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RESUMO

O uso de hormonios, tanto em contraceptivos orais combinados (COC) quanto
na terapia hormonal na menopausa (THM), e a idade possuem atuacdo direta no
metabolismo lipidico e podem desencadear alteragbes cardiovasculares. A
proproteina convertase subtilisina kexina tipo 9 (PCSK9) € um novo componente do
metabolismo lipidico associado ao desenvolvimento de dislipidemias, aterosclerose
e eventos cardiovasculares. O objetivo deste estudo foi investigar a correlacdo entre
0 uso de COC, THM, parametros do perfil lipidico, PCSK9 e marcadores de estresse
oxidativo, em mulheres jovens e na pds-menopausa. O estudo incluiu 79 mulheres,
distribuidas em quatro grupos: jovens em uso de COC (COC, n=20) ou nado (néo-
COC, n=20), e mulheres na po6s-menopausa que realizavam THM (THM, n=17) ou
nao (ndo-THM, n=22). Método colorimétrico-enzimético foi usado para dosar 0s
pardmetros do perfil lipidico e ELISA para quantificar os niveis plasméaticos de
PCSK9. MTT e TBARS foram determinados para avaliar o estresse oxidativo. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa MINITAB versdo 17.0.
Diferencas significativas foram observadas em relacdo ao colesterol total (CT) e
triglicérides (TG) quando comparados o0s grupos ndo-COC e COC, e ndo-COC e
ndo-THM; e a lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDLc) quando se
comparou ndo-COC e nao-THM, e ndo-THM e THM. O grupo de jovens que usava
horménio apresentou niveis plasmaticos mais elevados de PCSK9 do que o grupo
de jovens que nao usava (p < 0,05). Quanto a avaliacdo dos marcadores de estresse
oxidativo, foi verificada diferenca nos grupos COC e ndo-COC, com niveis mais
elevados de TBARS no grupo COC. Além disso, niveis plasmaticos de PCSK9
correlacionaram-se positivamente com o parametro do perfil lipidico CT, sugerindo
gue o aumento de PCSK9 exerce algum efeito na dislipidemia. A PCSK9 também
teve correlagdo com a variavel MTT, no grupo COC. Considerando os dados dos
parametros do perfil lipidico, PCSK9 e marcadores do estresse oxidativo, foi
verificado que estes se apresentaram mais elevados em mulheres jovens que usam
COC; ao passo gue no grupo de mulheres pés-menopausadas em THM verificou-se
melhores resultados para o perfil lipidico, em comparacdo com aquelas que nao
fazem THM. Nossos resultados sugerem que o uso de horménios, dependendo da
idade, pode interferir no metabolismo lipidico por mecanismos diferentes.
Palavras-chave: PCSK9, perfil lipidico, estresse oxidativo, mulheres jovens e poés-

menopausa.



ABSTRACT
The hormone use, combined oral contraceptives (COC) and postmenopausal
hormone therapy (MHT), as well as aging have a direct effect on lipid metabolism
and may trigger cardiovascular changes. Pro-protein convertase subtilisin kexina
type 9 (PCSK9) is a new component of lipid metabolism associated with the
development of dyslipidemia, atherosclerosis and cardiovascular events. The aim of
this study was to investigate the correlation use between COC and MHT in the lipid
profile parameters towards PSCK9 and oxidative stress markers in young and
postmenopausal women. The study included 79 women distributed into four groups:
young women using COC (COC, n=20) or not (no-COC, n=20), and postmenopausal
women performing MHT (THM, n=17) or not (no-THM, n =22). Lipid profile
parameters were determined by colorimetric-enzymatic methodologies. PCSK9
plasma levels were quantified by ELISA. MTT and TBARS levels were used to
evaluate oxidative stress. Statistical analyzes were performed by MINITAB program
version 17.0. Significant differences were observed in relation to total cholesterol
(TC) and tryglicerides (TG) when comparing no-COC and COC, and no-COC and no-
THM groups; in relation to high-density lipoprotein cholesterol (LDLc) when
comparing no-COC and no-THM, and no-THM and THM groups. The young people
group who used hormone had higher PCSK9 plasma levels than young group who
did not use (p <0.05). The highest TBARS level was verified in COC group in relation
no-COC groups. PCSK9 plasma levels correlated positively with lipid profile
parameter TC, suggesting that PCSK9 increase may have some effect on
dyslipidemia. PCSK9 also correlated with MTT variable in COC group. By
considering the data of lipid profile parameters, PCSK9 and oxidative stress markers,
these were found to be are higher in young women who use COC; whereas in the
group of postmenopausal women in THM, better results were found for the lipid
profile compared to those who did not take. Our results suggest that the hormone
use, age-related, may interfere with lipid metabolism by different mechanisms.

Keywords: PCSK9, lipid profile, oxidative stress, young women; postmenopausal.
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1 INTRODUCAO

Desde quando foram introduzidos no inicio da década de 1960, os
contraceptivos orais combinados (COC) tém sido amplamente utilizados por milhdes
de mulheres em todo o mundo com a finalidade principal de prevenir a gravidez.
Entre os métodos hormonais disponiveis, os COC s&o os mais utilizados no mundo
inteiro, representando a primeira escolha contraceptiva nos paises desenvolvidos e
a terceira nos paises em desenvolvimento (FENTON et al, 2007; FERREIRA et al,
2017; KOWALSKA et al, 2017). Formulacdes de COC tiveram suas concentragoes
de estrégeno e progesterona reduzidas ao longo dos anos numa tentativa de
amenizar os efeitos cardiovasculares e aterotrombéticos associados a terapia
hormonal (SITRUK-WARE & NATH, 2013). Nas ultimas décadas, a terapia hormonal
na menopausa (THM) também se tornou uma opcao efetiva para mulheres na pos-
menopausa que sofrem dos sintomas tipicos da menopausa, incluindo suores
noturnos, distarbios de humor e sono, distirbios urogenitais, perda Ossea e
alteracdes no metabolismo lipidico (LUOTO, 2009; BABER et al, 2016; Kl et al,
2016).

Embora raras, as complicacdes cardiovasculares representam 0s riscos mais
temidos entre as usuarias de COC. Destacam-se, entre estas, o tromboembolismo
venoso (TEV), o infarto agudo do miocardio (IAM) e o acidente vascular encefélico
(AVE). De acordo com o Colégio Americano de Obstetras e Ginecologistas, a
incidéncia de TEV aumenta de 1 a 5 ocorréncias por 10.000 mulheres por ano em
nao usuarias de COC para 3 a 9 ocorréncias por 10.000 mulheres por ano em
usuarias de COC (HASEGAWA et al, 2017).

Estrogenos e progesteronas apresentam atuacdo direta no metabolismo de
lipidios. Algumas pesquisas reportaram que a THM esta associada com uma
melhora no perfil lipidico em mulheres na pds-menopausa, enguanto outros nao
encontraram efeitos benéficos (MOSCA, 2000; HECKBERT et al, 2001; Kl et al,
2016). Em relacdo ao uso de COC por mulheres em idade reprodutiva, altera¢des no
perfil lipidico também foram destacadas por diversos estudos. Um estudo conduzido
com 1391 mulheres mostrou que o uso, por longo prazo, de contraceptivo oral (CO)
contendo progesterona resultou em maiores niveis séricos de colesterol total (CT),
triglicerideos (TG), e de colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade

(LDLc), aléem de menores concentracbes sericas de colesterol presente na
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lipoproteina de alta densidade (HDLc), o que pode ser associado com maior risco de
doencas cardiovasculares no futuro (KOWALSKA et al, 2017). O estudo de Giribela
e colaboradores (2015) reportou que o uso por 06 meses de COC contendo estradiol
e drospirenona provocou um aumento significativo nos niveis de CT e TG, mas nao
houve alteracdes consideraveis nos niveis de LDLc e HDLc ao comparar com 0

grupo de nédo usuarias de COC.

A proproteina convertase subtilisina kexina tipo 9 (PCSK9), descrita pela
primeira vez em 2003, € um novo elemento do metabolismo lipidico, que vem sendo
extensivamente estudado nos dUltimos anos e estd correlacionado com o
desenvolvimento de dislipidemias, aterosclerose e eventos cardiovasculares. Sua
atuacao central concentra-se na degradacao dos receptores de LDL (LDLr), isto €, a
PCSK9 impede a reciclagem dos LDLr de volta a superficie celular, contribuindo,
dessa forma, para a elevacdo dos niveis de LDLc na corrente sanguinea (URBAN et
al, 2013; AWAN et. al, 2014; GHOSH et al, 2015).

Além disso, foi demonstrado que o uso de hormdnio pode aumentar o
estresse oxidativo (CHEN & KOTANI, 2012). O estresse oxidativo € causado por um
desequilibrio bioquimico entre uma super-producdo de espécies reativas, tanto de
oxigénio como de nitrogénio, que ndo consegue ser combatida por sistemas
antioxidantes, culminando com a oxidacdo das biomoléculas (CAUCI et al, 2016;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al, 2016). Essas espécies reativas sdo deletérias para o
corpo humano, pois podem capturar elétrons de varias moléculas e originar formas
oxidadas, de modo que o estresse oxidativo grave pode desencadear a apoptose e
necrose celular (HALLIWELL, 2012). Outro fator que pode contribuir para
potencializar o estresse oxidativo no organismo feminino é a chegada da
menopausa e suas alteracdes metabolicas. A queda progressiva de estrégeno que
ocorre na pés-menopausa se correlaciona diretamente com o aumento de espécies
reativas que ocorrre nesse periodo da vida das mulheres (DOSHI & AGARWAL,
2013; RAO et al, 2013; ZUNIGA et al, 2017). Neste sentido, o uso do hormdnio
contraceptivo e a menopausa podem se tornar fatores de risco para desencadear o
estresse oxidativo (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al, 2016; ZUNIGA et al, 2017).

Dessa maneira, sabendo-se que o uso de COC e a THM tem atuacao

significativa no metabolismo lipidico e nos pardmetros de estresse oxidativo de
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mulheres em idade reprodutiva e pds-menopausadas, respectivamente, e que a
PCSK9 é uma proteina associada a regulacdo dos niveis plasmaticos de LDLc. O
objetivo do presente estudo foi investigar a correlacdo da PCSK9 com o perfil lipidico
e com os marcadores de estresse oxidativo, considerando a atuacao do fator idade e

uso de hormoénios.
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2 FUNDAMENTO TEORICO
2.1 Tratamento hormonal
2.1.1 Uso de Contraceptivos Orais

Em todo o mundo, aproximadamente, 60% das mulheres em idade
reprodutiva utilizam algum método contraceptivo. No Brasil, essa prevaléncia situa-
se préxima a 70%, sendo os CO um dos métodos mais utilizados pelas mulheres
(ALKEMA et al, 2013). Os COC impedem a ovulagéo, principalmente pela supressao
do horménio luteinizante (LH). Se usados de maneira correta, a taxa de falha, ou
seja, a ocorréncia de gravidez indesejada é inferior a uma por 100 mulheres por ano
(TRUSSELL, 2011; ROACH et al, 2015).

Os COC apresentam o0 estrbgeno e a progesterona sintéticos em sua
formulacdo. Estes, por sua vez, sdo responsaveis por inibir a producdo natural
destes hormoénios pelos ovarios (FRYE, 2006; RIBEIRO et al, 2017). Podem ser
encontrados em diversas formulacfes (concentracdes de horménios) e diferentes
vias de administracdo (oral, intramuscular, implantes subdérmicos, transdérmica,
vaginal e associado a sistema intrauterino) agindo com a finalidade de bloquear a
ovulacédo e alterar as condi¢cdes do Utero e das trompas de falépio, dificultando assim
a fecundacdo (WHO; 2008). Atualmente, pode-se classificar os COC em geracdes
de acordo com a dose de estrdgeno e o tipo de progesterona utilizada. Os COC de
primeira geracdo sdo 0s que apresentavam doses mais elevadas de estroégeno e as
geracbes seguintes apresentam-se com doses cada vez mais reduzidas de
estrogenos e diferentes progestagénios, como o levonorgestrel, o acetato de
ciproterona e a drospirenona. (PETITTI, 2003; RIBEIRO et al, 2017).

Apesar de muito difundido, o uso de CO é extensivamente associado a um
risco aumentado de TEV, que é atribuivel tanto a dose quanto ao tipo de
progesterona utilizada na formulacdo (SUGIURA et al, 2015; MARTINELLI et al,
2016). Além disso, obesidade e a idade também sdo apontadas como fatores de
risco para a ocorréncia de eventos aterotromboéticos (SUGIURA et al, 2015). O risco
de eventos cardiovasculares, como o IAM e AVE, associado ao uso de CO também
tem sido relatado e, embora as complicagcbes arteriais sejam menos frequentes do

que as complicagbes venosas entre mulheres jovens, as consequéncias a curto e
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longo prazo dos eventos arteriais sao, na maioria das vezes, mais graves
(LIDEGAARD et al, 2012; ROACH et al, 2015).

2.1.2 Terapia hormonal na menopausa

A chegada da menopausa € marcada pela ultima menstruacdo da mulher e
estd associada ao funcionamento reduzido dos ovérios devido, principalmente, a
queda dos niveis estrogénicos (HARLOW et al, 2012). De acordo com a North
American Menopause Society (NAMS), (2013) a menopausa pode ser dividida nas

seguintes etapas:

- Perimenopausa: € o periodo de tempo anterior a menopausa natural, com
inicio de alteragbes metabolicas como reflexos de alteracdes nos niveis de

horménios ovarianos, como o estrogeno;

- Menopausa natural: é a menopausa que ocorre naturalmente, sem nenhum
tratamento médico ou intervencdo cirurgica. Geralmente, ocorre proximo aos 51

anos de idade e é confirmada apds 12 meses sem menstruacao;

- P6s-menopausa: € o periodo de tempo posterior a menopausa e é definida
como a auséncia permanente de menstruacdo em decorréncia da perda da funcao

folicular ovariana.

A terapia hormonal na menopausa é comumente indicada para o tratamento
de sintomas da menopausa, como fogachos, atrofia vaginal, osteoporose e
distarbios do sono (LUOTO, 2009) e tem sido associada a reversdo de algumas
dessas alteracbes. Por outro lado, alguns ensaios clinicos relataram efeitos
adversos associados a terapia hormonal, tais como risco aumentado para cancer de
mama, AVE, TEV e aumento da prevaléncia de eventos cardiovasculares (GAIRARD
et al., 2009; AL-SAFI & SANTORO, 2014).

Os efeitos desses eventos cardiovasculares sdo muito controversos e, por
iIsso, sédo bastante discutidos (KHALIL, 2013). Durante a transicdo da menopausa
para o periodo de pés-menopausa, a maioria das mulheres apresentam alteracdes
metabdlicas, com elevacdo do depodsito de gordura central (LIMA et al, 2012),
modificacdes em direcdo a um perfil mais aterogénico, tais como aumento de TG,
LDLc e reducéo dos niveis de HDLc (EL KHOUDARY et al, 2012; JEENDUANG et
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al, 2014) e aumento da pressao arterial (LIMA et al, 2012; SIFA et al, 2014). Tais
alteracbes relacionam-se com o fator idade, mas também com a queda nos niveis
estrogénicos decorrentes da pos-menopausa (EL KHOUDARY et al, 2012) e
provavelmente estdo relacionadas com a elevacdo do risco cardiovascular que

ocorre neste periodo (PU et al, 2017).

As preparacdes hormonais incluem dois componentes principais, o estrégeno
e a progesterona. No que diz respeito as formulagdes, o 17p-estradiol, estrogenos
equinos conjugados e progesteronas naturais e sintéticas sdo comumente prescritos
na pratica clinica. O 17B-estradiol € o estrégeno natural derivado de humanos,
enquanto o estrogeno equino conjugado € uma formulacdo proveniente de um

extrato preparado a partir da urina de éguas prenhes (PU et al, 2017).
2.2 Proproteina Convertase Subtilisina Kexina Tipo 9

A PCSKO foi descoberta em 2003 por Seidah e colaboradores, pesquisadores
da area de Neurologia, e inicialmente foi denominada de convertase reguladora da
apoptose neuronal 1 (NARC-1). Pertencente a familia da proproteina convertase e
sendo o0 nono membro a ser descoberto, foi nomeada de PCSK9. (SEIDAH et al.
2003; URBAN et al., 2013; GUO; ZHANG & LI, 2014; CUI et al, 2015).

A sintese de PCSK9 ocorre em varios sitios, com alta expressao no figado,
rins, intestino e sistema nervoso central (CUI et. al, 2010; URBAN et al., 2013). Tal
proteina é transcrita e modulada, principalmente, pelo fator de transcricdo SREBP-2
(sterol regulatory element-binding protein 2) (RIDKER et al, 2016) e inicialmente
apresenta-se como um zimogénio soluvel de 74 kDa (pré-pr6 PCSK9), que sofre
clivagem autocatalitica intramolecular, no reticulo endoplasmatico (RE), com
liberagcdo de um pro-dominio N terminal de 14 kDa e uma enzima de 60 kDa. Apos o
processamento autocatalitico, o pro-dominio se liga ndo-covalentemente ao dominio
catalitico da PCSK9 para bloquear a atividade enzimatica da mesma. Dessa forma,
até o momento de ser secretada no meio extracelular, a PCSK9 permanece em um
estado inativo, uma vez que o pré-dominio permanece ligado a proteina de 60 kDa.
A clivagem autocatalitica € fundamental para a ativacdo e liberacdo da enzima do
RE (URBAN et al, 2013; LEREN, 2014).
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A PCSK9 é uma serina protease codificada por um gene localizado no
cromossomo 1p32.3, englobando 12 exons (CORRAL, 2014; LAMBERT et al, 2012).
Com apresentacdo em sua estrutura de 692 aminoéacidos, subdivididos em peptideo
de sinal (residuos de 1 a 30), um pro-dominio (residuos de 31 a 152) e um dominio
catalitico (residuos de 153 a 454), seguidos por uma por¢ao C-terminal (residuos de
455 a 692) (ABIFADEL et al, 2003; LAMBERT et al, 2012; ABIFADEL et al, 2014;
GUO et al, 2014). A Figura 1 ilustra a representacao estrutural da proteina. A mesma
circula em 03 formas principais: na forma de proteina madura, monomérica, que
circula ligada ao LDLc; na forma multimérica, auto-associada, com provavel

atividade aumentada e com o fragmento inativo de furina (PAGE & WATTS, 2016).

Essa protease se liga ao fator de crescimento epidérmico A (EGF-A) do
dominio de LDLr na superficie hepatica, no qual LDLr e PCSK9 séo internalizados
pelo hepatdcito para que sigam em direcdo a um caminho de degradacao
lisossomal. Dessa forma, o nivel plasmatico de PCSK9 esta envolvido na regulagéo
do LDLr e, consequentemente, na captacdo limitada de LDLc e na maior
disponibilidade sérica de LDLc (AWAN et. al, 2014; CORRAL, 2014; GHOSH et al,
2015).

Figura 1 — Representacdo da estrutura da PCSKO9.
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A proteina contém um peptideo sinal (SP) (rosa), um pré-dominio (amarelo), um dominio catalitico
(laranja) e uma porgdo C terminal (vermelho). No RE, o SP é removido e segue-se a clivagem
autocatalitica da PCSK9 na porcdo do seu pro-dominio, necessaria a sua maturacéo. O pré-domino é
clivado e reassocia-se com a PCSK9, cobrindo a triade catalitica: aspartano (D186), histidina (H226),
e serina (S386). Isto torna PCSK9 cataliticamente inerte. A estrutura oval preta 533 retrata o Unico
sitio N-glicosilado. Mutacdes associadas com niveis plasmaticos elevados de LDLc estédo

representadas na parte superior (azul), enquanto mutacdes que levam a redugfes nos niveis de LDLc

encontram-se na parte inferio (verde) Fonte: Schulz et al. (2015).
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2.2.1 Histérico da PCSK9

Em 2003, Abifadel e colaboradores identificaram mutacées no gene que
codifica a PCSK9 em familias francesas com uma forma autossémica dominante de
hipercolesterolemia familiar (HF) e sem atividade anormal do receptor LDL ou no
gene da apolipoproteina B 100 (APO B-100). Tais mutacdes se mostraram serem
mutacdes de ganho de funcdo e estavam correlacionadas com elevados niveis
plasméticos de LDLc e com a ocorréncia de doenca cardiovascular aterosclerotica
prematura. Essa descoberta ficou conhecida como o “terceiro defeito” e, por isso, HF
causada por mutacdes na PCSK9 é comumente referida como HF3. (LAMBERT,
2012; URBAN, 2013; ABIFADEL, 2014). Posteriormente, foram relatadas outras
alteracdes genéticas de ganho de funcédo, e também de perda de funcéo, além de
polimorfismos da PCSK9 relacionados a reduzidos niveis plasmaticos de LDLc e a
reduzidos indices de doenca cardiovascular aterosclerética. Na Figura 1, algumas
mutacOes de ganho e de perda de funcdo associadas a PCSK9 sdo relatados.
Dessa maneira, 0s pesquisadores comecaram a estabelecer uma possivel relacédo
entre a atuacdo da PCSK9 no metabolismo dos parametros do perfil lipidico
(SEIDAH et al., 2003; ABIFADEL et al., 2003; GUO; ZHANG & LI, 2014; PAGE &
WATTS, 2016).

Em 2005, evidéncias experimentais revelaram gue em animais, ao inibir a
PCSK®9, observava-se uma reducdo dos niveis plasmaticos de LDLc (RASHID et al
2005; PAGE & WATTS, 2016). J4 em 2006, surgiram os primeiros estudos revelando
que individuos que possuem mutacdo nonsense de perda de funcdo no gene da
PCSK9 apresentavam niveis plasmaticos significativamente inferiores de LDLc e
risco cardiovascular diminuido (LAMBERT, 2012; COHEN et al, 2006). Dessa forma,
varias abordagens farmacologicas de inibicdo de PCSK9 foram sendo investigadas e
em 2009, anticorpos monoclonais anti-PCSK9 demonstraram diminuir a
concentragéo plasmatica de LDLc em animais (ABIFADEL et al, 2010; LAMBERT et
al, 2012). A partir disso, varios anticorpos anti-PCSK9 foram desenvolvidos e
estudados em modelos celulares e animais e estudos clinicos vem sendo realizados
por empresas farmacéuticas (ABIFADEL et al, 2014). Em 2015, o FDA (Food and
Drug Administration) aprovou dois anticorpos monoclonais, o “evolocumab” e o
“alirocumab” nos Estados Unidos para os pacientes que ndo controlam os niveis

plasmaticos de LDLc com os tratamentos tradicionais com estatinas. Na Figura 2
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encontra-se esquematizado um panorama geral do histérico da PCSK9 até o
momento atual (PAGE & WATTS, 2016).

Figura 2 — Representacédo da linha do tempo do historico da PCSKO9.
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2.2.2 Mecanismo de acdo da PCSK9

As pesquisas apontam que a PCSK9 desempenha um papel importante na
regulacdo dos niveis plasmaticos de LDLc por meio da sua capacidade de mediar a
degradacédo intracelular do LDLr. ApGs ser secretado pelo complexo de Golgi, o
dominio catalitico da PCSK9 se liga ao LDLr na superficie celular, especificamente
no fator de crescimento epidérmico de repeticdo do dominio A (EGF-A), de um modo
dependente de célcio. Apds tal ligacdo, o complexo LDLc/LDLr/PCSK9 é
internalizado por vesiculas revestidas por clatrina e dirigidos aos endossomas e,
posteriormente, aos lisossomos, onde ocorre a degradacdo dos LDLr. O pH acido
dos endossomas aumenta a afinidade de ligacéo entre PCSK9 e o LDLr. Tal fato faz
com que PCSK9 permaneca ligada ao LDLr e impede o mesmo de adquirir uma
conformacao fechada, tornando-o mais suscetivel a enzima de degradac&o. Por
outro lado, LDLr sem PCSK9 ligada é mais propenso a reciclagem e ao retorno a

superficie celular. Portanto, a ligacéo entre a PCSK9 e LDLr interrompe a reciclagem
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do receptor, conduzindo a sua degradacdo, um fato que implica na diminuicdo de
LDLr disponiveis, em niveis mais elevados de LDLc e em maior risco cardiovascular.
(URBAN et al, 2013; LEREN et al, 2014; SCHULZ et al, 2015; PAGE & WATTS,
2016). Na Figura 3, tal processo de degradacdo de LDLr mediada por PCSK9 pode
ser melhor visualizado.

Todavia, o0 mecanismo exato pelo qual o complexo LDLc/LDLI/PCSK9 é
conduzido aos lisossomos ainda precisa ser completamente elucidado. Estudos de
LDLr em camundongos knockout demonstraram que o LDLr parece ser a principal
via para a remocdo de PCSK9 da circulacdo (TAVORI et al., 2013). No entanto, a
regulacdo de LDLr e PCSK9 parece ser extremamente complexa, uma vez que
dominios distintos de LDLr sdo capazes de se ligar nas particulas de LDLc e
PCSK9, além de parte da PCSK9 circulante ser carregada nas particulas de LDLc
(KOSENKO et al.,, 2013). Segundo Lagace (2014) e Tavori et al. (2015),
aproximadamente 40% da PCSK9 circulante se liga as particulas de LDLc por meio

da interacao especifica com a apoB-100.
Figura 3 — Degradacao do LDLr mediada pela PCSK9
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2.3 Estresse oxidativo

Diversas condicdes fisiolégicas podem desencadear a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de espécies reativas de nitrogénio. Tipos celulares, tais
como, células do endotélio, plaguetas, mondcitos e neutréfilos podem ser
responsaveis por tal geracdo. As ROS podem ser subdividas em dois grupos: ROS
radicalares (radicais livres), como a hidroxila, peroxila, alcoxila e superéxido; e as
ROS néao-radicalares, como o peroxido de hidrogénio, oxigénio e acido hipocloroso.
Ja 6xido nitrico (ON), nitritos, nitratos, 6xido nitroso e peroxinitritos sdo exemplos de
espécies reativas do nitrogénio (VIOLI & PIGNATELLI, 2012; STEPHENS et al,
2009; SMALL et al, 2012)

O aparecimento de um estado de estresse oxidativo € alcancado com o
desequilibrio entre as concentracdes de ROS e espécies reativas do nitrogénio e os
mecanismos antioxidantes de defesa do organismo. Em outras palavras, os
mecanismos antioxidantes sdo superados pela geracdo exacerbada de espécies
reativas (GILBERT et al, 2008; GUPTA et al, 2009). Dessa maneira, sabe-se que as
ROS apresentam dupla funcdo. Podendo atuar tanto na manutencdo de funcdes
fisiologicas préprias do organismo quanto no dano celular por meio de sua producédo
excessiva. Diante do comprometimento celular, do DNA, lipidios e de proteinas
circulantes, o organismo lanca mao de diversificados sistemas antioxidantes para
impedir a producdo de ROS e também adaptar o organismo a condicdo de estresse
oxidativo (DOTAN et al, 2004; VASCONCELOS et al, 2007).

Um dos efeitos prejudiciais decorrentes do excesso de ROS no organismo é a
peroxidacao lipidica de membranas celulares e de organelas. ROS provocam
alteracdes quimicas nos &acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios de
membrana, uma vez que estes sdo especialmente susceptiveis a reacdes
radicalares. Essas reacdes desfazem a integridade estrutural e funcional da célula,
comprometendo sua viabilidade.

ROS podem ser detectadas medindo-se a concentracdo de subprodutos
resultantes do ataque destas espécies as moléculas de proteinas, DNA e lipidios,
como dienos conjugados, hidroperoxidos e aldeidos. Portanto, os subprodutos das
reacoes entre ROS e compostos enddégenos podem ser usados como
biomarcadores de estresse oxidativo (MASSY et al, 2009; NAFAR et al, 2011).

Dentre os biomarcadores mais utilizados para avaliar o grau de estresse

oxidativo estd o malondialdeido (MDA), um dialdeido derivado do radical alcoxila



27

formado durante a oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados. A determinacdo de
MDA pode ser realizada por meio do teste de substéncias reativas com o &cido
tiobarbittrico (TBARS). No ensaio, tem-se uma reacao de condensacao entre MDA e
acido tiobarbiturico (TBA), formando-se produtos que podem ser determinados por
absorcdo no comprimento de onda visivel (532 nm) ou por fluorescéncia (515 nm e
533 nm). Apesar de o MDA ser bastante reativo ao TBA, este teste também
identifica outros aldeidos, bilirrubina, aminoacidos e carboidratos que podem gerar
cromogenos interferentes. Portanto, ndo se trata de uma técnica com elevada
especificidade, uma vez que demais substancias presentes em materiais biolégicos
também reagem com o TBA (VASCONCELOS et al, 2007; SPANEVELLO et al,
2010).

Outra maneira util de avaliar o estresse oxidativo € por meio da determinacao
da capacidade antioxidante em amostras biol6gicas. Uma metodologia proposta
consiste no ensaio do MTT ([(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina)]). No teste, o MTT, um sal tipo tetrazolium que sofre reducédo ao reagir
com fatores antioxidantes do plasma, adquire como produtos finais os cristais de
formazana, que serédo detectados pela absorcédo de luz no espectrofotdmetro ou
leitor de placa de ELISA, no comprimento de onda de 570nm. Fatores antioxidantes
presentes no plasma como urato, a-tocoferol, ascorbato, albumina e o grupo sulfidril
das proteinas sdo capazes de reduzir o MTT e formar os produtos finais
colorimétricos (MEDINA et al, 2007).

2.3.1 Dislipidemias e aterosclerose associadas ao estresse oxidativo

As doencas cardiovasculares continuam sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Entre os fatores de risco modificaveis, a
dislipidemia constitui um dos principais fatores contribuintes para o desenvolvimento

de doencas cardiovasculares.

As dislipidemias se correlacionam com concentragdes alteradas de CT, TG,
LDLc e HDLc (CARRERAS & POLK, 2017; SCHULZ & SCHLUTER, 2017) e tais
parametros sdo frequentemente usados para avaliar o risco de aterosclerose. Nos
altimos anos, ficou evidente que a lipoproteina (a) [Lp(a)], supostamente, também
desempenha um papel importante na génese da aterosclerose e de eventos

tromboticos, uma vez que essa lipoproteina apresenta semelhanca estrutural com o
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LDLc por meio da apolipoproteina B (apo-B) e homologia estrutural com o
plasminogénio, um importante componente do sistema fibrinolitico. Dessa forma, é
de se esperar que niveis elevados de Lp(a) possam estar relacionados a
dislipidemias e também possa favorecer eventos trombaticos por reduzir a fibrindlise
(MANSSON et al, 2014; BUUREN et al, 2017).

Diversos fatores de risco cardiovasculares estdo associados ao estresse
oxidativo, incluindo hipertenséo, hipercolesterolemia e diabetes mellitus. A oxidac&o
dos fosfolipidios insaturados da membrana celular € capaz de modular diversas vias
de sinalizacdo. Dessa maneira, 0 estresse oxidativo pode ser responsavel por
diversos eventos, dentre eles: oxidacao lipidica, inativacdo de ON, modificacdes
oxidativas de DNA e proteinas, aumento da proliferacdo e apoptose de células
vasculares, aumento da expressado e ativacdo de genes redox-sensiveis, como 0
receptor para lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox), moléculas de
adesdao, fatores quimiotaticos e citocinas pro-inflamatorias. Portanto, a producédo
exacerbada de ROS traz como um dos principais efeitos a oxidagéo de LDLc, evento
importante na génese e evolucdo da aterosclerose (STEPHENS et al, 2009; KATO
et al, 2009).

2.4 Uso de hormdnios, parametros lipidicos e de estresse oxidativo

A influéncia do uso de horménios sobre os parametros lipidicos é bastante
debatida no meio cientifico e ja foram demonstradas alteracbes no perfil lipidico
entre varios grupos populacionais com diferentes padrées de dislipidemia (ASARE et
al, 2014). Essas alteracBes podem ocorrer através da via gendmica, no sentido de
que modificagbes nos receptores de estrégeno afetam a elevacdo da
apolipoproteina A-1 hepatica. Portanto, pesquisas sugerem que 0s esteroides
contraceptivos exercem seus efeitos metabdlicos e os mesmos estéo relacionados a
sintese e/ou renovacgéao de lipidios e lipoproteinas, incluindo CT, TG, HDLc e LDLc
(PETTO et al, 2014).

Estrogenos e progesteronas tém variados efeitos sobre o metabolismo
lipidico. Tais efeitos dependem dos componentes hormonais, da dosagem e da
atividade da progesterona. Estrégeno e progesterona possuem efeitos contrarios em
relacdo aos lipidios séricos. Enquanto o estrogeno pode aumentar a producdo de TG

e HDLc e reduzir os niveis de LDLc, (HOGAN et al, 2010), as progesteronas com
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atividade androgénica podem deslocar o metabolismo lipidico e lipoproteico de
maneira potenciamente desfavoravel. Para amenizar o impacto no metabolismo
lipidico, foi desenvolvida a drospirenona, um derivado da17a-espirolactona com
propriedades anti-androgénicas (KOWALSKA et al, 2017).

Outro ponto a se considerar € que para a analise do efeito hormonal nos
parametros do perfil lipidico, deve-se considerar, ainda, o fator idade. Com o passar
dos anos, naturalmente, os niveis de HDLc tendem a reduzir, equanto o de CT, TG e
LDLc podem se elevar (STEVENSON et al, 1993; Kl et al, 2016). Um estudo que
acompanhou a transicdo de mulheres para a pds-menopausa revelou aumentos

consideraveis no CT e TG séricos com o decorrer dos anos (Kl et al, 2016).

Um novo componente do metabolismo de lipidios que merece especial
atencdo € a PCSK9. A mesma esta correlacionada com a dislipidemia, aterosclerose
e eventos cardiovasculares (LAMBERT et al, 2012). PCSK9 é uma proteina
importante no metabolismo lipidico porque possui um papel central na degradacao
dos LDLr, interferindo diretamente nos niveis plasméticos da LDLc (URBAN et al,
2013; FERDINAND & NASSER, 2015). Dessa maneira, embora a dosagem de
PCSK9 ainda nao seja solicitada na rotina da pratica clinica, seu impacto deve ser
considerado, ja que a mesma esta intimamente relacionada a eventos
ateroscleroticos por comprometer o perfil lipidico, podendo ainda ser influenciada
pela idade (CUI et al, 2010; GHOSH et al, 2015) e pelo uso de horménios.

Dessa maneira, a despeito de seu efeito desejado no 6rgdo reprodutivo
feminino, € de suma importancia considerar os efeitos metabdlicos que o uso desses
hormdnios pode acarretar, principalmente em relacdo ao metabolismo lipidico, uma
vez que niveis favoraveis de HDLc reduzem o risco de aterosclerose e tem um efeito
cardiovascular protetor, enquanto o LDLc € considerado um dos principais
contribuintes para a doenca cardiaca (SITRUK-WARE, 2000; KOWALSKA et al,
2017).

Estudos anteriores também demonstraram que o uso de CO pode aumentar o
estresse oxidativo (CHEN & KOTANI, 2012). Existem muitas hipéteses para esse
aumento (FINCO et al, 2012) e uma delas é a necessidade de metabolizar a carga
hormonal proveniente dos CO com o auxilio das enzimas hepaticas, principalmente

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase e (ALT) (HANNAFORD
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et al, 1997) e ry-glutamiltransferase (GGT) (PREYER et al, 2016). Pesquisas
realizadas demonstraram um aumento de GGT no sangue dessas mulheres o qual
foi positivamente correlacionado com o uso de CO (FINCO et al, 2012). Além disso,
deve-se considerar que mulheres na pos-menopausa tém maiores taxas de
comorbidades e, por isso, sdo particularmente mais vulneraveis aos efeitos adversos

que a terapia hormonal pode acarretar.

De acordo com outro estudo, as concentracbes de ALT e AST aumentaram
no soro de mulheres que usavam CO (OZER et al, 2008). Além disso, GGT também
aparece como um forte preditor de risco de doencas. GGT induz o estresse oxidativo
na parede da artéria na presenca de ferro livre e também € provavel que seja um
indicador do suprimento reduzido de glutationa, especialmente no figado, o que
acarreta em uma série de problemas relacionados ao estresse oxidativo aumentado
(KOENIG & SENEFF, 2015). Portanto, o uso de hormdnios esteroides mostrou
produzir efeitos consideraveis no figado, embora esses efeitos sejam mais
fisiologicos do que patolégicos e, muitas vezes, retornam ao normal apds a
interrupcéo do tratamento (EPSTEIN, 2003; KOWALSKA et al, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

A doenca aterosclerética constitui uma causa importante de morbidade e
mortalidade em todo o mundo; estando intimamente relacionada a eventos
cardiovasculares (WOUTERS et al, 2005). Fatores de risco como dislipidemias,
associados a idade e ao uso de horménios contraceptivos ou para tratamento
hormonal na po6s-menopausa podem contribuir na evolucdo de um quadro
patologico. Além de alteracdes no perfil lipidico convencional, niveis elevados de
Lp(a) devem ser considerados na investigacdo da génese de eventos
ateroscleroticos, uma vez que, a mesma é uma lipoproteina de grande impacto, nédo
s6 por comprometer o metabolismo lipidico mas também por interferir diretamente na

hemostasia.

Recentemente, a identificagédo e caracterizagcdo da PCSK?9 introduziram novas
abordagens ao metabolismo lipidico, ja que essa proteina € capaz de inibir a
reciclagem do LDLr de volta a superficie celular, reduzindo a quantidade de
receptores e aumentando os niveis plasmaticos de LDLc circulante. Diante deste
cenario, justifica-se investigar a correlacdo entre as concentracdes plasméticas de
PCSK9 com os parametros do perfil lipidico, associadas a fatores de risco como o
uso de horménios e a idade. Ademais, apesar de até o presente momento ndo haver
valores de referéncia para os niveis de PCSK9, as concentracdes plasmaticas da
mesma poderiam, futuramente, ser utilizadas como marcadores subclinicos de

alteracdes ateroscleréticas.

Os marcadores de estresse oxidativo analisados séo Uteis no presente estudo
e sinalizam alteragbes em nivel de endotélio vascular e também estdo intimamente
relacionados a eventos ateroscleréticos, uma vez que a aterosclerose € uma doencga
inflamatoria crénica de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressao
endotelial, acometendo principalmente a camada intima das artérias de médio e
grande calibre (GREENOW et al., 2005). Dessa forma, a investigagcédo da atuacao do
uso de horménios e da idade sobre tais marcadores também é um dos propdsitos do

atual estudo.

Portanto, os dados avaliados fornecem um melhor entendimento sobre o
impacto do uso de hormdénios nos parametros de perfil lipidico que, num futuro

proximo, poderdo direcionar medidas preventivas, além de auxiliar na tomada de
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decisdo na prescricdo de hormoénios contraceptivos para as mulheres em idade
reprodutiva e na THM para as mulheres na p6s-menopausa.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Investigar a correlacdo entre o uso de COC e de THM e parametros do perfil lipidico,
PCSK9 e marcadores de estresse oxidativo, em mulheres jovens e na pos-

menopausa.
4.2 Objetivos especificos

a) determinar os valores plasmaticos de PCSK9 no grupo de mulheres estudadas,

com e sem o uso de hormoénio;

b) avaliar o perfil lipidico nos grupos de mulheres estudadas por meio da dosagem
de CT, TG, LDLc e HDLc e Lp(a);

c) investigar a correlacdo entre a PCSK9 e parametros do perfil lipidico em mulheres
jovens, em uso ou ndo de contraceptivo oral e em mulheres pés-menopausadas, em

uso ou nao de terapia hormonal na menopausa,

e) investigar a correlacdo entre a PCSK9 e marcadores de estresse oxidativo em

mulheres jovens e na pés-menopausa, em uso ou ndo de horménios.



34

5. MATERIAL E METODOS
5.1 Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP-UFMG) (Projeto CAAE - 42589815.0 - 0000.5149) (Anexo A). As
participantes selecionadas tiveram o0 esclarecimento sobre a pesquisa e as que
estavam de acordo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A), bem como responderam a um questionario com perguntas de
interesse Clinico e da pesquisa (Ficha Clinica) (Apéndice B). Incluiam-se nos
grupos jovens universitarias, professoras e funcionarias da UFMG, de acordo com as

especificidades de cada grupo.
5.2 Casuistica
O estudo foi composto pelos seguintes grupos de estudo:

¢ Mulheres jovens na faixa etaria de 18 a 30 anos em uso de contraceptivo oral
(COC) (n=20);

¢ Mulheres jovens na faixa etaria de 18 a 30 anos ndo em uso de contraceptivo
oral (ndo-COC) (n=20);

e Mulheres na pdés-menopausa nha faixa etaria de 50 a 60 anos que fazem
terapia de reposicdo hormonal (THM) (n=17);

e Mulheres na pés-menopausa na faixa etaria de 50 a 60 anos que nao fazem

terapia de reposicdo hormonal (ndo-THM) (n=22).
Os critérios de incluséo para a participacéo no presente estudo foram:

e Sexo: feminino;

e [aixa etaria: 18 a 30 anos (jovens) ou de 50 a 60 anos (pés-menopausadas);

e Uso de hormdnios: sim ou ndo para cada grupo de estudo (jovens-COC e
pos-menopausadas-THM).

N&o fordo incluidas na pesquisa as participantes que apresentavam alguma das
caracteristicas ou manifestacbes clinicas a seguir: doencas hepaticas,
hematoldgicas, inflamatérias agudas, autoimunes, malignas, insuficiéncia renal
crénica, sindrome nefrética, diabetes mellitus, obesidade (IMC>30 Kg/m?), gravidez,

doencas tireoidianas, tabagismo, consumo excessivo de alcool, mulheres que
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estivessem no periodo de pos-menopausa ha mais de 10 anos, uso de
antiagregante plaquetario, estatinas, anticoagulante, uso de corticoides,
anabolizantes, isotretinoina, ciclosporina, antirretrovirais e anti-inflamatérios néao
esteroidais. As participantes que assinalaram algum dos critérios de ndo-inclusao ao

responder o questionario ndo fordo submetidas a coleta do sangue.

Distribuicdo das mulheres jovens de acordo com o tipo COC, Tabela 1, e a das
mulheres pos-menopausadas segundo o tipo de tratamento hormonal, Tabela 2.
Vale destacar que o hormonio utilizado pelas mulheres deste estudo foi administrado

pela via oral.

Tabela 1. Distribuicdo das mulheres jovens de acordo com o tipo de COC.

COoC EE 0,020 mg EE 0,030 mg EE 0,035 mg
Ciproterona 2mg n=5
Clormadinona 2mg n=2

Desogestrel 015mg n=2

Drospirenona 3mg n=2 n=1

Gestodeno 0,075mg n=3

Levonorgestrel 0,1mg n=4

Levonorgestrel 0,15mg n=1

Abreviacdes: EE: etinilestradiol; n: nimero de jovens que faziam uso de cada combinacdo de COC.

Tabela 2. Distribuicdo de mulheres p6s-menopausadas de acordo com o tipo de tratamento
hormonal.

Hormonios Estradiol 1mg Estradiol 2mg

Noretisterona 0,5 mg n=6
Drospirenona 2 mg n=2
Gestodeno 0,025 mg n=1
Ciproterona 1mg n=1
Progesterona n=1

Noretisterona 1 mg n=1

Abreviacdes: * Duas participantes do grupo THM faziam uso apenas de estradiol 1mg; ** Duas
participantes do grupo THM faziam uso de estrogenos conjugados 0,625 mg; ***Uma participante do
grupo THM fazia uso apenas de estradiol 1,5 mg **** Uma participante do grupo THM fazia uso de
progesterona a cada 3 meses; n: nimero de pos-menopausadas que faziam uso de cada combinacéo
hormonal.

Em relagéo aos grupos de mulheres que faziam uso de horménio, a mediana
do tempo de uso de horménio (TUH) no grupo COC foi de 6,2 anos e intervalo
interquartilico (Q1-Q3) de 3,2 a 8,7 anos. No grupo THM foi de 4,0 (2,5-7,0) anos. A
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mediana do tempo de pés-menopausa no grupo ndo-THM foi de 6,5 (4,5 a 9,0) anos,
enquanto no grupo THM foi de 4,0 (3,5 a 9,0) anos (p = 0,428). Esses dados estdo

explicitados na Tabela 3.

Tabela 3. Tempo de uso de hormdnio em anos nas mulheres investigadas.

Grupos TUH (Q: — Q5) TUH (Q1 - Q3)
cocC 6,2 anos (3,2-8,7)
THM 4,0 anos (2,5-7,0)

Abreviacdes: * COC: Contraceptivo oral combinado; THM: Terapia hormonal na menopausa; TUH:
tempo de uso de hormdnio; Q; — Qs: intervalo interquartilico.

5.3 Amostras bioldgicas

As amostras biolégicas foram obtidas de cada participante que preencheu o0s
critérios de inclusdo e assinou o termo de consentimento. Foram coletados 15,0 mL
de sangue venoso de cada participante (5,0 mL no tubo sem anticoagulante, 5,0 mL
em citrato de sédio 3,2% e 5,0 mL em EDTA), apés jejum de 12 horas, em tubos do

Sistema Vacutainer® (Becton-Dickinson).

A ordem da coleta estava de acordo com a recomendacdo do CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) a fim de eliminar possiveis interferéncias. A
primeira coleta foi realizada no tubo sem anticoagulante, seguida da coleta no tubo

contendo citrato de sédio e finalizada com o tubo contendo EDTA.

As amostras de sangue obtidas sem anticoagulante foram centrifugadas a
1.500 rpm durante 15 minutos para separacdo do soro, distribuidas em aliquotas
sendo utilizada uma aliquota para determinacao direta de CT, TG, HDLc e glicose de
acordo com a bula de cada kit e as demais aliquotas estocadas a -80°C para

posterior determinacdo da Lp(a) e PCRus (Proteina C reativa ultrassensivel).

As amostras de sangue obtidas em citrato de sédio foram centrifugadas de
acordo com o protocolo estabelecido pelo Setor de Hematologia do Departamento
de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia da UFMG, a fim de
se obter o plasma pobre em plaquetas. Os tubos de coleta foram centrifugados a
3.500 rpm por 15 minutos, os dois ter¢os superiores do sobrenadante transferidos
para um novo tubo de ensaio e uma outra centrifugacao foi realizada a 3.500 rpm

por mais 15 minutos. Apenas os dois tercos superiores do sobrenadante foram
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utilizados nas andlises, distribuidos em aliquotas e estocados a -80°C, para
determinacdo de parametros relacionados ao sistema de coagulacdo ou fibrinolitico

em projetos paralelos.

Os tubos de coleta com o anticoagulante EDTA tiveram uma aliquota de
sangue total reservada antes da separacdo do plasma por centrifugacdo. Em
seguida, foi realizada uma centrifugacdo a 1.500 rpm durante 15 minutos para a
obtencdo do plasma em EDTA. O sangue total e as aliquotas do plasma também
foram estocados a -80°C e, o plasma em EDTA foi reservado para as determinacdes
de PCSK9 e dos marcadores de extresse oxidativo. No momento da analise, as
amostras foram descongeladas e processadas de acordo com a indicacdo de cada
fabricante.

5.4 Delineamento experimental
Os parametros analisados neste estudo foram:

¢ Niveis plasmaticos de PCSK9;

e Marcadores de estresse oxidativo — MTT e TBARS;

e CT, TG, LDL colesterol, HDL colesterol e Lp(a) para avaliacdo do perfil
lipidico;

e Glicemia de jejum para avaliacao do perfil glicémico;

e PCR ultrassensivel para avaliar o perfil inflamatério.
5.5 Métodos
5.5.1 Dosagem de PCSK9

Para a quantificacdo dos niveis plasmaticos de PCSK9, foi realizado o ensaio

imunoenzimatico quantitativo (ELISA sanduiche), de alta sensibilidade.

As concentragdes plasmaticas em EDTA de PCSK9 foram medidas por ELISA
usando um kit comercial disponivel (R & D Systems®, Minneapolis-USA, numero de
catalogo DPC 900), de acordo com as instru¢cdes do fabricante e foram expressas
em ng/mL. O coeficiente de variacdo intra-ensaio e inter-ensaio, utilizando trés
amostras de concentracdo conhecida, foi de 4,1-6,5% e 4,1-5,9%, respectivamente.

A sensibilidade foi de 0,03 e a linearidade de 104,0 ng/mL, respectivamente.
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Este ensaio emprega a técnica de imunoensaio enzimatico sanduiche
quantitativo. Um anticorpo monoclonal especifico para PCSK9 humano foi pré-
revestido sobre uma microplaca. Padrbes e amostras foram pipetados nos pocos e
todo PCSK9 presente foi ligado ao anticorpo imobilizado. Apés a lavagem de
quaisquer substéncias ndo ligadas, um anticorpo policlonal ligado a enzima,
especifico para PCSK9 humano foi adicionado aos pogos. Apds lavagem para
remover o excesso de anticorpo-enzima, adicionou-se uma solucéo de substrato aos
pocos e desenvolvimento de cor € proporcional a quantidade de PCSK9 ligada no
passo inicial. O desenvolvimento da cor € interrompido com solucdo de parada e a
intensidade da mesma é medida em (A= 540 nm).

5.5.2 Marcadores de estresse oxidativo

Para determinagdo da capacidade antioxidante do plasma (EDTA), foi
realizado o ensaio com o 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil brometo de tetrazolina
reduzido (MTT) (MEDINA et al, 2007; VASCONCELOS et al, 2007). Uma mistura
contendo 100 pL de plasma, 50 yL de phosphate buffered saline (PBS) e 12,5 pL de
solugdo MTT foi incubada a 37°C durante 60 minutos, protegida da luz.
Posteriormente, foram adicionados 750 pyL de uma solucdo de isopropanol &cida
(0,04 M; HCI) e submetidos a agitacdo no vortex durante 30 segundos. As amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos e a absorbancia do

sobrenadante medida em um espectrofotometro a A= 570 nm.

Além disso, foi realizado o teste com substancias reativas com o &cido
tiobarbitarico (TBARS), a fim de avaliar a peroxidacgéo lipidica do plasma (EDTA) nas
amostras das participantes do estudo. A peroxidagdo lipidica leva a produtos
secundarios como alcanos, aldeidos e isoprostanos que podem ser usados para
avaliar o estado oxidativo de materiais biologicos (DOTAN et al, 2004). O
malondialdéido (MDA) é um desses produtos secundarios e € formado durante a
oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados. A quantificacdo de TBARS foi realizada
de acordo com Duarte et al (2015) modificado: 100 yL de plasma foram adicionados
a 100 pL de solucao gelada de TBA 1% (TBA 1%, NaOH 0,05 mol/L e 0,1 mmol/L de
hidroxitolueno butilado - BHT- 10 mM) e 100 uL de acido fosforico (H3PO,)
concentrado. Em seguida, a solucdo foi incubada em banho-seco durante 25

minutos a 98°C e congelada durante 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados
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375 pL de butanol aos tubos, que foram misturados durante 10 segundos e
centrifugados durante 5 minutos a 2000 rpm. As impurezas no sobrenadante foram
lidas por espectrofotometria em A= 600 nm e seus valores foram descontados a
partir da absorbéancia obtida a A= 532 nm (DUARTE et al, 2015). A concentracdo de
TBARS foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 156 (mmol/L x cm)
(HERMES-LIMA et al, 1995).

A leitura da dosagem de PCSK9 e dos parametros do estresse oxidativo
citados anteriormente foi realizada utilizando-se o leitor de microplacas Spectra Max-
340 e VersaMax microplate reader (Molecular Devices® USA). A curva de calibracao
para a determinacdo dos niveis de PCSK9 foi construida utilizando-se os
calibradores, fornecidos pelo fabricante. Amostras de plasmas-controle especificos
também fornecidos pelo fabricante foram utilizadas para verificar o desempenho do
ensaio. As concentracdes dos parametros analisados foram obtidas interpolando-se

as leituras das amostras em uma curva padrao.
5.5.3 Determinacdes bioquimicas do perfil lipidico

O CT, TG e HDLc foram determinados em amostras sericas utilizando os kits
de diagnéstico COLESTEROL Liquiform - LABTEST®, TRIGLYCERIDES Liquiform -
LABTEST® e HDL LE-LABTEST®, respectivamente, de acordo com as instrucdes
do fabricante. Segundo o fabricante do kit diagnostico, € desejavel que o valor do CT
esteja abaixo de 200 mg/dL; do TG abaixo de 150 mg/dL e do HDLc superior a 60
mg/dL. O LCLc foi calculado usando a equacéao (LDLc = CT - HDLc - TG/5) sendo
valida somente quando TG < 400 mg/dL (FRIEDEWALD et al, 1972). A
determinacdo de Lp(a) foi realizada utilizando reagentes turbidimétricos de
INVITRO® LIPOPROTEIN (a). De acordo com o fabricante do kit diagndstico, é

desejavel que o valor da Lp(a) esteja abaixo de 30 mg/dL.
5.5.4 Glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi determinada no soro utilizando o conjunto diagndstico
GLICOSE Liquiform - LABTEST® cujo principio analitico € o método enzimatico
colorimétrico. O ensaio foi realizado utilizando-se o analisador bioquimico semi-
automatico da marca THERMO PLATE®, modelo TP Analyzer Plus. Segundo o
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fabricante do kit diagndstico, os valores de referéncia para a glicose situam-se entre
60 e 99 mg/dL.

5.5.5 PCR ultrassensivel

A determinagéo quantitativa da PCRus foi determinada em amostras séricas
através do uso do conjunto diagnéstico hsCRP - VITROS®, cujo principio analitico é
0 método turbidimétrico com latex aprimorado-quimica seca. O ensaio foi realizado
utilizando-se o aparelho ORTHO CLINICAL DIAGNOSTICS-Johnson&Johnson
Company, em sistema completamente automatizado. Segundo o fabricante do kit
diagnéstico, o valor de referéncia da PCRus situa-se abaixo de 3 mg/L.

5.6 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Programa Minitab verséo 17. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e os dados foram
expressos como mediana e intervalo interquartilico (IT). O teste U de Mann-Whitney
foi utilizado para comparar medianas entre dois grupos em variaveis nao
paramétricas, corrigindo-se o nivel de significancia pelo método de Bonferroni. As
correlagcdes entre PCSK9 plasmatico e outros parametros do estudo foram
realizadas utilizando o teste de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia
estatistica foi considerado como valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas, bioquimicas e os niveis de PCSK9 dos grupos de
estudo sdo demonstradas na Tabela 4. Nenhuma diferenga foi observada em
relacdo a idade ao comparar os dois grupos de mulheres jovens. A mesma também
nao foi observada ao se comparar os dois grupos de mulheres na pos-menopausa.
Maiores valores de IMC, PCRus e glicose foram observados para o grupo nao-THM

ao comparar com o grupo nao-COC (p < 0,05).

Alguns parametros bioquimicos do perfil lipidico e a PCSK9 plasmatica das
mulheres investigadas sdo exibidos na Tabela 4. O grupo COC apresentou niveis
plasméticos mais elevados de PCSK9 do que o grupo ndo-COC (p < 0,05), Figura 4.
Os grupos COC e nao-THM apresentaram maiores concentracdes de CT e TG do
gue o grupo ndao-COC, de forma significativa (p < 0,05). No grupo ndo-THM, o CT foi
mais elevado quando comparado com o grupo THM (p < 0,05). Além disso,
observou-se uma diferenca significativa em relacdo ao LDLc quando comparou-se o
grupo ndo-THM com o THM e ndo-THM com o grupo ndao-COC (p < 0,05). Nao
houve diferenca para LDLc quando comparado o grupo COC e ndo-COC. Nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada para os niveis de HDLc e Lp (a) entre todos os

grupos estudados.

Quanto a avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma em EDTA, por
meio da quantificacdo dos niveis de MTT, nenhuma diferenca significativa foi
observada quando comparados todos os grupos. De forma similar, os niveis de
TBARS néo se diferenciaram quando comparados os grupos ndo-THM e THM e os
grupos nao-COC e nao-THM. No entanto, o grupo COC apresentou niveis de

TBARS mais elevados do que o grupo ndo-COC (p < 0,05) Figura 4.

Ao analisar todas as mulheres estudadas, ndo foi observada correlacdo entre
os niveis plasmaticos de PCSK9 e IMC (r = 0,194; p = 0,08) assim como para 0s
parametros LDLc, Lp(a) e MTT. No entanto, foi encontrada correlacdo positiva entre
0s niveis plasmaticos de PCSK9 e a variavel CT (r = 0,250; p = 0,026) Tabela 5.

No grupo COC, os niveis plasmaticos de PCSK9 foram positivamente
correlacionados com MTT (r = 0,529; p = 0,016) Tabela 5.
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No grupo ndo-THM, os niveis plasméticos de PCSK9 foram positivamente
correlacionados com CT (r = 0,424; p = 0,049) Tabela 5. No entanto, ndo foram
observadas correlacdes entre os niveis plasmaticos de PCSK9 e as variaveis LDLc e
Lp(a) (r =0,402; p = 0,064 e r = 0,398; p = 0,066, respectivamente).

Finalmente, nenhuma outra correlacdo significativa foi observada entre os
niveis plasmaticos de PCSK9 e outros parametros investigados ao considerar os
demais grupos.

Tabela 4. Caracteristicas demogréaficas e bioquimicas e niveis de PCSK9 nas mulheres
investigadas.

Variaveis n&o-COC cocC ndo-THM THM p° p° 0°
(n=20) (n=20) (n=22) (n=17)

Idade (anos) 24 (7) 25 (7) 58 (7) 55 (3) 0,849 0,282 -

IMC (Kg/m?) 21,9 (5,3) 21,8 (4,1) 24,6 (6,3) 25,2 (4,8) 0,588 0,955 0,007
CT (mg/dL) 156,0 (38,5)  173,0(30,8)  207,0(56,3)  177,0 (46,0) 0,010* 0,012* 0,001*
LDLc (mg/dL) 84,0 (44,4)  84,8(25,8) 134,0 (31,5) 95,8 (40,9) 0,457 0,005* 0,001*
HDLc (mg/dL) 67,0 (22,00  72,5(19,6) 47,6 (23,6) 51,6 (28,2) 0,156 0,411 0,051
TG (mg/dL) 715(18,8)  94,5(43,0) 111,5 (82) 118 (44,5) 0,001* 0,878 0,001*
Lp(a) (mg/dL) 22,0 (42,6)  19,1(33,7) 21,4 (47,9) 12,7 (48,5) 0,989 0,246 0,632
PCSK9 (ng/mL) 1759 (59,8) 209,5(46,2)  197,8(659)  195,6 (71,5) 0,017* 0,766 0,178
Glicose (mg/dL) 73,5 (11,0) 75,0 (8,8) 89,0 (11,0) 84,0 (11,0) 0,636 0,288 0,001*
PCRus (mg/L) 2,5(4,0 6,5 (5.8) 7,0 (6,0) 7,0 (8,0) 0,001* 0,739 0,001*

Abreviacdes: IMC: Indice de Massa Corporal; CT: Colesterol Total; LDLc: Colesterol presente na lipoproteina de
baixa densidade; HDLc: Colesterol presente na lipoproteina de alta densidade; TG: Triglicerideos; Lp(a):
Lipoproteina (a); PCSK9: Proproteina convertase subtilisina kexina tipo 9; PCRus: Proteina C Reativa
ultrasensivel; ndo-COC: Jovens ndo em uso de contraceptivo oral; COC: Jovens em uso de contraceptivo oral;
ndo-THM: Menopausadas ndo em uso de terapia de reposicdo hormonal; THM: Menopausadas em uso de
terapia de reposi¢céo hormonal; n= Niumero amostral.

Teste U de Mann-whitney; Dados apresentados como mediana (intervalo interquartilico). * Valor de p < 0,05
denotou significancia estatistica. p*: ndo-COC versus COC; pb: n&o-THM versus THM; p°: ndo0-COC versus néo-
THM.

Tabela 5. Correlacdo entre os niveis plasmaticos de PCSK9 e os parametros analisados.

PCSK9
Variaveis Todas (n=79) né&o-COC (n=20) COC (n=20) néo-THM (n=22) THM (n=17)
CT 0,250* 0,307 0,105 0,424* 0,012
LDLc 0,181 0,264 0,057 0,402 0,086
Lp(a) 0,141 0,053 0,096 0,398 0,034
IMC 0,194 0,167 0,083 0,287 0,240
MTT 0,043 -0,165 0,529* 0,160 -0,078

Coeficiente de correlagdo e * p < 0,05 entre os parametros analisados.
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Figura 4 — Niveis plasméticos de PCSK9 e marcadores de estresse oxidativo.
Painel A) PCSK9; painel B) MTT; painel C) TBARS.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, pdde ser observado valores mais elevados de IMC,
PCRus e glicose no grupo ndo-THM, quando comparado com o grupo ndo-COC.
Como esperado, o fator idade contribuiu de forma consistente para esses resultados.
Além disso, vale enfatizar que o pareamento das idades entre os grupos ndo-COC e
COC e nao-THM e THM foi necessario para que o0s resultados nao fossem
comprometidos por uma discrepancia muito elevada entre as idades das
participantes dos grupos ja citados.

Outra questao importante a ser considerada é a influéncia do TUH. A mediana
do TUH foi de 4,0 anos no grupo THM e de 6,2 anos no grupo COC. No estudo de Ki
e colaboradores (2016), os valores mais reduzidos nas variaveis lipidicas CT, TG e
LDLc foram reportados quando a duracdo da THM foi superior a 5 anos. No presente
estudo, os niveis de HDLc ndo foram afetados pela terapia hormonal, enquanto
outros estudos observaram um aumento significativo nos niveis de HDLc (BAYRAK
et al, 2006; KIKA et al, 2009). Os resultados do estudo de Ki e colaboradores
corroboram com os do presente estudo, uma vez que foram observadas reducdes
com significancia estatistica nos niveis de CT e LDLc com 4 anos de THM. Em
contrapartida, no que se refere ao TUH em mulheres jovens, um estudo realizado
com 1391 mulheres entre 21-28 anos, revelou que o uso de COC a longo prazo esta
intimamente ligado a aumentos séricos de CT, TG e LDLc e reducfes nos niveis de
HDLc, o que pode ser associado a um maior risco de doengas cardiovasculares no
futuro (DILSHAD et al, 2016). Além do tempo de uso de horménio, o tempo de pés-
menopausa também pode ter interferido nos nossos resultados, principalmente em
relacdo ao perfil lipidico. No nosso estudo, a mediana do tempo de pos-menopausa
para as participantes do grupo ndo-THM foi de 6,5 anos, enquanto para 0 grupo
THM foi de 4,0 anos. Hall e colaboradores (2000) acompanharam 143 mulheres pos-
menopausadas por 5 anos com medidas anuais de parametros do perfil lipidico. Foi
relatado que a progressdo da pés-menopausa € acompanhada por aumentos no CT

e TG séricos e diminuicao no nivel de HDLc.

No presente estudo, também foram observados niveis séricos de CT e LDLc
menores nas mulheres pos-menopausadas que faziam THM em relagéo as mulheres

pés-menopausadas que nao faziam terapia hormonal. Porém, ndo houve diferenca
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estatistica nos niveis séricos de HDLc ao comparar os grupos ndo-THM e THM.
Sendo assim, sugere-se que o uso de hormonio nessas mulheres possa ser
responsavel, pelo menos em parte, por niveis séricos de CT e LDLc reduzidos em
relacdo ao grupo de mulheres que ndao usam hormoénio (ndo-THM), atuando,
portanto, como um fator protetor. No trabalho de Sanchez e colaboradores (2016),
alteracdes no perfil lipidico de mulheres pds-menopausadas que faziam terapia
hormonal também foram vistas, principalmente nos niveis de TG e HDLc. A melhora
em marcadores do perfil lipidico € benéfica, uma vez que pode reduzir o risco de
eventos cardiovasculares (SANCHEZ et al, 2016). A depuracdo de lipoproteinas
LDLc aumenta e os niveis plasmaticos de LDLc sdo reduzidos em mulheres na pés-
menopausa que fazem uso de THM, uma vez que as pesquisas apontam que 0
estrogeno tem efeitos benéficos relacionados a ativacdo da enzima Oxido nitrico
sintase, com consequente relaxamento do musculo liso vascular, podendo modular

os lipidios do soro e fatores antioxidantes (GUO et al, 2015).

Outros estudos, porém, encontraram valores aumentados de HDLc em
mulheres que faziam THM (NERBRAND et al, 2004; BAYRAK et al, 2006; KIKA et al,
2009). De acordo com tais estudos, pode-se inferir que a THM é responsavel por
elevar o nivel de HDLc, porém, a magnitude desse aumento parece estar
relacionada ao tipo e dosagem de estrégeno, bem como a via de administracéo.
Além disso, a progesterona pode exercer um efeito negativo em relacdo as
concentragbes de HDLc (BAYRAK et al, 2006; Kl et al, 2016). Pesquisadores
também analisaram os efeitos da THM sobre as variaveis lipidicas em mulheres pés-
menopausadas de acordo com o tipo de terapia hormonal. O aumento dos niveis de
HDLc foi mais pronunciado no grupo de mulheres que fazia uso apenas de
estrogeno, isto €, no grupo de mulheres que ndo faziam a terapia combinada de
estrogeno-progesterona. Portanto, esses resultados também podem ser atribuidos
aos efeitos androgénicos da progesterona (MAKI & HENDERSON, 2012).

Ao comparar o grupo de mulheres jovens que ndao usavam COC (ndo-COC)
com o grupo de mulheres pdés-menopausadas que néo faziam uso de THM (n&o-
THM), diferencas estatisticas foram observadas em relagdo aos parametros CT, TG
e LDLc. Essa diferenca pode, em grande parte, ser atribuida ao avanco da idade e
seus desafios que, naturalmente, podem elevar os parametros do perfil lipidico.

Todavia, ndo foram vistas diferencas estatisticas em relacéo aos valores de HDLc
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ao comparar esses dois grupos. Resultados similares foram encontrados por
Anagnostis e colaboradores (2015). Esses pesquisadores trabalharam com 518
mulheres na pés-menopausa e 515 mulheres em idade reprodutiva; ambos o0s
grupos ndo faziam uso de horménio e de nenhum tipo de medicamento que
interferisse no metabolismo lipidico. Observou-se uma elevacao nas concentracdes
dos marcadores do perfil lipidico CT, TG e LDLc, exceto no HDLc, no grupo de

mulheres pds-menopausadas em relacdo as mulheres em idade reprodutiva.

Em relacdo aos grupos de mulheres em idade reprodutiva (ndo-COC e COC),
foram reportadas maiores concentracdes de CT e TG no grupo de jovens que faziam
uso de COC em relagdo ao grupo que nao fazia uso, porém ndo houve diferenca
estatistica nos niveis séricos de LDLc e HDLc ao comparar os dois grupos.
Resultados semelhantes foram reportados no estudo de Giribela e colaboradores
(2015), em que foram encontrados aumentos significativos de CT e TG no grupo de
usuarias de COC, mas nao foram observadas mudancas significativas nos niveis de
HDLc e LDLc quando comparado com o grupo controle. E sugerido que o uso de
COC estimule a lipogénese, o que pode resultar em elevados niveis de CT e TG.
Esse aumento € considerado um marcador para doencas cardiometabdlicas e
sugeriu-se que, a longo prazo, o uso de COC possa aumentar o risco de sindrome
metabdlica aguda (JOSSE et al, 2012).

Todavia, outros estudos relataram alteragdes significativas com niveis séricos
diminuidos de LDLc em wusuarias de COC (GASPARD et al, 2004,
TANEEPANICHSKUL & PHUPONG, 2007; KOWALSKA et al, 2017). Alguns
resultados sugerem que o estrogeno presente nas formulacdes possa ser um dos
responsaveis pelo aumento da remocdo de LDLc e aumento das concentracdes
séricas de HDLc e uma das razdes para tal remocéo € o aumento da sua oxidacao
observada por meio do aumento da concentracdo de MDA, um marcador de
peroxidacao lipidica (KOWALSKA et al, 2017). Por outro lado, Cauci e colaboradores
(2016) mostraram em um estudo o aumento de LDLc no sangue de usuarias de
COC em comparacao com as nao usuarias por meio do aumento de LDLox. Dessa
forma, nossos resultados e os dos demais estudos enfatizam que estrégenos e
progesteronas apresentam multiplos efeitos sobre o metabolismo lipidico. Tais
efeitos dependem de algumas variaveis, tais como, a dosagem, 0os componentes

hormonais e a atividade anti-androgénica da progesterona. Além disso, hormoénios
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exogenos, tanto sob a forma de contraceptivos hormonais em mulheres em idade
reprodutiva quanto como THM em mulheres na pos-menopausa modulam o
ambiente hormonal e, subsequentemente, o risco cardiovascular género-especifico
(HARVEY et al, 2015).

Apesar de nao ter encontrado nenhuma correlacdo entre PCSK9 e Lp(a) no
nosso estudo, muitos pesquisadores investigam a atuacdo da PCSK9 em relacdo a
Lp(a). Fan e colaboradores (2010) reportaram que a auséncia de LDLr provocou a
elevacdo de Lp(a) em coelhos transgénicos WHHL, sugerindo que o LDLr possa
participar do catabolismo de Lp(a). Outro dado de suporte para tal associacdo sao
estudos com células HepG2, uma vez reportado que Lp(a) associada as células foi
reduzida quando co-incubada com LDLc e PCSK9, sugerindo que Lp(a) compete
com LDLc pela ligacdo ao LDLr. Portanto, pode-se inferir que quando a expressao
de LDLr é aumentada, particularmente numa situacdo de baixa circulacdo de LDLc,
Lp(a) sofre uma reducdo (RAAL et al, 2016). Tavori e colaboradores (2016) também
encontraram PCSK9 plasmatico associado as particulas de Lp(a) em humanos com
niveis elevados de Lp(a) e em camundongos portadores de Lp(a) humano.

Diferentemente de outras lipoproteinas, a influéncia da dieta e exercicios
fisicos em relagcdo aos niveis de Lp(a) € minimo e parece ndo haver efeitos
relacionados ao género. No entanto, provavelmente devido ao efeito estrogénico, 0s
niveis de Lp(a) sdo menores em mulheres pré-menopausadas quando comparado
as mulheres na pos-menopausa (STEIN & RAAL, 2016) e a THM contendo o
estrogeno em mulheres na pés-menopausa tem sido associada a uma diminuicdo de
até 25% nos niveis de Lp(a), possivelmente, devido a influéncia do estrégeno no
gene promotor da Lp(a) (HOOVER-PLOW & HAUNG, 2013).

Em relagdo as dosagens de PCSK9, foram relatados niveis plasmaticos de
PCSK9 mais elevados no grupo COC ao comparar com 0 grupo n&o-COC. E
entendido que a PCSK9 promove a degradacao de LDLr e, portanto, contribui para o
aumento dos niveis de LDLc e consequentemente de CT. No entanto, os resultados
de LDLc para os grupos ndo-COC e COC nao foram estatisticamente diferentes,
enquanto os de CT demonstraram diferenca estatistica, com maiores concentracdes
no grupo COC. Os resultados de LDLc podem ter ficado comprometidos, uma vez

gue o n amostral trabalhado foi pequeno. O estudo Arjuman e colaboradores (2011)
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demonstrou um aumento da expressdo de LDLr com o uso de COC. Além do mais, a
inibicdo de PCSK9 com um anticorpo monoclonal especifico foi associado a reducao
nos niveis de triglicérides (MC KENNEY et al, 2012) e o tratamento de células
epiteliais intestinais humanas com PCSK9 recombinante aumenta a captacdo de
colesterol, sugerindo a participagdo de PCSK9 na absorc¢do lipidica (LEVY, et al,
2013). Estes resultados de efeitos de PCSK9 em biomarcadores lipidicos sugerem
gue a PCSK9 é essencial no metabolismo lipidico, por mecanismos que vao além da
regulacdo do nivel de LDLc (LI & LI, 2015).

Dessa maneira, pode-se supor que no caso das mulheres jovens que usam
COC, o mecanismo de expressdo da PCSK9 “compensou” o mecanismo de
expressao de LDLr, isto é, a degradacdo dos LDLr pela PCSK9 foi mais pronunciada
do que o aumento de expressao de LDLr. Tal hipétese pode ser suportada pelo fato
de os valores de LDLc, aqui representados pelos valores de CT, serem

estatisticamente superiores no grupo COC em relacdo ao grupo ndo-COC.

Ao se comparar os niveis plasmaticos de PCSK9 entre as mulheres jovens e
pés-menopausadas que nao usavam hormonio (ndo-COC e nao-THM), nao foram
encontradas diferencas significativas. Em contrapartida, Ghosh et al, (2015)
relataram niveis plasmaticos de PCSK9 22% mais elevados no grupo de mulheres
pos-menopausadas em relacdo ao grupo de mulheres em idade reprodutiva. Guo e
colaboradores (2015) também relataram uma correlagdo positiva entre os niveis de
PCSK9 e a idade ao comparar mulheres na pdés-menopausa com mulheres na pré-
menopausa. Também néo foi identificado diferencas significativas em nossos
resultados para os niveis de PCSK9 ao comparar os grupos de mulheres na pos-
menopausa (ndo-THM e THM) em relacdo ao uso de hormonio. Guo (2015) também
investigou se os niveis de PCSK9 estariam correlacionados com 0s niveis de
estrogeno, porém ndo foi vista nehuma correlagdo em 727 mulheres investigadas.
Também foi mostrado em estudos com cultura de células que o 17-f estradiol em
concentragoes fisiologicas, néo alterou de forma signifivativa a expressao de PCSK9
em hepatécitos humanos (GUO et al, 2015).

Apesar de nossos resultados ndo apresentarem correlacdo entre PCSK9 e
IMC, a influéncia desta ultima variavel nos niveis plasmaticos de PCSK9 também é

ponto passivel de discussado. No estudo de Filippatos e colaboradores (2017) e Toth
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e colaboradores (2017), as concentracbes de PCSK9 foram significativamente
elevadas em individuos com sobrepeso e obesidade ao comparar com o grupo de
peso normal. JA € sabido que a progressdo da aterosclerose depende do
metabolismo lipidico, principalmente das moléculas de LDLc. Dessa forma, como a
PCSK9 est4 intimamente relacionada ao catabolismo de LDLc, pode-se sugerir que
niveis circulantes de PCSK9 seja um mediador de alteragbes cardiometabdlicas
induzidas pela obesidade e que a adiposidade pode atuar como um fator contribuinte
gue afeta os niveis circulantes de PCSK9. Além disso, dados de estudos anteriores
também relataram uma associacdo positiva entre niveis séricos de PCSK9 e idade,
género, IMC e glicemia de jejum (CUI et al, 2010; DUBUC et al, 2010).

Foi investigado também em nosso estudo o estresse oxidativo em mulheres
jovens e pos-menopausadas de acordo com o uso de COC ou THM. N&o foi
observada diferenca significativa em relacdo a concentracdo de TBARS e a
avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma, por meio do ensaio do MTT, tanto
ao comparar os grupos de mulheres pds-menopausadas (ndo-THM e THM) quanto
ao comparar os grupos ndo-COC e nao-THM. Sanchéz-Rodriguez e colaboradores
(2012), utilizando o ensaio com o acido tiobarbbitdrico (TBARS), obtiveram niveis
significativamente maiores de lipoperoxidos, um dos marcadores de dano oxidativo,
e da razdo das enzimas superéxido dismutase/ glutationa peroxidase (SOD/GPx) no
grupo de mulheres na pos-menopausa, ao comparar com mulheres em idade
reprodutiva. A atividade da enzima antioxidante GPx também foi menor no grupo de
mulheres na pés-menopausa. Portanto, os achados desse trabalho sugerem que a
pés-menopausa é um fator de risco que potencialia 0 estresse oxidativo e que a
gueda estrogénica poderia ser um dos responsaveis pelo aumento de eventos pro-
oxidatntes verificada nesse periodo. JA4 em um estudo posterior (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al, 2016), foi avaliado o efeito da THM sob o estresse oxidativo, em
mulheres na pds-menopausa saudaveis e com sindrome metabdlica. Foram
mensurados lipoperéxidos plasmaticos, enzimas antioxidantes (SOD/GPx) e acido
arico, como marcadores de estresse oxidativo e nos dois grupos avaliados
observou-se melhora para esses marcadores apdés iniciar a THM, com um melhor
equilibrio entre fatores pro e antioxidantes, inferindo que o estrégeno possa exercer

um efeito antioxidante mediado pela neutralizacdo do excesso de espécies reativas



50

de oxigénio por meio de diferentes mecanismos (SUBBIAH et al. 1993; KUMAR et
al, 2010).

J& nos grupos de mulheres jovens, observamos niveis mais elevados de
TBARS no grupo COC em relagdo ao grupo ndo-COC. Esse ensaio é uma medida
indireta da peroxidacao lipidica; portanto, tal resultado € um indicativo de que
mulheres jovens que fazem uso de COC podem apresentar grau mais elevado de
peroxidacgéo lipidica do que mulheres jovens que ndo fazem uso de horménio. E que
0 uso do hormoénio pode ser um dos responsaveis por tal elevacdo. Esse resultado
deve ser considerdo, uma vez que 0 estresse oxidativo mais pronunciado pode ser
prejudicial e, até mesmo, elevar o risco cardiovascular. No entanto, nossos dados
ndo permitem inferir a causalidade, isto €, o presente estudo ndo pode avaliar se 0
uso de COC aumentou diretamente a producdo de ROS que levou a formacédo de
peréxidos e consumiu as defesas antioxidantes, e/ou se o uso de COC reduziu
diretamente as defesas antioxidantes, tornando-a insuficiente para neutralizar os
radicais livres. Portanto, pesquisas adicionais sdo necessarias para ampliar nossos

resultados.

No estudo de Cauci e colaboradores (2016), o uso de COC elevou,
consideravelmente, marcadores de estresse oxidativo, ao comparar atletas usuarias
com o grupo de atletas ndo-usuéarias de COC. Nesse estudo, ROS na forma de
hidroperéxidos, mostraram-se quase duas vezes maiores em usuéarias de COC em
relacdo ao grupo controle. Os mecanismos que ocasionam 0 aumento de
hidroperdxidos por meio do uso de COCs apontam que o catabolismo de horménios
exdégenos, envolvendo atividade do citocromo P450 (CYP450) provoca o aumento
da producado de ROS e a deplecao da glutationa reduzida, essencial na manutencao
do estado de oxireducdo do sistema biologico. E importante salientar que mais
estudos sdo necessarios para avaliar se 0 aumento dos marcadores de estresse
oxidativo observado com o uso de COC esta relacionado ao estrégeno e/ou a

progesterona.

Para analisar tais condicfes, um estudo in vitro revelou que o tratamento de
células com estradiol resultou em aumento da peroxidagéo lipidica (YEDJOU et al,
2015) e Gémez-Zubeldia e colaboradores (2001) também relataram uma significativa

relagdo entre a concentragdo plasmética de estradiol e concentra¢des plasmaticas
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de MDA em ratas fémeas Wistar. Todavia, ndo foi encontrada nenhuma relacao
entre 0s niveis plasmaticos de estradiol e atividades da superoxido dismutase e
catalase, duas importantes enzimas antioxidantes. Em outro estudo também foi
encontrado aumento de peroxidos lipidicos e da LDLox em 32 mulheres usuarias de
COC quando comparadas com 30 mulheres que ndo faziam uso de COC (DE
GROOTE et al, 2009). Pincemail e colaboradores (2007), em um estudo com
mulheres belgas de 40 a 48 anos, encontraram um aumento significativo de
peréxidos lipidicos em 209 usuarias de COC em comparagdo com 119 ndo usuarias

de hormonio contraceptivo.

A analise univariada foi utilizada para analisar todas as mulheres do estudo;
as concentracfes plasmaticas de PCSK9 foram positivamente correlacionadas com
a variavel CT, embora a correlacdo encontrada tenha sido de baixa magnitude. N&o
foram encontradas correlagdes entre os niveis plasmaticos de PCSK9 e as variaveis
LDLc e Lp(a) no grupo de mulheres pos-menopausadas que nao faziam a THM
(n&o-THM). Ainda no grupo nao-THM, observou-se uma moderada correlagédo entre
0s niveis de PCSK9 e a variavel CT. O estudo de Cui e colaboradores (2010),
realizado com 2719 individuos chineses indicou uma correlacdo positiva entre os
niveis séricos de PCSK9 e CT, LDLc e TG. Nesse estudo, os coeficientes de
correlacdo entre PCSK9 e as variaveis lipidicas CT, LDLc e TG foram maiores do
que as correlagcdes com outros parametros metabdlicos analisados, tais como IMC,
idade, glicemia de jejum e pressdo sanguinea sistélica e diastélica. Ademais, todas
essas correlacdes foram maiores nas mulheres do que nos homens e ndao houve
correlacdo significativa observada entre PCSK9 e o0s niveis séricos de HDLc,
demonstrando que a PCSK9 parece desempenhar um papel minimo no metabolismo
do HDLc (CUI et al, 2010). J& em um estudo de coorte realizado com mulheres
saudaveis foi encontrado pouca evidéncia de que os niveis plasmaticos de PCSK9
sao influenciados por parametros como idade, HDLc, e Lp(a). Por outro lado, os
niveis de PCSK9 foram modestamente correlacionados com niveis circulantes de
LDLc e TG e a relagao CT/HDLc foi fortemente associada a um risco vascular futuro
(RIDKER et al, 2016).

Nossas analises ndo relataram correlagdo positiva entre PCSK9 e IMC, ao
considerar todas as mulheres investigadas. No entanto, no estudo de Toth e

colaboradores (2017), que trabalhou com 120 individuos saudaveis e livres de
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doencas cardiovasculares, o0s niveis plasmaticos de PCSK9 mostraram-se
significativamente aumentados no grupo de obesos em comparacdo com O grupo
com sobrepeso e com o grupo de peso normal. Nesse estudo, os niveis de PCSK9

foram positivamente correlacionados com os valores de IMC.

E do nosso conhecimento que o excesso de tecido adiposo por si so,
especialmente o visceral, € um fator de risco independente para transtornos
cardiometabdlicos. Embora nossos resultados ndo tenham apresentado correlagéo
entre PCSK9 e IMC, a relacdo entre essas duas variaveis deve ser considerada,
uma vez que a PCSK9 apresenta um papel-chave na regulacdo do metabolismo de
lipidios e 0 mesmo atua diretamente na progressao de mudancas ateroscleréticas e
vasculares. Por outro lado, tem sido sugerido a partir de dados recentes, o papel da
PCSK9 sem considerar os efeitos lipidicos, como sua atuacdo na inflamacéo e
glicemia, e que a PCSK9 pode estar relacionada com aterosclerose por meio de
mecanismos independentes da degradacdo de LDLr (LI et al, 2014; TOTH et al,
2017). Dessa forma, nivel circulante de PCSK9 poderia ser marcador de alteracdes
subclinicas, bem como um fator mediador dessas mudancas (BASTIEN et al, 2014;

Ll et al, 2014; TOTH et al, 2017).

Nossos resultados também revelaram uma moderada correlacdo positiva no
grupo COC entre os niveis plasmaticos de PCSK9 e MTT, um indicador da
capacidade antioxidante do plasma. Foi demonstrado que a oxidacdo da LDLc
elevou a expressdo de PCSK9 em células ndo-hepaticas (SCHLUTER et al, 2017),
indicando a existéncia de uma relacdo entre a PCSK9 e o processo oxidativo da
LDLc. Nesse sentido, sugere-se que o0 aumento observado na capacidade
antioxidante do plasma possa estar relacionado a um mecanismo do organismo
como tentativa de contrabalancear o aumento da peroxidacao lipidica. No entanto,

estudos adicionais sdo necessarios para confirmar tal hipotese.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Uma das limitagbes do presente estudo pode ter sido 0 nimero amostral,
juntamente com o tempo de uso de hormdénio. Como cada grupo continha um n
pequeno, ndo foi possivel a estratificacdo dos grupos de acordo com 0s
componentes hormonais utilizados. Além disso, a falta de padronizacdo dos
componentes hormonais utilizados nas formulagcdes pode ter influenciado nos

resultados obtidos.
9. CONCLUSOES

Mulheres jovens em uso de hormdnio apresentaram niveis aumentados dos
parametros do perfil lipidico e estresse oxidativo, ao passo que nas menopausadas

niveis séricos reduzidos do perfil lipidico.

Nossos resultados sugerem que o uso de hormdnios, dependendo da idade,

pode interferir no metabolismo lipidico por mecanismos diferentes.
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11. Elementos poés-textuais

11.1 ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVER‘SIDA’DE 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 Toxicolégicas
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 "Avaliagdo
dos niveis de lipoproteina (a) e sua correlagio com o sistema
fibrinolitico em mulheres jovens e na pdés-menopausa” bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

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

e —

% CQW)DLCS Wa&o& LOre né
“Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpg.ufmg.br
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11.2 APENDICE A — 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: “AVALIAGAO DOS NIVEIS DE LIPOPROTEINA (a) E SUA CORRELAGCAO
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 € 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 participacédo 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 parametros
bioguimicos e hemostasicos 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 uma amostra de sangue. A coleta sera realizada no laboratério de hematologia
ou de bioquimica da Faculdade de Farmacia da UFMG. Nesta amostra de sangue serao
analisados marcadores que possam influenciar no desenvolvimento das doencgas
cardiocirculatérias. 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 ira se submeter sdo 0s mesmos existentes em qualquer procedimento da
mesma natureza, ou seja, 0s mesmos existentes para coletas de sangue. Além do risco relacionado a
pungdo venosa, a paciente ira responder uma entrevista que podera causar constrangimento ou
desconforto. Vocé podera sentir dor durante a retirada de sangue, porem sem a presenca de
hematoma no local da puncdo 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 classificagao do risco da pesquisa € minima.

E importante que esteja consciente de que a sua participacdo neste estudo de pesquisa é
completamente voluntaria 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 0 mesmo possa retirar
todos os resultados relacionados a sua amostra de sangue e ndo acesse mais informacdes sobre o
seu registro.
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Para informacdes adicionais:

O termo sera assinado em duas vias e uma das vias ficard 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 Bioquimica Clinica da Faculdade de Farmécia da UFMG.

Danielle Basques Serenini - telefone (31)86065363.

Aluna de mestrado do Programa de PéOs-Graduacdo em Analises Clinicas e Toxicolégicas da
Faculdade de Farméacia da UFMG.

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

Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Li as informagBes 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 informag6es 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 duavidas. Confirmo também
que recebi uma coOpia 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 espontanea 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 informagdes necessarias,
que foram fornecidas em uma linguagem adequada e compreensivel e que ele (a) compreendeu as
explicagbes.

Assinatura do pesquisador e Carimbo Data

(02 vias)

Qualquer divida sob o aspecto ético deste projeto, favor entrar em contato com: COEP - Comité de
Etica em Pesquisa - Av. Antonio 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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11.3. APENDICE B - 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.Enderego:

4.Telefone: 5. CEP:

Email

5. Data da entrevista pelo pesquisador: / /

6. Codigo de identificagdo nas amostras
( )Jovem ou ( ) Menopausada
() +/ Utiliza horménio ou ( ) -/N&o utiliza horménio
______Numero da amostra (sera inserido pelo pesquisador)

Il — DADOS QUE SERAO RETIRADOS DO QUESTIONARIO APLICADO AS PARCIPANTES

1. ldade na data da coleta do sangue
2. Se participante do grupo de mulheres de 18 a 30 anos:

Utiliza contraceptivo oral? (). Sim () N&ao.
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 pds-menopausa?

Faz terapia de reposi¢do hormonal? () Sim () N&o.
Se a resposta for afirmativa, qual medicamento usa?

A guanto tempo utiliza 0 medicamento em quest&o?

4. Apresenta alguma das patologias abaixo?

) Doencas hepéticas
) Doencas hematolégicas
) Insuficiéncia Renal Crdnica

) Sindrome nefrética

(

(

(

(

() Doenca autoimune
() Doenca maligna

() Diabetes mellitus

() Obesidade (IMC >30)

( )Doenca inflamatéria aguda
() Doengas tireoidianas

5. Apresenta alguma doencga diferente das citadas? Qual?

6. Efumante? ( )Sim ( )N&o
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10.

11.

E etilista crénico? () Sim () Ndo

Peso  Altura___

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

() Antiagregante plaquetério

() Anticoagulante

Utiliza outro medicamento de forma continua? ( ) Sim ( ) Nao
Qual (is)?

Pratica exercicios fisicos, pelo menos 3vezes por semana por 30 minutos? (

Nao

Qual?

) Sim

(
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11.4 Certificado de apresentacéo

de Patologia Clinica

- Medicina Laboratorial
30 Congresso Brasileiro de

Informatica Laboratorial

A Medicina Laboratorial na assisténcia asalide

26 a 29 de setembro de 2017
palacio das Convengdes do Anhembi Parque

~ Sao Paulo * SP

1 0 Congresso Brasileiro

certificado de participacao
ALINE DA PAZ FERNANDES

participou

na qualidade de autor responsavel do tema livre "AVALIACAO DOS NIVEIS DE PCSK9 E
DO RERFIL LIPIDICO EM MULHERES MENOPAUSADAS EM USO OU NAO DE
TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL" , tendo como co-autores "SERENINI, D. B.,
FERREIRA, C. N., MOTA, A, P. L., SILVA, L. F. 0.".
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