hipercoagulabilidade e sistema fibrinolitico

A cascata de coagulagéo e o sistema fibrinolitico atuam de modo a manter a
hemostasia e evitar doencas tromboticas e hemorrégicas, respectivamente (37). O
modelo inicialmente delineado da coagulacdo (Figura 1) traduz o processo como
uma cascata de reacdes ativadas por acéo proteolitica de proteases plasmaticas em
uma sequéncia de zimogenos finalizando com a conversao do fibrinogénio em fibrina
por acdo da trombina (37,38). Tal modelo divide a coagulagdo em duas vias
(extrinseca e intrinseca) que unem-se na chamada via comum a partir da ativacao
do fator X (FX) (37,38). A via extrinseca tem a participacdo de elementos do espaco
extravascular e componentes do sangue, enquanto a via intrinseca € iniciada por
elementos do espaco intravascular. A via extrinseca recebe este nome pela forma
direta de ativacao do fator X pelo fator VII plasmatico (em presenca do fator tecidual
ou tromboplastina), enquanto a intrinseca, por requerer contato com superficie de
carga negativa e outros componentes do plasma para ativagado do fator Xl que, apos
ser ativado, ativa o fator Xl e, na sequencia, ativa o fator IX que, em presenca do
fator VIII ativado (em presenca de ions célcio), ativa o fator X, iniciando a via comum

que finaliza com a formacdo de fibrina (37,38). Quando o fator X ativado, em
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presenca de Va, Ca“"" e fosfolipides de carga negativa (complexo protrombinase)
atua sobre a protrombina, além da trombina, ocorre a geragdo do F1+2. Como a
trombina é instavel e dificil de ser dosada, pode-se utilizar a determinacéo dos niveis
plasmaticos do F1+2, cujos niveis refletem essa geracdo de trombina e podem
mensurar a mesma (39). Uma vez que esse modelo classico, idealizado em 1960,
nao consegue atender a alguns questionamentos relacionados a clinica de pacientes
portadores de disturbios hemostaticos, foi proposto um novo modelo para a cascata
de coagulacédo baseado em superficies celulares (40,41,42) e revisto por Ferreira et
al., 2010 considerando no entendimento atual do processo hemostatico, a inter-
relacdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma série de
estagios ou fases, e ndo em duas vias como antes. As fases de iniciacéo,
amplificacédo, propagacao e finalizacdo melhor representam o processo que garante

a circulacdo do sangue na forma liquida, restrita ao leito vascular (38) (Figura 2).

Figura 1 — Modelo da cascata de coagulag&o proposto em 1960
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Figura 2 — Modelo da cascata de coagulagédo baseada em superficies celulares
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* FERREIRA, C.N. et al. O novo modelo da cascata de coagulacdo baseado nas superficies
celulares e suas implicacdes. 2010, v. 32, n. 5, p. 416-421, Revista Bras. Hematol Hemoter.

O sistema fibrinolitico € responsavel pela dissolucdo do coagulo de fibrina
sendo estimulado ao iniciar-se o processo de coagulacao, impedindo o crescimento
descontrolado do trombo (43). A fibrindlise inicia-se quando o plasminogénio, uma
pré-enzima inativa, € convertida a plasmina pelo ativador do plasminogénio do tipo
tecidual (t-PA) ou ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA). Em seguida,
a enzima ativa, plasmina, degrada a fibrina promovendo a dissolucédo do coagulo de
fibrina. A plasmina, ao clivar sequencialmente uma série de ligacbes de moléculas
de fibrina, libera produtos de degradacdo da fibrina (PDF) e peptideos que
promovem a lise do codgulo. O principal PDF é o dimero-D (D-Di), considerado um
marcador de hipercoagulabilidade. O processo pode ser antagonizado pelo inibidor
do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) (6). O PAI-1 é uma glicoproteina

inibidora, da superfamilia serina protease, com capacidade para se ligar e inibir o t-
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PA e o u-PA, alterando o sistema fibrinolitico e, dessa forma, favorecendo o estado
de hipercoagulabilidade (44). A fibrindlise também pode ser inibida pelo inibidor da
fibrindlise ativado pela trombina (TAFI), um zimogeno plasmatico que quando
ativado pela trombina, tripsina ou plasmina, retira residuos de lisina da fibrina
impedindo assim sua degradacdo (37). Assim, a determinacdo dos niveis
plasmaticos dos componentes do sistema fibrinolitico (D-Di, PAI-1, TAFI e t-PA) e a
determinacdo dos niveis do fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) sdo bons
marcadores para avaliar alteracbes da fibrindlise e status hemostético, cujos
resultados podem sinalizar para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(39,45).

2.8.1F1+2

Niveis elevados do marcador de geracédo de trombina F1+2 constituem fator
de risco independente para trombose venosa profunda (TVP) (46). O aumento do
marcador F1+2 ¢é condizente com um estado de hipercoagulabilidade e
predisposicao a formacao de trombos (47), sendo também encontrado em grupos de

pacientes que sofreram infarto do miocardio (48).

2.8.2 Dimero D

O dimero D é o menor fragmento formado apds a degradacéo da fibrina, ou

seja, € um biomarcador do processo de formacédo e degradacao da fibrina (49,50).

Tem um alto valor preditivo negativo na TVP, pois quando seus niveis estao
dentro dos parametros de referéncia o D-Di é util para descartar dignostico de TVP.
No entanto, para o diagnéstico positivo os valores elevados devem ser condizentes

com a clinica e com avalia¢cdes complementares (50).
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Concentracfes plasmaticas elevadas do D-Di estdo relacionadas com a
formacao excessiva de fibrina e/ou atuacdo aumentada da plasmina (49). O D-Di
apresenta um valor preditivo positivo muito baixo no caso dos disturbios circulatérios
podendo apresentar-se elevado, acima de 500 pg/L, em processos inflamatorios,
infec¢des, necrose, cancer e no pos operatorério. Em geral, tem-se uma demanda
por exames complementares incluindo os de imagem, quando o D-Di apresenta
valores elevados e ndo se consegue descartar a trombose e/ou tromboembolismo
(51).

2.8.3 PAI-1

A inibicdo do sistema fibrinolitico ocorre com a atuacéo de serpinas (proteinas
inibidoras das proteases séricas) sobre os ativadores do sistema, sendo o principal

representante, dentre os inibidores, o PAI-1(52).

O PAI-1 modula a atividade do t-PA e reduz a sua atividade fibrinolitica.
Niveis elevados de PAI-1 aumentam o risco de tromboses por deficiéncia na
fibrindlise e sobreposicdo do efeito da coagulacdo, tornando-o um fator de risco

independente para disturbios circulatorios (53).

A variagdo na concentracdo sérica desse marcador, que o torna fator
trombofilico quando em niveis elevados, pode estar associada a alteracdes
congénitas, polimorfismos em seu gene e inducdo na biossintese pelo fator de
necrose tumoral (a-TNF), além do uso de horménios e fatores de crescimento
(53,54).

Apesar de ser considerado um bom biomarcador para quadros de
aterotrombose e disturbios cardiovasculares, a confiabilidade da padronizacdo e
determinacdo no ensaio clinico ainda € questionada no monitoramento do risco ou

prognéstico (33).
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2.8.4 Plasminogénio

O plasminogénio é uma pré-enzima inativa que no local onde o coagulo é
depositado se transforma em plasmina por acao do t-PA, ap0s ativacao provocada
por lesdo no endotélio (53). O t-PA é sintetizado no figado e sua deficiéncia e/ou
alteracdo podem estar atrelados de 1 a 2 % aos casos de trombose venosa em
jovens, sendo a sua deficiéncia considerada um fator trombofilico congénito com

prevaléncia média entre 1 a 2 % (53).

O sistema fibrinolitico pode ser avaliado indiretamente por meio da dosagem
do plasminogénio e concentragcdes plasmaticas reduzidas favorecendo a
manutencdo do coagulo por serem condizentes com um estado de hipofibrinélise
(55).

O sistema plasminogénio/plasmina esta envolvido em outros processos, além
do controle da hemostasia, como desenvolvimento tumoral, controle da matriz

extracelular, cicatrizacdo e processos infecciosos (52).

2.9 Aterosclerose e marcadores hemostaticos

A aterosclerose pode estar associada ao desequilibrio entre coagulagédo e
fibrindlise, fato que pode ser exemplificado pela acéo pré-coagulante do fator VII e
sua incidéncia na mortalidade por doencas cardiovasculares (24). Existe uma
correlacdo positiva entre o aumento da concentracdo do PAI-I com esses eventos
(24). Por outro lado, a molécula de HDL inibe a sintese do fator tissular por
apresentar o inibidor da via do fator tecidual (TPFI) em sua molécula, efeito contrario
a acao das lipoproteinas ricas em triglicérides, especialmente as VLDL, que
estimulam a secrecdo de fator tissular (24). Além do mais, o HDL tem efeito
anticoagulante estimulando a proteina C ativada que € responsavel pela inativacdo
dos fatores Va e Vllla (24).
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Quando em niveis plasmaticos reduzidos, o HDL reduz a capacidade
protetora associando-se também a fibrindlise como na hipercolesterolemia ou
hipertrigliceridemia, situacbes em que ocorre aumento de secrecdo de PAI-1 por
células endoteliais, sendo que a concentracdo sérica do HDL reduz a medida que

aumenta a concentracao do PAI-1 (24).

A aterotrombose €, portanto, dependente dos depédsitos de lipidios, da

multiplicacéo celular e de fatores hemostaticos (53).

2.10 Lipoproteina (a) e fibrindlise

Em fungcdo da semelhanca estrutural da apo(a) presente na Lp(a) com o
plasminogénio, a Lp(a) interfere na fibrindlise natural por inibicdo competitiva do
ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), dessa forma inibindo a geracdo de
plasmina e a fibrindlise, caracteristicas que conferem a Lp(a) propriedades pro-

aterogénicas (56).

A inibicdo do sistema fibrinolitico pela Lp(a) ndo € questionada, no entanto, o

mecanismo relacionado com essa inibicdo ainda € controverso (57).

O gene da apo(a) estd localizado no mesmo cluster do gene do
plasminogénio, situado no braco longo do cromossomo 6, podendo apresentar
diversas variantes em seus dominios, fato que levou a hip6tese da interferéncia da
Lp(a) no sistema fibrinolitico e o que justificaria a variagdo nos niveis plasméaticos em
uma mesma populacédo (2,3). O polimorfismo genético de tamanho (mais de 30
alelos variando de 300 a 800 KDa), atrelado ao gene da apo(a), indica a
apresentacao de diferentes isoformas que tém tamanho inversamente proporcional a
afinidade pela fibrina e, portanto, podem ser consideradas como fator de risco

diferente para doenca arterial coronariana (2).
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O gene da apo (a), especialmente um polimorfismo de tamanho no kringle 1V-
tipo 2 pode determinar a concentracdo da Lp(a) e assim interferir na susceptibilidade

dos eventos tromboticos (58).

2.11 Hormonios e implicacdes clinicas

A terapia de reposicdo hormonal tem sido questionada cada vez mais, se
considerados 0s riscos e beneficios diante das controvérsias na literatura, em
relagdo a demonstracdo dos horménios como fator de risco para doengas

cardiovasculares em mulheres menopausadas (10,59).

A gueda acentuada no nivel de estrogénio na menopausa aumenta o risco de
doencas cardiovasculares, sendo assim, a TRH pode apresentar uma tendéncia de
efeito cardioprotetor considerando-se o beneficio no perfil lipidico (59). A reducéo do
estrogénio favorece o aumento da Lp(a), o que também eleva esse risco (34). No
entanto, a TRH pode desfavorecer a anticoagulagdo natural ao reduzir os niveis de
antitrombina (AT), proteina C ativada (PCa) e proteina S favorecendo desse modo o
estado de hipercoagulabilidade, além de reduzir o TFPI (inibidor da via do fator
tissular) que impediria a ativacdo da via extrinseca da cascata de coagulacéo,
elevando-se assim os marcadores da coagulagdo como o F1+2, fibrinopeptideo A,
complexo trombina-antitrombina (TAT) e os produtos de degradacao da fibrina (PDF)
(Figura 3) (60).

Nas camadas que constituem 0S vasos sanguineos existe um ndamero
expressivo de receptores para o0 estrogénio e progestogénios, tornando-se assim,
um complicador nessa dindmica entre hormonios e doencas cardiovasculares (9). O
etinilestradiol, utilizado amplamente nos contraceptivos orais (CO), aumenta a
geracdo de trombina, fibrinogénio e os fatores VII, VI, IX, X Xl e Xl da
coagulacdo, além de reduzir os niveis da antitrombina e de proteina C, dois
anticoagulantes naturais (8), deixando clara a associacdo dos contraceptivos orais
combinados com o aumento do risco de trombose e eventos cardiovasculares,

principalmente pelo aumento da estase sanguinea e do estado de
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hipercoagulabilidade da usuaria (8,9). Essa interferéncia hemostasica pode ser
relacionada com a formulacédo de cada CO, que varia de acordo com a geragéo. Os
CO de primeira geracdo apresentam elevadas concentracoes de estrogénio e um
progestageno dito “antigo” por terem sido os primeiros a serem lancados no
mercado, como por exemplo, o acetato de ciproterona. Os de segunda geracao
apresentam o mesmo tipo de progestageno associados a concentracdes reduzidas
de estrogénio enquanto os de terceira geracao apresentam concentracdes reduzidas
de estrogénio associadas a novos progestagenos, por exemplo, a drospirenona. O
estrogénio é capaz de ativar a coagulacdo e o progestdgeno modula a ativacdo da
fibrindlise também realizada pelo estrogénio. Portanto os CO de primeira geracao,
com altas concentracbes de estrogénio, apresentam uma maior ativacdo da
coagulacdo quando comparado com os demais, mas também uma intensa ativacéo
da fibrindlise na tentativa de compensar o equilibrio hemostético. Os de segunda
geragao, com concentragdes reduzidas de estrogénio ativam menos a coagulagao e
tém uma compensacao melhor que os de terceira geracdo na ativacdo da fibrindlise
por ndo terem sofrido alteragcdo no progestageno como os de terceira geracdo, no
entanto, em todos os tipos, a ativacdo da fibrindlise ndo se equipara a ativacao da
coagulacao e a usuéaria permanece em um estado hipercoagulavel (Figura 4) (61).

A predisposicdo trombogénica extrinseca conta com uma resposta individual

ao uso de terapia hormonal, transfusdo de sangue e ao uso de anovulatérios (53).
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Figura 3 — TRH e sistema anticoagulante em mulheres com alto risco para TVP
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Figura 4 — Representagio esquematica do grau de ativacio da coagulagao e fibrindlise

induzido por contraceptivo oral de gerac8es diferentes
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* LEVI, M. etal. Oral contraceptives and hormonal replacement therapy cause an
imbalance in coagulation and fibrinolysis which
may explain the increased risk of venous thromboembolism. 1999;41(1):21-4, Cardiovasc Res.
(Adaptado).
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3 JUSTIFICATIVA

As doencgas cardiovasculares constituem uma das principais causas de morte
entre as mulheres no Brasil (62,63). Niveis elevados de Lp(a), alteracbes no sistema
fibrinolitico e idade, bem como o uso de horménios podem ser considerados fatores
de risco para tais eventos. Até o momento, mesmo sabendo do grande impacto da
Lp(a) na aterogénese, sua dosagem néao faz parte dos protocolos de rotina do perfil
lipidico. Cerca de 35% dos casos de eventos ateroscleréticos ocorrem em pacientes
gue ndo apresentam os fatores de risco classicos para doenca arterial coronariana
como, por exemplo, a idade, sexo, diabetes mellitus, hipercolesterolemia, tabagismo
e histérico familiar, o que sugere a participacdo de outros fatores ainda nédo
conhecidos ou pouco estudados, como a Lp(a) (6).

Diante desse cenério, justifica-se estudar a correlacdo dos niveis de Lp(a)
com os parametros do sistema fibrinolitico para avaliar se essa homologia estrutural
da Lp(a) com o plasminogénio pode ocasionar uma inibicdo significativa no sistema
fibrinolitico a ponto de alterar os valores do dimero D, um dos principais marcadores
de hipercoagulabilidade. Sendo muito utilizado na exclusdo de trombose venosa
profunda por ter um alto valor preditivo negativo, niveis de D-Di falsamente
reduzidos ou normais podem ser erroneamente interpretados, como dado isolado,
ou como critério para exclusdo de eventos cardiovasculares, quando na verdade
poderiam estar relacionados com uma deficiéncia do sistema fibrinolitico proveniente
da interferéncia de niveis elevados de Lp(a). Para relacionar a possivel deficiéncia
do sistema fibrinolitico com a interferéncia da Lp(a), e ndo a de outros fatores,
justifica-se determinar outros parametros que avaliam a competéncia do sistema
fibrinolitico como o ativador tecidual do plasminogénio, inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1, inibidor da fibrindlise ativado pela trombina e o marcador de
hipercoagulabilidade fragmento 1+2 da protrombina. Faz-se necessario, ainda,
verificar a interferéncia do uso de hormoénios e da idade nas concentracdes de Lp(a),
pois estes sao dois fatores de risco para os quadros patolégicos mencionados. Os
dados avaliados poderao nortear medidas preventivas e também auxiliar na tomada
de decisdo na prescricao de hormonios como contraceptivos em mulheres jovens ou

na terapia de reposicdo hormonal nas menopausadas. A Lp(a) podera ser utilizada
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como marcador na classificacdo de grupos de risco que devem ou nao fazer uso da
terapia hormonal. Varios estudos na literatura estudam a relacdo do sistema
fibrinolitico com hormoénios, outros estudos relacionam a Lp(a) com doencas
cardiovasculares, mas estudos que estudam a correlacdo a Lp(a) com o sistema
fibrinolitico comparando a influéncia hormonal com a idade, ainda sdo escassos.
Neste contexto, se as alteracGes na fibrindlise se mostrarem significativas em
mulheres de diferentes faixas etarias, em uso ou ndo de horménios, tais achados
poderdo contribuir para a elucidacdo do mecanismo pelo qual o aumento dos niveis

de Lp(a) a hipofibrindlise e, consequentemente, as doencas cardiovasculares.
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4 OBJETIVOS

4.10Dbjetivo geral

Avaliar o perfil lipidico, com énfase na Lp(a) e sua relagdo com parametros
hemostaticos em mulheres jovens e na pds-menopausa, em uso ou ndo de

hormonios.

4.20bjetivos especificos

a) Caracterizar o perfil lipidico mediante dosagens de Lp(a), apoA, apoB, CT,
HDL, LDL, triglicerideos, indice de Castelli Il e relacdo apoB/apoA

b) Avaliar os niveis de marcadores de hipercoagulabilidade (F1+2 e D-Di) e
fibrinodlise (PAI-1 e plasminogénio);

c) Investigar as diferencas dos perfis lipidicos e hemostaticos entre mulheres
jovens e menopausadas, em uso ou hao de hormdnio;

d) Investigar se, diante da homologia estrutural da Lp(a) com o plasminogénio,
0s niveis elevados de Lp(a) interferem ou ndo nos marcadores do sistema
fibrinolitico e da coagulagéo;

e) Avaliar os niveis plasmaticos de PCR e investigar sua relacdo com os perfis

lipidicos e hemostaticos;
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5 MATERIAL E METODOS

Este estudo, envolvendo mulheres jovens e no pés-menopausa, foi
inicialmente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG)
(Anexo A). Posteriormente a aprovacdo do COEP- UFMG procedeu-se a selecao
das participantes que foram esclarecidas sobre a pesquisa. Aquelas que estavam de
acordo em participar assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo B), bem como responderam um questionario com perguntas de
interesse médico e da pesquisa (Ficha Clinica) (Anexo C). As participantes foram
recrutadas sequencialmente da comunidade, incluindo jovens universitarias,
professoras e funcionarias da UFMG, amigas e familiares, conforme caracteristicas
descritas a seguir.

5.1 Casuistica

O presente trabalho foi composto por 82 mulheres classificadas em quatro grupos:

JP: jovens (18 a 30 anos) em uso de contraceptivo oral (n=20);

JN: jovens (18 a 30 anos) sem uso de contraceptivo oral (n=20);

MP: menopausadas (50 a 60 anos) em uso de terapia de reposicdo hormonal
(n=17) e

MN: menopausadas (50 a 60 anos) sem uso de terapia de reposicao hormonal
(n=25).

5.2 Critérios de inclusao e de nao inclusao:

5.2.1 Critérios de inclusdo
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e Sexo: mulheres;
e Faixa etaria: 18 a 30 anos (jovens) ou de 50 a 60 (menopausadas);
e Uso de hormodnios: sim ou ndo para cada faixa etaria (Jovens-CO e

menopausadas-TRH).

5.2.2 Critérios de ndo incluséo:

Doencas hepéticas, hematoldgicas, inflamatorias agudas, autoimunes,
malignas, insuficiéncia renal cronica, sindrome nefrgtica, diabetes mellitus,
obesidade (IMC>30), uso de antiagregante plaquetario ou de anticoagulante,
doencas tireoidianas, tabagismo, etilista crénico e uso de corticoides, anabolizantes,
isotretinoina, ciclosporina, antirretrovirais e anti-inflamatorios nédo esteroidais,

periodo de pos-menopausa superior a dez anos e gravidez.

As participantes que assinalaram algum dos critérios de ndo inclusdo ao
responder o questionario ndo foram submetidas a coleta do sangue. Uma das
menopausadas em uso de horménios foi excluida do estudo apdés a coleta de
sangue, pois apresentou niveis elevados de glicose por jejum inadequado. Dessa

forma, o grupo das MP apresentou um n de 17.

5.3 Amostras bioldgicas

Foram coletados 15 mL de sangue venoso (5 mL sem anticoagulante, 5 mL
em citrato de sédio 3,2% e 5 mL em EDTA), apos jejum de 12 horas, em tubos do
Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson), de cada participante do estudo que

preencheu os critérios de inclusdo e assinou o termo de consentimento.
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A ordem da coleta seguiu a recomendacgédo do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) a fim de eliminar possiveis interferéncias. A primeira coleta foi
feita no tubo sem anticoagulante, seguida da coleta com tubo contendo citrato de

sodio e finalizada com o tubo contendo EDTA.

A coleta de algumas das participantes foi realizada no laboratério de
bioquimica clinica da Faculdade de Farmacia da UFMG, outras em domicilio e as

demais em laboratério privado de apoio, localizado na cidade de Varginha/MG.

As amostras de sangue obtidas em citrato de sodio foram centrifugadas de
acordo com o protocolo estabelecido pelo setor de hematologia clinica do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da
UFMG para obtencdo do plasma pobre em plaguetas. O tubo de coleta foi
centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos, os dois ter¢os superiores do sobrenadante
transferidos para um tubo de ensaio e uma nova centrifugacao realizada a 3.500 rpm
por 15 minutos. Apenas o0s dois tercos superiores do sobrenadante foram
distribuidos em aliquotas e estocados a -80°C, para posterior determinagcdo dos
seguintes parametros: PAI-1, F1+2, dimero D e plasminogénio.

As amostras de sangue obtidas sem anticoagulante foram centrifugadas a
1.500 rpm por 15 minutos para separacao do soro, distribuidas em aliquotas, tendo
sido utilizada uma aliquota para determinacdo imediata do colesterol total, HDL,
triglicérides e glicose. As demais aliquotas foram estocadas a -80°C para a

determinacao posterior da Lp(a), PCRus, apoA-I e apoB.

As amostras de sangue obtidas com o anticoagulante EDTA tiveram uma
aliquota de sangue total reservada antes da separacao do plasma por centrifugacao.
Na sequéncia foi realizada uma centrifugagédo a 1.500 rpm por 15 minutos para a
obtencdo do plasma em EDTA. O sangue total e as aliqguotas do plasma também
foram estocados a -80°C. Tanto o sangue total quanto o plasma em EDTA foram

reservados para determinagcdes em projetos futuros.

No momento da andlise, as aliquotas foram descongeladas e processadas de

acordo com a indicacao de cada fabricante.
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5.4 Delineamento experimental

Os seguintes parametros foram avaliados neste projeto:

e Colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL,
triglicerideos, lipoproteina(a) e apolipoproteinas A-l e B, para avaliacdo do
perfil lipidico convencional e ndo convencional;

e Glicose em jejum para avaliagéo do perfil glicémico;

e Proteina C reativa ultrassensivel para avaliacédo do perfil inflamatério;

e PAI-1, dimero D, plasminogénio e F1+2, para avaliar o sistema fibrinolitico e
ativacdo da cascata de coagulacéo.

5.5 Métodos

e Colesterol total

A determinacdo do colesterol total foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnéstico COLESTEROL Liquiform - LABTEST ® cujo principio analitico é o
método enzimatico colorimétrico de ponto final. O ensaio foi realizado utilizando-se o
analisador bioquimico semiautomatico da marca THERMO PLATE®, modelo TP
Analyzer plus. Segundo o fabricante do kit diagndstico, € desejavel que o valor do

colesterol total esteja abaixo de 200 mg/dL.

e Colesterol HDL

A determinacdo do colesterol HDL foi realizada no soro utilizando o conjunto

diagnostico HDL LE - LABTEST ® cujo principio analitico € determinacdo direta
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cinética por meio de acelerador-detergente seletivo. O ensaio foi realizado
utilizando-se o analisador bioquimico semiautomatico da marca THERMO PLATE®,
modelo TP Analyzer plus. Segundo o fabricante do kit diagndstico, € desejavel que o

valor do HDL esteja superior a 60 mg/dL.

e Colesterol LDL e VLDL

A concentragdo do LDL plasmatico foi estimada utilizando-se um
procedimento simplificado descrito por FRIEDEWALD et al. (1972). Neste método,
os niveis de CT, TG e HDL previamente determinados e as concentra¢cfes obtidas
expressas em mg/dL. O VLDL é estimado como o valor de TG plasmatico dividido

por cinco (TG/5), e o LDL pode ser calculado usando-se a seguinte equacao:
LDL = colesterol total — [HDL + (TG/5)]

Esta equacdo ndo € apropriada para ser usada em amostras nas quais as
concentragdes de TG excedam 400mg/dL, bem como em presenca de quilomicrons
e cabe ressaltar que nenhuma das participantes enquadrou-se nessa limitacdo da
formula. A sociedade Brasileira de Cardiologia apresenta os seguintes valores de
referéncia para LDL: Otimo <100 mg/dL, desejavel 100-129 mg/dL, limitrofe 130-150
mg/dL, alto 160-189 mg/dL e muito alto > 190 mg/dL. O valor do VLDL seja inferior a
30 mg/dL (13).

e Triglicérides

A determinacdo dos triglicerideos foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico TRIGLICERIDES Liquiform - LABTEST ® cujo principio analitico é o
método enzimético colorimétrico. O ensaio foi realizado utilizando-se o analisador
bioquimico semi-automatico da marca THERMO PLATE®, modelo TP Analyzer plus.
Segundo o fabricante do kit diagnostico, € desejavel que o valor do triglicérides

esteja abaixo de 150 mg/dL.
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e Lipoproteina (a)

A determinacdo da Lp(a) foi realizada no soro utilizando o conjunto diagndstico
INVITRO® LIPOPROTEINA(a), cujo principio analitico é o método turbidimétrico
com latex aprimorado, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio
foi realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema completamente
automatizado. Segundo o fabricante do kit diagndstico, € desejavel que o valor da
lipoproteina (a) esteja abaixo de 30 mg/dL.

e Apolipoproteina A-I

A determinacao da apolipoproteina A-1 foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico INVITRO® APOLIPOPROTEINA A-l (apoA-l) TURBIDIMETRIA cujo
principio analitico € o imunoensaio turbidimétrico. O ensaio foi realizado utilizando-
se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema completamente automatizado. Segundo
o fabricante do kit diagndstico, é desejavel que o valor da apo-Al esteja entre 101 e
223 mg/dL.

e Apolipoproteina B

A determinacdo da apolipoproteina B foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnostico INVITRO® APOLIPOPROTEINA B (apoB) TURBIDIMETRIA cujo
principio analitico € o imunoensaio turbidimétrico. O ensaio foi realizado utilizando-
se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema completamente automatizado. Segundo
o fabricante do kit diagndéstico, é desejavel que o valor da apo-B esteja entre 53 e
182 mg/dL.

e Glicose em jejum

A determinacéo da glicose de jejum foi realizada no soro utilizando o conjunto
diagnéstico GLICOSE Liquiform - LABTEST® cujo principio analitico € o método
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enzimatico colorimétrico. O ensaio foi realizado utilizando-se o analisador bioquimico
semi-automatico da marca THERMO PLATE®, modelo TP Analyzer plus. Segundo o
fabricante do kit diagnéstico, é desejavel que o valor da glicose esteja entre 60 e 99
mg/dL.

e Proteina C Reativa ultrassensivel

A determinacdo quantitativa da PCRus foi realizada no soro através do uso do
conjunto diagnéstico hsCRP - VITROS®, cujo principio analitico é o método
turbidimétrico com latex aprimorado-quimica seca. O ensaio foi realizado utilizando-
se o0 aparelho ORTHO CLINICAL DIAGNOSTICS-Johnson&Johnson Company, em
sistema completamente automatizado. Segundo o fabricante do kit diagnostico, é

desejavel que o valor da PCRus esteja abaixo de 10 mg/L.

e PAI-1

A determinacéo do PAI-1 plasmatico foi realizada em plasma citratado, utilizando
0 conjunto diagnostico IMUBIND® Plasma PAI-1 ELISA (Sekisui Diagnostics®), cujo
principio analitico € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura, seguindo as
instrucdes de uso fornecidas pelo fabricante. A leitura do teste foi realizada no
aparelno  SPECTRA MAX®340PC384 MICROPLATE READER. Segundo o
fabricante do kit diagndstico, € desejavel que o valor do PAI-1 esteja entre 2 e 47

ng/mL.

¢« F1+2

A determinacéo do F 1+2 plasmatico foi realizada no plasma citratado utilizando
0 conjunto diagnoéstico ENZYGNOST F 1+2 monoclonal (Dade Behring®), cujo
principio analitico é o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura, seguindo as

instrucdes de uso fornecidas pelo fabricante. A leitura do teste foi realizada no
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aparelno  SPECTRA MAX®340PC384 MICROPLATE READER. Segundo o
fabricante do kit diagnéstico, é desejavel que o valor do F1+2 esteja entre 69 e 229

pmol/L.

e Dimero D

A determinacdo do dimero D plasmatico foi realizada em plasma citratado,
utilizando o conjunto diagndstico Vidas® D-Dimer exclusion I, cujo principio analitico
€ 0 ensaio imunoenzimatico pela técnica ELFA (Enzyme linked fluorescent assay),
seguindo as instrucdes de uso fornecidas pelo fabricante. A leitura do teste foi
realizada no aparelho miniVidas®. Segundo o fabricante do kit diagndstico, é

desejavel que o valor do D-Di seja inferior a 500 ng/mL.

¢ Plasminogénio

A determinagdo do plasminogénio plasmatico foi realizada em plasma citratado,
utilizando o conjunto diagnostico GLU PLASMINIGEN ELISA (Sekisui Diagnostics®),
teste utilizado apenas na pesquisa, cujo principio analitico € o0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de captura, seguindo as instru¢cdes de uso fornecidas pelo
fabricante. A leitura do teste foi realizada no aparelho SPECTRA MAX®340PC384
MICROPLATE READER. Segundo o fabricante do kit diagnéstico, € desejavel que o

valor do plasminogénio esteja entre 60 e 250 pug/mL.

5.6 Andlise estatistica

Inicialmente, foram realizadas comparagdes, pelo teste de Mann-Whitney, entre
as medianas das variaveis quantitativas para os trés pares de grupos: JN x JP, MN X
MP e JN x MN. A comparacao dos grupos JP x MP néo foi realizada uma vez que as

terapias ndo sao comparaveis. Os resultados para as variaveis CT, HDL, LDL, TG,
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Lp(a), apoA-I, apoB, PAI-1, F1+2, D-Di, PCRus e Plasminogénio sdo apresentados
como mediana e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75). A diferenca entre as
medianas destas variaveis nos grupos comparados foi considerada estatisticamente
significativa se valor p<0,05.

Posteriormente, foi realizada uma andlise de correlacdo em cada um dos
grupos separadamente e também para todas participantes em conjunto. Considerou-
se o coeficiente de correlacdo linear de Pearson maior ou igual a 0,8 com valor
p<0,02, como indicador de uma correlagéo forte. Adicionalmente, comparou-se o
indice de Castelli Il (LDL/HDL) e as relacbes apoB/apoA-l, PAI-1/D-Di, e
Lp(a)/Plasminogénio.

Para a analise estatistica, foram utilizados os programas MINITAB versao 15.0
e Prisma PAD.
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6 RESULTADOS

Para o perfil lipidico convencional, foram observadas diferencas significativas
para as concentracdes de CT, em mg/dL, entre os grupos JN x JP, MN x MP e; JN x
MN; para o HDLc diferengas significativas foram encontradas entre os grupos JN x
MN; e para o LDLc entre os grupos MN x MP e JN x MN. Para o VLDLc e
triglicerideos houve diferencas significativas entre os grupos JN x JP e; JN x MN.
(Tabela 1a e 1b).

Tabela 1a — Resultados do perfil lipidico, em mg/dL, dos marcadores bioquimicos CT, HDL e

LDL
Grupo (n) CT p HDL p LDL p
JN (20) 156,00 (134,25—172,75)|0,0144 67,00 (49,03-71,00) 0,1556 84,00 (52,70-97,05) 0,4570
JP (20) 173,00 (162,00-192,75) 72,50 (60,10-79,75) 84,80 (75,05-100,85)

MN (25) 202,00 (175,50-245,50) [0,0416 47,20 (38,25-56,30) 0,3496 131,50 (108,70-148,40) [ 0,0083

MP (17) 177,00 (161,50-237,50) 51,60 (37,75-66,00) 95,80 (87,80-128,70)
JN (20) 156,00 (134,25-172,75)|0,0001| 67,00 (49,03-71,00) [0,0309 84,00 (52,70-97,05) |0,0001
MN (25) 202,00 (175,50-245,50) 47,20 (38,25-56,30) 131,50 (108,70-148,40)

Tabela 1b — Resultados do perfil lipidico, em mg/dL, dos marcadores bioquimicos VLDL e TG

Grupo (n) VLDL p TG p
JN (20) 14,30 (12,65-16,40) 0,0007| 71,50 (63,25-82,00) 0,0007|
JP (20) 18,90 (16,15-24,75) 94,50 (80,75-123,75)

MN (25) 21,00 (16,40-31,80) 0,8778 105,00 (82,00-159,00) 0,8778
MP (17) 23,60 (18,20-27,10) 118,00 (91,00-135,50)

JN (20) 14,30 (12,65-16,40) | 0,0001 71,50 (63,25-82,00) |0,0001
MN (25) 21,00 (16,40-31,80) 105,00 (82,00-159,00)

* CT= colesterol total; HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade;
VLDL= lipoproteina de muito baixa densidade; TG= triglicérides. JP= Jovens em uso de
contraceptivos oral; JN= Jovens ndo em uso de contraceptivos orais; MP= Menopausadas em uso de
terapia de reposicdo hormonal; MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicdo hormonal.
n= NUmero de componentes no grupo. Teste de Mann-whitney (valores expressos como mediana e
intervalo interquartilico: Q1-Q3). Valores-p do teste ao nivel de 5% de significancia.
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Quanto ao perfil lipidico complementar, diferencas significativas para as
variaveis apoA-l x apoB, mg/dL, entre os grupos JN x JP e, para os grupos JN x MN
foram observadas. Ao contrario, ndo foram observadas diferencas significativas

entre as concentracdes de Lp(a) para nenhum dos grupos em estudo (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do perfil lipidico complementar (mg/dL) para os marcadores
bioquimicos Lp(a), apoA-l e apoB

Grupo (n) Lp(a) p apoAl p apoB p
IN (20) 21,95 (9,40-51,97) 0,9892 140,00 (123,25-149,75) | 0,0001 74,50 (65,00-81,75) 0,0014
JP(20) 19,05 (8,85-42,58) 176,00 (155,75-217,25) 88,50 (76,75-102,75)

MN (25) 22,10(10,95-66,05) 0,1956 153,00 (140,00-174,50) 0,3836 101,00 (79,00-118,50) 0,2139

MP (17) 12,70 (3,60-52,05) 168,00 (135,00-190,00) 84,00 (76,50-106,50)
IN (20) 21,95(9,40-51,97)  0,4932 140,00 (123,25-149,75) [ 0,0086| 74,50 (65,00-81,75) 0,0003
MN (25)  22,10(10,95-66,05) 153,00 (140,00-174,50) 101,00 (79,00-118,50)

*Lp(a)= lipoproteina(a); apoA-I= apolipoproteina A-l; apoB= apolipoproteina B. JP= Jovens em uso de
contraceptivos orais; JN= Jovens ndo em uso de contraceptivos orais; MP = Menopausadas em uso
de terapia de reposicdo hormonal; MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicao
hormonal. n= NUmero de componentes no grupo. Teste de Mann-whitney (valores expressos como
mediana e intervalo interquartilico: Q1-Q3). Valores-p do teste ao nivel de 5% de significancia.

Quanto aos marcadores hemostaticos, foi observada diferenca significativa
para o marcador hemostético entre os grupos JN x JP para o marcador F1+2, em
pmol/L. Em relacdo aos grupos JN x MN, todos os marcadores hemostaticos foram
significativos, inclusive o Di D, em ng/mL e o PAI-1, em ng/mL. Para o
plasminogénio, pg/mL, todos os grupos apresentaram diferencas significativas
exceto o grupo MN e MP (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados dos marcadores hemostaticos PAI-1, F1+2, D-Di e Plasminogénio

Grupo (n) PAI-1 p F1+2 p Di D p Plasminogénio p
IN (20) 33,55(17,05-42,33)  0,3438 218,30(176,40-278,00) | 0,0009 | 156,10 (128,80-282,60)  0,0679 64,75 (60,88-67,72) | 0,0001
JP (20) 21,90 (15,95-37,88) 385,50 (283,80-628,40) 234,60 (188,70-311,80) 73,45 (72,10-75,10)

MN (25) 50,00 (32,70-75,65) 0,5053 378,70(285,60-517,00) 0,6631 328,80 (225,40-510,50) 0,4420  61,60(59,70-62,90) 0,9082

MP (17) 61,20 (38,65-68,60) 374,80 (308,10-458,80) 278,60 (208,20-339,50) 61,20 (55,75-66,25)
IN (20) 33,55(17,05-42,33) | 0,0136 ] 218,30 (176,40-278,00) | 0,0001| 156,10(128,80-282,60) | 0,0004 | 64,75 (60,88-67,72) | 0,0102
MN (25) 50,00 (32,70-75,65) 378,70 (285,60-517,00) 328,80 (225,40-510,50) 61,60 (59,70-62,90)

*PAI-1= inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; F1+2= fragmento 1+2 da protrombina; D-Di =
dimero D e plasminogénio em, ng/mL, pmol/L, ng/mL, pug/mL respectivamente. JP = Jovens em uso
de contraceptivos oral; JN= Jovens ndo em uso de contraceptivos orais; MP= Menopausadas em uso
de terapia de reposicdo hormonal; MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicao
hormonal. n= Niamero de componentes no grupo. Teste de Mann-whitney (valores expressos como
mediana e intervalo interquartilico: Q1-Q3). Valores-p do teste ao nivel de 5% de significancia.
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As concentragbes, em mg/L, para a proteina C reativa ultrassensivel,
marcador de inflamac&o e do risco cardiaco, apresentaram diferencas significativas
entre os grupos JN x JP e; JN x MN. (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados da PCRus, em mg/L.

Grupo (n) PCRus p

IN (20) 2,50 (2,00-6,00) | 0,0002
JP (20) 6,50 (4,00-9,75)

MN (25)  7,00(5,00-11,00)  0,7390
MP (17) 7,00 (4,00-12,00)

IN (20) 2,50 (2,00-6,00) | 0,0001

MN (25) 7,00 (5,00-11,00)

*PCRus= proteina C reativa ultrassensivel. JP = Jovens em uso de contraceptivos oral; JN= Jovens
nao em uso de contraceptivos orais; MP = Menopausadas em uso de terapia de reposi¢cdo hormonal;
MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicao hormonal. n= NUmero de componentes no
grupo. Teste de Mann-whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartilico: Q1-Q3).
Valores-p do teste ao nivel de 5% de significancia.

Para o indice de Castelli Il (LDL/HDL), diferencas significativas foram
observadas nos grupos MN x MP e JN x MN. Para as demais relacdes calculadas
(apoB/apoA-l, PAI-1/D-Di e Lp(a)/Plasminogénio) ndo se observou diferenca

significativa (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados do indice de Castelli Il e demais relages.

Grupo (n) LDL/HDL p apoB/apoAl p PAI-1/DiD P Lp(a)/PLASMINOG p
IN(20) 1,18(0,81-2,24) 09246  0,52(047-0,60)  0,3235 0,14 (0,10-0,21) 00810  0,30(015-0,80)  0,7764
IP(20) 1,20(0,99-1,45) 0,50 (0,37-0,63) 0,10(0,06-0,17) 0,25(0,12-0,59)

MN (25) 2,71(2,05-3,61) 0,0429 0,62 (0,47-0,81) 0,1306 0,14 (0,12-0,21) 0,3698 0,36 (0,18-1,04) 0,2001
MP (17) 1,86(1,35-3,11) 0,52 (0,47-0,62) 0,16 (0,13-0,25) 0,21(0,06-0,82)
IN (20) 1,18(0,81-2,24) 0,0001 0,52 (0,47-0,60) 0,0932 0,14 (0,10-0,21) 0,8640 0,30(0,15-0,80) 0,3792
MN (25) 2,71(2,05-3,61) 0,62 (0,47-0,81) 0,14 (0,12-0,21) 0,36 (0,18-1,04)

*Indice de Castelli II= LDL/HDL; apoB/apoA-I= apolipoproteina B /apolipoproteina A-l; PAI-1/D-Di=
inibidor do ativador do plasminogénio-1/Dimero D e Lp(a)/Plasminogénio)= Lipoproteina A/
Plasminogénio. JP= Jovens em uso de contraceptivos orais; JN= Jovens ndo em uso de
contraceptivos orais; MP= Menopausadas em uso de terapia de reposicdo hormonal; MN=
Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicado hormonal. n= NiUmero de componentes no grupo.
Teste de Mann-whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartilico: Q1-Q3). Valores-
p do teste ao nivel de 5% de significancia.
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Na andlise de correlagéo entre os pares de variaveis considerando-se um unico
grupo (n=82), ndo se observou correlacdes fortes (coeficiente de Pearson = 0,8 com
p<0,02). Isto significa que ndo ha interferéncia de uma variavel sobre a outra: os
valores de uma variavel ndo aumentam nem diminuem em funcdo dos valores da
outra variavel.

No entanto, no grupo JN (n=20), encontrou-se correlacao forte e significativa
entre as variaveis F1+2 e TG e entre as variaveis F1+2 e VLDL; e, no grupo MN
(n=25), entre as variaveis apoB e CT e entre as variaveis apoB x LDL (Tabela 6).
Nenhuma justificativa plausivel para a correlacdo entre o F1+2 e TG, bem como

entre o F1+2 e VLDL, foi encontrada na literatura.

Tabela 6 — Resultados dos coeficientes de correlagéo linear de Pearson, r 2 0,8 e p< 0,02

Grupos  Variaveis n r p
JN  F1+2eTG 20 0,824 0,001
JN  Fl+2eVLDL 20 0,824 0,001
MN apoBeCT 25 0877 0,001
MN apoBe LDL 25 0,835 0,001

*F1+2= fragmento 1+2 da protrombina; apoB= apolipoproteina B; TG= triglicérides; VLDL=
lipoproteina de muito baixa densidade; CT= colesterol total; LDL= lipoproteina de baixa densidade. J=
Jovens ndo em uso de contraceptivos orais; MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicao
hormonal. n= Nimero de componentes no grupo.

Tabela 7a — Percentual (%) de participantes com resultados fora do valor de referéncia para os
parametros lipidicos e hemostasicos analisados

GRUPO CT HDL LDL VLDL TG Lp(a) apoA apoB
JP 15 20 25 5 5 40 15 0
JN 5 40 20 5 5 40 0 0
MP 24 59 41 6 6 29 6 0
MN 52 68 80 28 28 44 0 4

Tabela 7b — Percentual (%) de participantes com resultados fora do valor de referéncia para os
parémetros lipidicos e hemostasicos analisados

GRUPO PAI-1 F1+2 DiD PCRus PLASM. CAST. apoB/apoA
JP 15 80 10 25 0 0 0
JN 15 45 5 0 15 10 0
MP 59 94 12 35 47 29 0
MN 48 100 24 36 24 44 12

* CT= colesterol total; HDL= lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade;
VLDL= lipoproteina de muito baixa densidade; TG= triglicérides. *Lp(a)= lipoproteina (a); apoA=
apolipoproteina A-l; apoB= apolipoproteina B; PAI-1= inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1;
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F1+2= fragmento 1+2 da protrombina; D-Di = dimero D; PCRus=proteina C reativa ultrassensivel;
PLASM.=plasminogénio; CAST.=indice de Castelli 1l e apoA/apoB= apolipoproteinaA-
I/apolipoproteinaB. JP= Jovens em uso de contraceptivos oral; JN= Jovens ndo em uso de
contraceptivos orais; MP= Menopausadas em uso de terapia de reposicdo hormonal; MN=
Menopausadas ndo em uso de terapia de reposi¢cao hormonal.

Ao distribuir as participantes em dois grupos, mulheres com Lp(a) < 30 mg/dL
e mulheres com Lp(a) > 30 mg/dL, e comparar as medianas dos marcadores, ndo
observou-se diferenca significativa a 5%, apenas no D-Di a 10%. Também n&o
houve diferencas significativas nas concentracdes de Lp(a) para o grupo com Lp(a)
> 30 mg/dL, entre os grupos JNxJPXMNxMP; JNxJP; Jovens x menopausadas;
participantes sem uso de hormoénios x com uso de hormdnios; e sem hormoénios x

em uso de CO x em uso de TRH.

A dosagem de glicose foi realizada apenas para comprovacéo e incluséo das
participantes que apresentaram valores dentro dos valores de referéncia conforme
anexo D (Tabela 8)

Tabela 8 — Resultados da glicose sérica, em mg/dL

Grupo (n) Glicose p
JN (20) 73,50 (69,00-80,00) 0,6359
JP (20) 75,00 (70,25-79,00)

MN (25) 89,00 (82,50-93,50)  0,2876
MP (17) 84,00 (80,00-91,00)

IN (20) 73,50 (69,00-80,00) 0,0001

MN (25) 89,00 (82,50-93,50)

JN= Jovens ndo em uso de contraceptivos orais; MP= Menopausadas em uso de terapia de
reposicao hormonal; MN= Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicao hormonal. n= Nimero
de componentes no grupo. Teste de Mann-whitney (valores expressos como mediana e intervalo
interquartilico: Q1-Q3). Valores-p do teste ao nivel de 5% de significancia.



60

7 DISCUSSAO

7.1 Perfil lipidico convencional

O uso de horménios impactou de forma diferente entre as mulheres jovens e
as menopausadas, tendo sido observadas diferencas tanto nos resultados dos
biomarcadores quanto no tipo de interferéncia (positiva ou negativa). Jovens em uso
de contraceptivos orais apresentaram valores de CT, VLDL e TG significativamente
mais elevados quando comparados com nao usuarias, enquanto os hormonios
utilizados na TRH interferiram apenas nos niveis do CT e LDL de modo a reduzi-los,

sugerindo um efeito desfavoravel dos contraceptivos e protetor da TRH.

O efeito protetor da TRH também foi sugerido por Soma et. al (1991),
investigou o efeito da TRH (estrogénio-progestagénio) sobre as concentragbes
plasmaticas de Lp(a) em 30 menopausadas com meédia de idade de 53 anos. As
coletas foram realizadas no momento zero, apos 6 meses e no 12° més, e foi
possivel concluir que a TRH (estrogénio-progestagénio) pode reduzir o risco
cardiovascular por elevar o HDL e reduzir o LDL (62).

O efeito negativo dos contraceptivos orais foi observado no estudo de Santos
et. al (2008), que buscou avaliar os seus efeitos sobre os lipides em 20 mulheres
gue utilizavam CO (JP) e que néao utilizavam (JN) com idade média de 23,5 anos.
Estes autores reportaram que as concentracbes plasmaticas, em mg/dL, de
triglicérides (JP= 148,JN=74) e de colesterol (JP= 219,JN=156) do grupo que
utilizava CO foram superiores as do grupo controle (63).

No presente estudo, os CO utilizados pelas voluntarias do grupo JP variaram
entre etinilestradiol/acetato de ciproterona, etinilestradiol/clormadinona,
etinilestradiol/desogestrel, etinilestradiol/drospirenona, etinilestradiol/gestodeno e
etinilestradiol/levonorgestrel (Anexo E). Nao foi possivel estratificar o grupo JP em
subgrupos classificados de acordo com o principio ativo, pois o n (hamero amostral)
de cada subgrupo seria muito reduzido para uma analise estatistica satisfatoria,

impossibilitando assim, a analise de cada tipo de CO sobre as variaveis em guestao.
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A andlise estatistica ndo contemplou os dados de caracterizacdo clinica das
participantes (Anexo F).

A idade foi significante em todos marcadores do perfil lipidico classico nas
mulheres que ndo utilizam hormonio, tendo sido observada a elevacdo de todos
testes que compdem o perfil lipidico classico, com exce¢do do HDL. Por outro lado,
no grupo que utilizava o hormoénio, alteracdes significativas foram observadas
apenas no HDL e LDL, sendo possivel sugerir uma reducdo no impacto da idade

guando o uso do hormoénio é indicado.

Consoante ao estudo em questdo, Anagnostis et. al (2015) trabalhou com
um grupo de 515 mulheres ndo menopausadas e 518 menopausadas que nao
faziam uso de medicamentos que interferem no metabolismo lipidico e nenhum tipo
de hormodnio. Estes autores obtiveram como resultado uma elevacdo nas
concentracfes dos marcadores do perfil lipidico (CT, LDL, TG) com excec¢ao do HDL
nas menopausadas (ndo em uso de horménio) quando comparadas com 0S
resultados das ndo menopausadas (ndo em uso de hormoénio) (64), confirmando o
efeito protetor dos estrogénios com o avanco da idade.

7.2 Perfil lipidico complementar

No grupo estudado, a Lp(a) ndo sofreu interferéncia da idade e nem do uso
de hormoénios, contrariando a hipétese inicial do projeto, a qual foi aventada em
funcdo de casos isolados que, ao longo do tempo, mostraram aumento substancial
na determinacdo dos niveis de Lp(a). Portanto, a Lp(a) ndo apresentou diferenca
significativa em nenhuma das anadlises e correlagfes, fato que pode ser justificado
pelo seu determinante de cunho genético, sendo grande parte desse, relacionado a

um dos seus componentes estruturais, a apoA.

Boerwinkle et. al.(1992) apds estudar 48 familias, consideraram que 70 % da
variacdo plasmatica da Lp(a) esta relacionada a variacdo no tamanho da apoA e,
ainda, reforca a ideia de que as diferencas nas concentracdes plasmaticas da Lp(a)

sdo hereditarias e inversas ao numero de repeticdo do kringle 4 no gene da apoA
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(65). Em seu estudo, que correlaciona a variacdo da concentracdo plasmatica da
Lp(a) com o perfil genético da apoA, ndo observou diferenga significativa, assim
como no presente estudo, em relacdo a idade ou a concentracdo de outras
lipoproteinas do plasma nos niveis plasmaticos de Lp(a). Estes autores concluiram
que, diante da auséncia de influéncias ambientais e fisiolégicas, é possivel sugerir

gue a os niveis de Lp(a) sdo, em grande parte, determinados geneticamente (65).

GALVANO et.al. (2010) reafirma a ocorréncia da correlacao inversa entre o
tamanho da isoforma da apoA e a concentracdo plasmatica da Lp(a), e sugere que
essa concentracao estaria relacionada com o grau de degradacgéo da apoA antes de
sua insercdo na molécula de Lp(a), justificando assim concentracfes plasmaticas de
Lp(a) por ordem genética, por meio do polimorfismo da apoA, mas ainda com

mecanismo nao totalmente elucidado (3).

Contrariando os dados obtidos no presente estudo, Harukuni et. al (2002)
concluiu que o envelhecimento eleva a concentracdo plasmatica da Lp(a)
especialmente nos fendtipos de baixo (isoformas F, B, S1) e médio (isoforma S2)
peso molecular da apoA, sendo que a média da concentragdo plasmatica da Lp(a)
diminuiu com o aumento do peso molecular da apoA em cada grupo de idade (20-
39, 40 a 59 e 60-88 anos) e aumentou com o envelhecimento em cada grupo
fenotipico (66). Harukuni et. al (2002) extrapolou a genética e mencionou que a
média das concentracbes plasmaticas de Lp(a) aumentam com a idade

independente do fenatipo (66).

Nago et.al. (1995), em estudo que contou com a participacdo de 1762
mulheres acima de 30 anos, observou que niveis de Lp(a) sdo alterados por alguns
fatores como IMC, sexo e idade; e que néo correlaciona-se com o perfil lipidico (67).
Em concordancia parcial com o estudo anterior, Jenner et.al. (1993) estudou um
grupo de 1394 mulheres, tendo verificado também uma associacdo significativa
entre a Lp(a) e a idade (20-70 anos), no entanto, ndo verificou associacdo entre
Lp(a) e IMC. O grupo também observou valores de Lp(a) 19% acima em mulheres
menopausadas quando comparadas com mulheres ndo menopausadas e esse
percentual apds correcdo da idade foi de 8%, no entanto, tais valores ndo foram
considerados estatisticamente significativos (68). Jenner et.al (1993), assim como

no presente estudo, considerou que o uso do estrogeno ndo foi impactante na
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concentracdo média plasmética da Lp(a), ja que mulheres menopausadas que usam
estrogeno e aquelas que ndo usam estrOgeno apresentaram concentracdes

plasmaticas de Lp(a) muito proximas (19,9 e 18,0 mg/dL, respectivamente) (68).

Contrariamente, o estudo de Soma et. al (1991), sugere que o0 uso de
estrogénio-progestagénio nas mulheres menopausadas pode reduzir as

concentracdes de Lp(a) (62).

Além da questdo genética, alguns estudos relacionam o controle dos niveis
de Lp(a) com a atividade e/ou expressao dos receptores de LDL. Thiery et. al (1988)
pesquisou a interferéncia dos antilipémicos inibidores da HMG-CoA redutase na
Lp(a) por sabidamente serem efetivos na reducdo do LDL e apoB, uma vez que
reduzem a sintese e aumentam os receptores hepaticos do LDL. No entanto, estes
autores nao observaram diferenca significativa nas concentragcdes de Lp(a) e
concluiram a nao relacdo dos niveis de Lp(a) com aumento da atividade de tais

receptores (69).

Hofmann et. al (1988), em um estudo com camundongos geneticamente
modificados, concluiram que o receptor de LDL é capaz de reduzir os niveis
plasmaticos da Lp(a). No entanto, estes investigadores ndo observaram essa
relacdo de forma clara em humanos, pois apesar de verificarem que defeitos nos
receptores de LDL aumentariam as concentracfes plasmaticas de Lp(a), nao
observaram altera¢des nesse marcador nos casos com muta¢do na apoB-100, uma
apolipoproteina imprescindivel para ligacdo da Lp(a) com receptor de LDL. O
aumento da atividade do receptor de LDL promovido por alguns farmacos também
nao parece reduzir os niveis plasmaticos de Lp(a) sendo interessante, portanto,

considerar a taxa de sintese de Lp(a) em vez da sua taxa de degradacéo (70).

Apesar da Lp(a) néo ter apresentado associagdo com nenhum marcador
hemostético no presente estudo, cabe mencionar alguns grupos de pesquisadores,
como Nago et.al. (1995), os quais sugeriram que 0s niveis de Lp(a) podem ser
correlacionados com alguns fatores hemostasicos como o fibrinogénio e o fator VII
(67), contrariamente as conclusdes de Salomaa et. al. (1995) que nao correlacionou
a Lp(a) com marcadores hemostaticos especialmente o fator VII (71). Estelle’s et. al.

(1999) reportou que niveis elevados de Lp(a) em mulheres menopausadas Ssao
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capazes de reduzir a formacgéo de plasmina (72), fato dificil de ser interpretado, uma

vez que os valores limites ou elevados ainda sao conflitantes.

Ainda considerando-se 0s horménios, apenas o0 uso de contraceptivos
hormonais interferiu de forma significativa aumentando tanto os niveis de apoA-I
guanto de apoB no presente estudo. Mulheres jovens que faziam uso do horménio
apresentaram medianas maiores quando comparadas com as que ndo usavam,
sinalizando para um aumento do risco e também da protecdo. Com o uso da TRH
observou-se uma tendéncia na elevacdo da apoA-1 e reducdo da apoB, cuja
diferenca né&o foi significativa, mas que mais uma vez, poderia enfatizar o papel

protetor da TRH no perfil lipidico.

Duvillard et. al (2010), avaliaram o impacto de um CO conjugado
(progestageno e etinilestradiol) sobre a producdo de apoB e observaram um

aumento na producao de lipoproteinas contendo apoB incluindo VLDL, IDL, LDL (73)

No presente estudo, observou-se um aumento significativo nas
apolipoproteinas A e B no grupo de jovens que utiliza hormdnio em relacdo ao grupo
que nao utiliza; bem como no grupo de mulheres menopausadas que ndo usa TRH
em relacdo ao grupo de jovens que também né&o utiliza hormdnios, 0 que sugere o

impacto negativo da idade sobre estes componentes do perfil lipidico (Anexo G).

7.3 Marcadores hemostaticos

Considerando-se o0 uso de horménios, apenas o uso de contraceptivos orais
interferiu significativamente, de modo a elevar somente os marcadores hemostaticos
F1+2 e plasminogénio, indicando o efeito pré coagulante dos contraceptivos orais
hormonais por aumentar os niveis de F1+2, o que reflete 0 aumento dos niveis de
geracdo de trombina e uma hipofibrinélise com acumulo de plasminogénio. Com
relacdo aos niveis elevados de plasminogénio, duas hipoteses podem ser
aventadas. A primeira seria em decorréncia da possivel reducdo de seu uso no

sistema fibrinolitico, enquanto a segunda seria por menor producéo hepética, sendo
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ambas as hipoteses resultantes do uso do CO. Observou-se uma tendéncia a
elevacédo do D-Di e uma reducdo no PAI-1, ndo significativa. Embora ainda dentro
dos valores de referéncia, os niveis mais elevados de D-Di nas jovens em uso de
CO, sugerem estado de hipercoagulabilidade, compativel com os niveis também
mais elevados de F1+2 (marcador de geracdo de trombina). O excesso de trombina
formada é consequente, provavelmente, ao uso de CO e pode ter ultrapassado a
capacidade inibitéria da antitrombina na cascata de coagulacdo resultando em um
excesso de fibrina, que é degradada a D-Di. Por outro lado, a tendéncia a diminuicédo
dos niveis plasméticos de PAI-1 nas jovens em uso de CO pode ser parte de um
processo de defesa do organismo para tornar a fibrindlise mais eficiente,
favorecendo uma degradacdo mais rapida da fibrina formada em funcdo da

hipercoagulabilidade resultante do uso de CO.

Cumpre ressaltar que, curiosamente, a TRH, na populagdo estudada, nao
interferiu  de forma significativa em qualquer dos marcadores hemostaticos

avaliados.

Sabe-se que a TRH apresenta risco para eventos cardiovasculares
especialmente nas mulheres com mutacdes em genes trombogénicos como fator V
Leiden e mutacdo da protrombina, dentre outros (74). Além do beneficio
cardioprotetor proporcionado pela TRH com relagdo ao perfil lipidico, é também
descrito na literatura o aspecto negativo do uso de CO por estarem associados a
disturbios hemostaticos que aumentam a possibilidade de eventos tromboembdlicos
(61).

Levi et.al. (1999), propuseram um mecanismo para descrever a associagcao
entre os hormoénios e o risco tromboembdlico. Segundo, estes autores existe uma
associacado dose dependente entre os estrogenos presentes nos CO e as alteracdes
na coagulacgdo, incluindo a elevagédo dos niveis plasmaticos dos fatores VII, X e de
fibrinogénio, e reducdo em até 50% das concentracbes dos inibidores,
especialmente da proteina S. Ainda observa-se a elevacao da trombina, por meio da
determinacdo do F1+2 (assim como demonstrado no estudo) e do complexo
trombina/antitrombina (TAT). Na fibrinolise, observa-se uma elevagédo nos niveis do
t-PA, plasminogénio (como encontrado no estudo) e plasmina (61), ou seja, uma

fibrindlise estimulada para tentar compensar a formacao excessiva de fibrina. Por
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outro lado, progestagénios atuam, mesmo com impacto muito reduzido, modulando

a acdo dos estrogenos na fibrindlise (Figura 4) (61).

Salomaa et. al. (1995), recrutaram 1202 participantes de 45 a 64 anos a fim
de estudar o impacto da TRH em menopausadas. Considerando-se os fatores
hemostéticos, as usuarias apresentaram valores reduzidos de fibrinogénio e
elevados de plasminogénio quando comparadas com nao usuarias (71). Os autores
concluem sugerindo uma interferéncia positiva da TRH na protecéo cardiovascular e,

talvez negativa, porém ainda obscura nos marcadores hemostaticos (71).

Bonduki et.al.(2007) reportou a variacado nos niveis de F1+2 em mulheres sob
TRH. Estes pesquisadores avaliaram o efeito da TRH em 45 voluntarias que
passaram por quatro momentos de coleta sanguinea (antes do tratamento, 3, 6 e 12
meses apos) para avaliar alguns parametros da coagulacdo, dentre eles o F1+2. As
voluntarias foram distribuidas em trés grupos de acordo com o horménio utilizado na
TRH, a saber: (a) estrégenos conjugados oral; (b) associacdo de estrégenos
conjugados orais com medroxiprogesterona ou (c) estradiol transdérmico com
medroxiprogesterona. Foi observado um aumento nos niveis de F1+2 em todas
pacientes apos trés meses de tratamento (0.20 £ 0.25, 0.26 £ 0.15, e 0.27 + 0.14,
para os grupos A, B e C, respectivamente), mas com significancia estatistica apenas
no grupo C (75). Por ser um marcador sensivel para avaliacdo da ativacdo da
coagulacdo, este aumento de F1+2, mesmo estando dentro dos valores de
referéncia para a populacdo em questdo, deve ser considerado para minimizar o
risco da indicacdo de CO e TRH em mulheres com algum perfil trombofilico (Figura
3). Por ter um tempo de meia vida longo e ser um bom indicador da geracéo de
trombina, o F1+2 deve ser considerado mesmo que na maioria dos estudos

apresente uma elevacéo discreta (60).

bY

Cano (2001) em sua revisdo compilou dados relacionados a acdo de
hormdnios na avaliacdo do risco tromboético. Este autor concluiu que estrégenos
aumentam a fibrindlise por reduzirem os niveis de PAI-1 e, assim, 0s estrogenos
endogenos, a fim de compensar o estado de hipercoagulabilidade provocado pelos

hormdonios (60).
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Uma das limitagbes do estudo pode estar relacionada com o n amostral,
especialmente no grupo das menopausadas em uso de TRH, devido a uma maior
dificuldade na captacdo das participantes, pois existe certa cautela na indicacdo da
TRH. Possivelmente a elevacao nao significativa nas concentracées de dimero D
seria estatisticamente significativa se caso a amostragem fosse maior. Como
mencionado por Hoibraaten et. al. (2001), cujos autores realizaram um estudo duplo-
cego, randomizado e controlado por placebo em mulheres a fim de caracterizar os
efeitos do hormdnio, as concentracdes plasmaticas do dimero D se elevam quando
ocorre influéncia de horménios (76). Hoibraaten et. al. (2001) concluiu que a TRH

pode ativar precocemente a coagulagéo (76).

Kobelt et. al. (2013) demonstrou em seu estudo que o0 estrogénio exerce
efeito regulatorio estimulante “in vitro” sobre o plasminogénio por atuacdo em
regides sensiveis no gene do plasminogénio. Segundo os autores, esse sistema
regulatério parece ser complexo “in vivo” e conta com receptores de estrogeno e
modulacdo por outros hormoénios que se representem alvos para o mesmo (77). Os
autores ainda consideraram, diferentemente dos dados inferidos do presente estudo,
que o mesmo efeito poderia ocorrer com a TRH com estrégeno isolado ou em

associacao com gestodeno (77).

No nosso estudo, a idade foi impactante elevando todos marcadores
hemostéticos avaliados no grupo das mulheres que ndo usam hormonios, com
excecdo do plasminogénio. Sugere-se um efeito protetor com o passar da idade
para as mulheres que fazem uso do horménio, uma vez que se observou diferenca
significativa em um numero menor de marcadores, tendo ocorrido apenas aumento
nos niveis de PAI-1 e reducdo dos niveis de plasminogénio, assim como ocorreu no
grupo que néao faz uso de hormdnios. Como néo é possivel separar a interferéncia
do tipo de horménio e sabendo-se do potencial trombogénico da TRH, julga-se
necessério ter cautela na indicacdo de horménios para mulheres menopausadas,

uma vez que ja contam com o impacto negativo da idade (Anexo H).
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7.4 Glicose e PCR

No presente estudo, a glicose ndo sofreu qualquer efeito pelo uso dos

horménios, apenas da idade em ambos os grupos.

Lopez et. al. (2014) nado reportou grandes diferencas no metabolismo de
carboidratos nos diferentes tipos de contraceptivos hormonais para mulheres nao
diabéticas, apesar de considerarem que existem varias diferencas complexas entre
as participantes como IMC, tempo de uso, tipo de hormdnio, periodo do ciclo e modo
de administracdo, além de uma dificuldade de padronizacdo, considerando-se tais
flutuacdes entre os estudos para que se consiga ter uma repeticdo de principios
ativos em estudos diferentes (78). No caso da TRH, Humphries et.al. (2003) reportou

que o uso do hormdnio poderia beneficiar casos de diabetes mellitus tipo 2 (79).

A inflamacdo, mensurada pela dosagem da PCR, € mais evidente em
mulheres em uso de contraceptivos hormonais e, no quesito idade, em mulheres que

nao fazem uso de hormonio.

Corroborando com o estudo em questdo, Cauci et. al. (2008) ao avaliar os
efeitos hormonais relacionados ao uso de CO sobre a PCR em 277 mulheres com
idade média de 23 anos, também encontraram resultados mais elevados em jovens
gue utilizam contraceptivos orais, tendo as nao usuarias 8,65 vezes mais chance de
apresentarem valores de PCR mais reduzidos quando comparadas com as usuarias
de CO. Supbe-se que esse aumento nos niveis de PCR é devido a atuacéo direta
dos estrégenos na sintese hepatica e/ou indireta com a elevacdo do estresse

oxidativo, ndo sendo na via classica da resposta de fase aguda (80) (Anexo 1).

7.5 Iindice de Castelli Il e demais relacées

Com base em nossos resultados, considerando-se o uso de hormoénios,

dentre as relacdes analisadas, observou-se uma reducdo no indice de Castelli Il.
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Este achado esta de acordo com o estudo de Subbiah (2002) que considera a
importancia da TRH por alterar a relagdo LDL/HDL, reduzindo nesse ponto 0 risco
cardiovascular (74). Com o uso do contraceptivo oral, os nossos dados né&o
mostraram interferéncia significativa, mas pressupde-se que o impacto dos CO difere
da TRH talvez por elevar o indice de Castelli, ou seja, elevar o risco cardiovascular.
Asari et. al. (2014) em um estudo com mulheres em uso ou ndo de CO, entre 20 e
49 anos de idade, demonstrou uma elevacgao significativa no indice de Castelli nas
usuarias de CO quando comparadas as ndo usuarias (1.92+0.86, 1.39+0.56,

respectivamente) (81), o que né&o foi observado no estudo em questao.

Por outro lado, nossos dados mostraram uma tendéncia (néo significativa) de
reducdo na relacdo apoB/apoA-I em mulheres menopausadas em uso da TRH,

reforcando a ideia do potencial efeito protetor do homonio sobre o perfil lipidico.

Cumpre ressaltar que a variavel idade elevou significativamente o indice de
Castelli Il em ambos os grupos, sendo maior essa elevagdo no grupo de mulheres
que ndo usavam hormdnios, em consonancia com o que ja fora exposto no presente

estudo.

Para as demais relacfes, a idade contribuiu apenas para a elevagao no PAI-
1/D-Di do grupo em uso de hormonios, reforcando a ideia de um maior impacto da
idade na elevacdo dos niveis de PAI-1, favorecendo a hipofibrindlise, ou seja, a

manutencdao crescente de fibrina (Anexo J).

Por meio dos dados obtidos no presente estudo, ndo é possivel sugerir que
diante da homologia estrutural da Lp(a) com o plasminogénio, niveis elevados de
Lp(a) interferem no desempenho do sistema fibrinolitico, pois nao houve correlagcéo
positiva significativa entre Lp(a) e plasminogénio; entre Lp(a) e PAI-1; ou ainda,
correlacao negativa significativa entre a Lp(a) e D-Di (dados ndo mostrados).

Finalmente, nenhuma relacéo foi observada entre niveis elevados de Lp(a) e
aumento dos niveis de CT ou de LDL, ou ainda reducdo dos niveis de HDL,
parametros comprovadamente predisponentes a aterogénese. Analogamente,
também nao foi observada qualquer relacdo entre aumento dos niveis de Lp(a) e

aumento dos niveis de F1+2, um importante marcador de hipercoagulabilidade; bem
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como entre aumento dos niveis de Lp(a) e alteracdo dos parametros que avaliam o
funcionamento do sistema fibrinolitico em mulheres em uso ou ndo de horménios,

independente da idade, conforme ja mencionado acima (dados ndo mostrados).

Diante do exposto acima, 0s nossos dados ndo suportam a hipotese do
presente estudo, ou seja, de que niveis aumentados de Lp(a) prejudicariam o
funcionamento normal do sistema fibrinolitico, dada a semelhanca estrutural entre a
Lp(a) e o plasminogénio. Todavia, 0s nossos dados sinalizam para o avan¢o da
idade como um fator prejudicial a fibrindlise, considerando o aumento significativo
nos niveis de PAI-1 em mulheres menopausadas em relacdo as jovens, ambas nao
em uso de hormdnio (JN x MN; Tabela 3). Quanto aos efeitos do hormdnio sobre o
sistema fibrinolitico, os resultados néo foram consistentes, mostrando uma tendéncia
a reducéo dos niveis de PAI-1 favorecendo a fibrindlise nas mulheres jovens em uso
de CO (UN x JP), enquanto as mulheres menopausadas em uso de TRH
apresentaram uma tendéncia ao aumento dos niveis deste marcador (MN X MP), o

que favoreceria a hipofibrinélise (Tabela 3).

Além do possivel impacto positivo nas doencgas cardiovasculares, sugere-se
uma associacao entre o uso de TRH e outros quadros clinicos, podendo ser citados
beneficios na osteoporose e nas funcdes cognitivas; por outro lado, parece ocorrer
aumento do risco associado ao cancer de mama e endométrio pelo uso do

estrogeno, de tromboembolismo e doencas na vesicula (79).

Com base na Lp(a), a analise dos nossos dados ndo suportam a
recomendacao ou ndo da TRH, uma vez que esta néo parece ser influenciada pela
idade e nem pelo uso de hormbnios (Tabela 2). Por outro lado, os niveis de Lp(a)
nao correlacionaram com qualquer outro parametro avaliado neste estudo. Em
outras palavras, a dosagem de Lp(a) parece ndo ter importancia na tomada da
decisédo em relacdo ao uso de TRH, considerando os marcadores avaliados no
presente estudo.

Diante dos efeitos indesejaveis potencialmente provocados pelo uso de CO,
suportados por dados da literatura e corroborados pelos obtidos no presente estudo,
a indicacdo do uso de contraceptivos orais deve ser feita apos exclusdo de outros

fatores predisponentes a aterogénese e/ou a trombogénese, apdés analise do
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histérico clinico da paciente. Em caso de uso, seria desejavel a monitoracao
considerando a possivel interagcdo entre fatores ambientais e genéticos
desconhecidos. Portanto, cada caso deve ser examinado separadamente, pois se 0s
perfis hemostatico e/ou lipidico ja ndo sdo favoraveis a priori, talvez 0 uso de
horménios ndo deve ser recomendado. O mesmo raciocinio e orientacdo se

aplicariam as mulheres que almejam iniciar a TRH.

A luz dos dados obtidos e analisados, pode-se inferir que o uso de
contraceptivos orais prejudica o perfil lipidico, favorece a inflamacao e a coagulacéo,
enquanto a TRH favorece o perfil lipidico e parece minimizar os efeitos negativos da

idade sobre a expressdo da maioria dos marcadores.
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8.0 CONSIDERACOES FINAIS

O n amostral pode ter sido uma das limitacdes do presente trabalho, uma vez
que nao permitiu a estratificacdo dos grupos de acordo com a formulacdo do
hormoénio utilizado. Essa ndo padronizacdo da amostragem pode ter interferido nos
resultados obtidos.

Por se tratar de uma populagdo saudavel, a maioria das participantes
apresentou valores de Lp(a) préximos aos limite de referéncia, o que pode ser
considerado uma outra limitacdo, por talvez ndo atingir a concentracdo necessaria
para competir com o plasminogénio no sistema fibrinolitico e assim nao permitir

correlacdes significativas.

Como perspectiva futura € possivel sugerir a determinacao do fibrinogénio em
um estudo futuro do nosso grupo de pesquisa, uma vez que Berg demonstrou uma
correlacdo direta entre niveis de fibrinogénio e niveis de Lp(a), sendo a correlagcédo
maior com a idade (3). Também sugere-se aumentar o n amostral e realizar o
polimorfismo da apoA para talvez estratificar os resultados de acordo com a apoA.
Outra indicagao seria realizar um novo estudo com participantes com concentracdes
de Lp(a) sabidamente elevadas a fim de verificar a interferéncia da Lp(a) em
concentracdes realmente elevadas. Por fim, um estudo que verifique a associagcéo

dos inibidores da PCSK9 com a redugé&o Lp(a).



73

9 CONCLUSOES

Uma andlise conjunta dos dados dos perfis lipidico e hemostatico nos remete

as seguintes afirmativas:

a)

b)

d)

Os niveis de Lp(a) ndo influenciaram os dados do sistema fibrinolitico e
nem sofreram alteracdo em funcéo do uso de hormonios ou da idade.

O uso de TRH favorece o perfil lipidico, ou seja, contribui para reducdo do
potencial aterogénico, enquanto o perfil hemostatico ndo € alterado
significativamente.

O uso de CO em mulheres jovens (CO) parece ter uma tendéncia
aterogénica, enquanto em menopausadas o0 uso de TRH parece ter uma
tendéncia protetora.

O uso de CO em mulheres jovens (CO) parece ter uma tendéncia
trombogénica, enquanto em menopausadas o uso de TRH parece nao
influenciar significativamente a trombogénese.

O avanco da idade contribui, por si sO, para 0s potenciais aterogénico e

trombogénico.
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ANEXO A — Parecer do comité de ética em pesquisa da UFMG

UNIVERS[DADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 42589815.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Iéda de Fatima Oliveira Silva

Depto. de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

- O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de abril de 2015, o projeto de pesquisa intitulado “"Avaliagao
dos niveis de lipoproteina (a) e sua correlagio com o sistema
fibrinolitico em mulheres jovens e na pés-menopausa” bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

CJ@/ 77759/502@:5 LOre ﬂé |

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 11 - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-90] — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: coepiprpg.ufme br
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| -DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:
DATA DE NASCIMENTO: / /

ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE:
CEP: TELEFONE: DDD ()
Email:

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

TITULO DO PROJETO: “AVALIACAO DOS NIVEIS DE LIPOPROTEINA (a) E SUA CORRELACAO
COM O SISTEMA FIBRINOLITICO EM MULHERES JOVENS E POS-MENOPAUSA.”

Carta convite ao participante do estudo: vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa. Caso
queira participar é importante que leia estas informacdes sobre o estudo e seu papel nesta pesquisa. Caso haja o
entendimento da natureza da pesquisa e 0s riscos de sua participacdo é imprescindivel o seu consentimento livre
e _esclarecido por escrito. Sua decisdo em participar é totalmente voluntaria . O presente estudo tem como
objetivo determinar e analisar pardmetros bioquimicos e hemostéasicos do sangue. Se concordar em participar
deste estudo vocé sera solicitado a:

e Responder um questionario sobre habitos de vida, uso de medicamentos e dados pessoais como
peso e idade.

e Fornecer um amostra de sangue. A coleta sera realizada no laboratério de hematologia ou de
bioguimica da Faculdade de Farmacia da UFMG. Nesta amostra de sangue serdo analisados
marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doencgas cardiocirculatorias. Cabe ao
pesquisador manter sigilo das informacdes coletadas durante a pesquisa. Toda informacdo obtida
nessa pesquisa serd divulgada em eventos académicos, congressos e revistas especializadas, ndo
revelando a sua identidade, que é confidencial.

Os riscos aos quais vocé ird se submeter sdo os mesmos existentes em qualquer procedimento da mesma
natureza, ou seja, 0S mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado a punc¢do venosa, 0
paciente ira responder uma entrevista que podera causar constrangimento ou desconforto. VVocé podera sentir dor
durante a retirada de sangue, porem sem a presenca de hematoma no local da pungdo venosa. Se por ventura
ocorrer algum problema durante a coleta, deve-se comunicar prontamente a equipe do laboratério de
hematologia ou de bioquimica da Faculdade de Farmacia da UFMG. A classificacdo do risco da pesquisa é
minima.

E importante que esteja consciente de que a sua participagio neste estudo de pesquisa é completamente

/continua
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ANEXO B (Continuacao)

voluntéria e que pode recusar-se a participar do estudo a qualquer momento. No caso de desisténcia do estudo,
vocé devera notificar ao pesquisador para que o mesmo possa retirar todos os resultados relacionados a sua
amostra de sangue e ndo acesse mais informac6es sobre o seu registro.

Para informacd@es adicionais:

O termo seré assinado em duas vias e uma das vias ficara em posse do voluntario.

Caso vocé tenha mais perguntas sobre o estudo, por favor, entre em contato, por telefone, com os responsaveis
pelo estudo, cujos nomes estdo relacionados a seguir.
Profa. Dra. leda de Fatima Oliveira Silva - telefone (31)3499-6897.

Coordenadora do Projeto, Professora de Biogquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG.

Danielle Basques Serenini - telefone (31)86065363.

Aluna de mestrado do Programa de P6s-Graduacdo em Analises Clinicas e Toxicol6gicas da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

OBSERVACAO: Este termo esta de acordo com a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde para
pesquisas em seres humanos.

111 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Li as informagdes contidas neste documento antes de assinar este termo de consentimento. Declaro estar
ciente sobre os métodos a serem utilizados para o estudo, as inconveniéncias bem como aos riscos e beneficios.

Declaro que me foi dado tempo suficiente para ler e entender as informac@es acima. Declaro também
que toda a linguagem técnica utilizada na descricdo deste estudo de pesquisa foi satisfatoriamente explicada e
que recebi respostas para todas as minhas davidas. Confirmo também que recebi uma coépia deste formulario de
consentimento. Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer momento, sem perda de
beneficios ou qualquer outra penalidade.

Dou meu consentimento de livre e espontnea vontade e sem reservas para participar como paciente
deste estudo.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal Data

Declaro que o participante e/ou seu representante legal recebeu todas as informacdes necessarias, que foram
fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele (a) compreendeu as explica¢des.

Assinatura do pesquisador e Carimbo Data

(02 vias)
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ANEXO B (Concluséo)

Qualquer dlvida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de Etica em
Pesquisa - Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005, Campus Pampulha, Belo
Horizonte, MG — Brasil. telefax 31 3409-4592. Email: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO C — Ficha clinica da participante

PROJETO DE PESQUISA “AVALIACAO DOS NIVEIS DE LIPOPROTEINA (a) E SUA CORRELACAO
COM O SISTEMA FIBRINOLITICO EM MULHERES JOVENS E POS-MENOPAUSA.”

| - IDENTIFICACAO:

1. Nome:

2. Data de nascimento: / / (estudo aplicado a mulheres adultas)

3.Endereco: 4.Telefone:
5. CEP: Email

5. Data da entrevista pelo pesquisador: / /

6. Cadigo de identificagdo nas amostras
( )Jovem ou ( ) Menopausada
() +/Utilizahorménio ou ( ) -/N&o utiliza hormdnio

NUmero da amostra (serda inserido pelo pesquisador)

Il - DADOS QUE SERAO RETIRADOS DO QUESTIONARIO APLICADO AS PARCIPANTES
1. Idade na data da coleta do sangue
2. Se participante do grupo de mulheres de 18 a 30 anos:
Utiliza contraceptivo oral? () Sim () Néo.

Se a resposta for afirmativa, qual medicamento usa?

A quanto tempo utiliza contraceptivo oral?

3. Se participante do grupo de mulheres de 50 a 60 anos:

A guanto tempo esta no periodo pés-menopausa?

Faz terapia de reposicao hormonal? () Sim () N&o.

Se a resposta for afirmativa, qual medicamento usa?

A guanto tempo utiliza 0 medicamento em questéo?

4. Apresenta alguma das patologias abaixo?
() Doengas hepaticas
() Doengas hematoldgicas
() Insuficiéncia Renal Crénica
() Sindrome nefrética

() Doenga autoimune

/continua



10.

11.

(
(

Apresenta alguma doenca diferente das citadas? Qual?

ANEXO C (Concluséo)

) Doenca maligna

) Diabetes mellitus

) Obesidade (IMC >30)
)Doenga inflamatdria aguda

) Doengas tireoidianas

E fumante? ( ) Sim () N&o

E etilista crénico? () Sim () Néo

Peso Altura

Utiliza algum dos medicamentos citados abaixo? Qual (is)?

(

) Antiagregante plaquetério

() Anticoagulante

Utiliza outro medicamento de forma continua? ( ) Sim ( ) Néo

Qual (is)?
Pratica exercicios fisicos, pelo menos 3vezes por semana por 30 minutos ? () Sim () Nao

Qual?
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ANEXO D — Vvalores de referéncia dos marcadores estudados

Tabela 9 — Valores de referéncia segundo as bulas dos kits diagnésticos dos respectivos
fabricantes

Analito VR Unidade
GLICOSE Entre 60 e 99 mg/dL
CT Inferior a 200 mg/dL
HDL Superiora 60 mg/dL
LDL Inferior a100 mg/dL
VLDL Inferior a 30 mg/dL
TG Inferior a 150 mg/dL
LP(a) Inferiora 30 mg/dL
APO A1l Entre 101 e 223 mg/dL
APO B Entre 53 e 182 mg/dL
PAI-1 Entre 02 e 47 ng/mL
F1+2 Entre 69 e 229 pmol/L
Di D Inferior a 500 ng/mL
PCR Inferiora 10 mg/L
Plasminogénio Entre 60 e 250 pg/mL
indice Castelli Il Risco aumentado se maior que 2,9

Relacdo ApoB/ApoA Risco aumentado se maior que 0,8

*VR= Valor de referéncia; Unidade= Unidade de medida; GLICOSE= Glicose de jejum; CT=
Colesterol Total; HDL=lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; VLDL=
lipoproteina de muito baixa densidade; TG= triglicérides; Lp(a)= lipoproteina(a); apoA-1=
apolipoproteina A-1; apoB= apolipoproteina B; PAIl-1=inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1;
F1+2= fragmento 1+2 da protrombina; Di D= Dimero D; PCR= proteina C reativa; indice de Castelli
ll= LDL/HDL; indice de Mc Quenn=apolipoproteina B /apolipoproteina Al.
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ANEXO E — Contraceptivos orais utilizados pelas participantes do estudo

Tabela 10 — Niumero de participantes que utilizavam cada uma das formulagdes de COs

Etinilestradiol 0,020 mg Etinilestradiol 0,030 mg Etinilestradiol 0,035 mg

Ciproterona 2mg n=5
Clormadinona 2mg n=2

Desogestrel 0,15 mg n=2

Drospirenona 3mg n=2 n=1

Gestodeno 0,075 mg n=3

Levonorgestrel 0,1 mg n=

Levonorgestrel 0,15 mg n=1

*N= Numero de voluntéarias do grupo JP que utilizam essa combinacdo (eixo x e eixo y) de hormdnios.
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ANEXO F — caracterizacéo clinica das participantes

Tabela 11a — Caracterizacao clinica das participantes do grupo JN

Partic. IMC Exercicio T.U.H Horménio T.P.M
1 24 Néo X X X X
2 27 Nao X X X X
3 20 Sim X X X X
4 27 Néo X X X X
5 22 Nao X X X X
6 17 Néo X X X X
7 22 Nao X X X X
8 20 Sim X X X X
9 22 Néo X X X X
10 20 Nao X X X X
11 24 Sim X X X X
12 24 Sim X X X X
13 19 Nao X X X X
14 25 Sim X X X X
15 20 Sim X X X X
16 18 Nao X X X X
17 26 Nao X X X X
18 26 Nao X X X X
19 22 Nao X X X X
20 20 Nao X X X X

*Partic.= participante; IMC= indice de massa corpdrea; T.U.H=tempo de uso do horménio (em anos);
T.P.M=Tempo de pdés menopausa.



Tabela 11b — Caracterizacéo clinica das participantes do grupo JP
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Hormonio

<

Partic. IMC Exercicio T.U.H
1 22 Nao 8
2 24 Nao 6
3 18 Nao 9
4 20 Sim 8
5 19 Sim 4
6 24 Néo 8
7 22 Nao 25
8 20 Nao 9,5
9 18 N&o 10
10 22 Sim 7
11 23 Nao 2
12 24 Nao 2
13 18 Nao 5
14 25 Nao 4
15 23 Sim 3
16 22 Nao 9
17 22 Nao 1
18 20 Sim 4
19 28 Nao 9
20 21 Sim 6,5

Etinilestradiol (0,03mg)
Etinilestradiol (0,03mg)
Etinilestradiol (0,03mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,035mgQ)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,035mQ)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,02mg)
Etinilestradiol (0,035mg)
Etinilestradiol (0,035mQ)
Etinilestradiol (0,035mgQ)
Etinilestradiol (0,03mg)
Etinilestradiol (0,02mg)

Clormadinona (2mg)
Drospirenona (3mg)
Clormadinona (2mg)
Drospirenona (3mg)
Ciproterona (2mg)
Desogestrel (0,15mg)
Gestodeno (0,075mg)
Ciproterona (2mg)
Levonorgestrel (0,1mg)
Desogestrel (0,15mg)
Gestodeno (0,075mg)
Levonorgestrel (0,1mg)
Drospirenona (3mg)
Levonorgestrel (0,1mg)
Gestodeno (0,075mg)
Ciproterona (2mg)
Ciproterona (2mg)
Ciproterona (2mg)

Levonorgestrel (0,15mg)

Levonorgestrel (0,1mg)

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X -U

*Partic.= participante; IMC= indice de massa corporea; T.U.H=tempo de uso do horménio (em anos);

T.P.M=Tempo de p6s menopausa.
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Tabela 11c — Caracterizacgao clinica das participantes do grupo MN

Partic. IMC Exercicio T.U.H Hormonio T.P.M
1 25 Sim X X X 1
2 26 Sim X X X 3
3 29 Sim X X X 6
4 29 Sim X X X 2
5 21 Sim X X X 7
6 29 Sim X X X 8
7 29 N&o X X X 9
8 22 Néo X X X 9
9 22 Sim X X X 1

10 27 Sim X X X 5
11 23 Sim X X X 10
12 25 Sim X X X 6
13 29 Néao X X X 9,5
14 29 Nao X X X 8
15 28 Nao X X X 1
16 23 Sim X X X 2
17 20 Nao X X X 9
18 23 Nao X X X 9
19 26 Nao X X X 7
20 27 Nao X X X 6
21 24 N&o X X X 6
22 24 Nao X X X 7
23 20 Sim X X X 3
24 23 Sim X X X 9
25 25 Nao X X X 6

*Partic.= participante; IMC= indice de massa corporea; T.U.H=tempo de uso do hormdnio (em anos);
T.P.M=Tempo de pdés menopausa.



Tabela 11d — Caracterizacdo clinica das participantes do grupo MP
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Partic. IMC Exercicio T.U.H Horm&nio T.P.M
1 23 Sim 7 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 10
2 22 Sim 1 Estradiol (1mg) Drospirenona (2mg) 2
3 25 Nao 5 Estradiol (1mg) X 5
4 22 Sim 4 Estradiol (1mg) X 4
5 27 N&o 1 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 1
6 26 Nao 3 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 3
7 24 Sim 4 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 4
8 27 Sim 10 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 10
9 35 Sim 9 Estradiol (1mg) Drospirenona (2mg) 9
10 27 Néo 1 Estradiol (1mg) Gestodeno (0,025mg) 1
11 28 Nao 7 Estradiol (1mg) Noretisterona (0,5mg) 7
12 24 Sim 3 Estradiol (1,5mg) X 5
13 29 Sim 4 Estradiol (2mg) Ciproterona (1mg) 4

14 22 N&o 4 Estrogénios conjugados (0,625mg) X 4
15 21 Nao 9 Estrogénios conjugados (0,625mg) X 9
16 23 Nao 3 Estradiol Progesterona a cd 3 meses 4
17 26 Sim 2 Estradiol (2mgQ) Noretisterona (1mg) 10

*Partic.= participante; IMC= indice de massa corporea; T.U.H=tempo de uso do hormdnio (em anos);

T.P.M=Tempo de pdés menopausa.
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ANEXO G — Resumo dos achados na literatura para o perfil lipidico

Tabela 12 — Resumo dos achados na literatura para o perfil lipidico classico e
complementar

Autor COs TRH Idade
Soma et.al.; 1991 - THDL J LDL -
Santos et.al.; 2008 MNCT PTG - -

Anagnostis et.al.; 2015 -

J CT, LDL, TG T HDL -

Raskin et.al.; 2003 - - NCT, LDL, TG  HDL

Boerwinkle et.al.; 1992 - - (-) Lp(a)
Harukuni et.al.; 2002 - - T Lp(a)
Nago et.al.; 1995 - - T Lp(a)
Janner et.al.; 1993 - (-) Lp(a) ™ Lp(a)
Soma et.al.; 1991 - VL Lp(a) -
Chen Fet.al.; 2011 M Lp(a) - -
Duvillard et.al.; 2010 MNapoB - -

COs= Contraceptivos orais; TRH= Terapia de reposicdo hormonal; 1= Aumento; |=Reducéo; ( - )=
N&o interferiu; CT=colesterol total; TG= triglicérides; HDL= Lipoproteina de alta densidade; LDL=
lipoproteina de baixa densidade; Lp(a)= lipoproteina (a); apoB= apolipoproteina B
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ANEXO H — Resumo dos achados na literatura para marcadores hemostasicos

Tabela 13 — Resumo dos achados na literatura para os marcadores hemostasicos

Autor COs TRH Idade
Cano et.al.; 2001 Estrog. | PAI-1 - -
Levi et.al.; 1991 PMF1+2 MPlasm - -
Kobelt et.al.; 2003 MPlasm MPlasm -
Saloma et.al.; 1995 - MPlasm -
Bonduki et.al.; 2007 - TF1+2 -
Skouby; 2015 - JPAI-1 -
Urban et.al.; 2014 - - M Di-D
Meas et.al.; 2010 - - M PAI-1
COs= Contraceptivos orais; TRH= Terapia de reposicdo hormonal; 1= Aumento;

|=Reducao;Estrog.=estrogenos; PAI-1=inibidor do ativador do plasminogénio tecidual tipo 1;
Plasm=plasminogénio; F1+2=fragmento 1+2 da protrombina; Di D= Dimero D;



ANEXO | — Resumo dos achados na literatura para a glicose e PCRus

Tabela 14 — Resumo dos achados na literatura para glicose e PCRus
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Autor COs TRH Idade
Lopez et.al.;2014 (-)Glicose - -
Humphries et.al.; 2003 - J Glicose -
Raskin et.al.; 2003 - - M Glicose
Magalhdes C.K.; 2001 - - MPCR
Cauci et.al.; 2008 MPCR - -

COs= Contraceptivos orais; TRH= Terapia de reposicdo hormonal; 1= Aumento; |=Reducéo; ( - )=

N&o interferiu; PCR= proteina C reativa ultrassensivel



ANEXO J —Resumo dos achados na literatura para indice de Castelli Il

Tabela 15 — Resumo dos achados na literatura para o indice de Castelli Il
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Autor COs TRH Idade
Subbiah et.al.;2002 - J indice Castelli Il -
Asari et.al.; 2014 M indice Castelli Il - -
Raskin et.al.; 2003 - - N indice Castelli Il

COs= Contraceptivos orais; TRH= Terapia de reposicdo hormonal; 1= Aumento; |=Redugéo;
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