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RESUMO

PANAZZOLO, Diogo Guarnieri. Efeitos do estradiol sobre a fun¢éo endotelial, sensibilidade
insulinica e viscosidade sanguinea em mulheres na pos-menopausa com excesso de peso.
2013. 141f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A acdo que o estrogénio desempenha sobre o endotélio depende da integridade deste e
consequentemente das caracteristicas clinicas de cada individuo. O uso da terapia hormonal
da menopausa (THM) em mulheres com baixo risco cardiovascular geralmente resulta em
efeitos benéficos, desde que iniciado em um periodo proximo da menopausa. Em
contrapartida, o seu uso em mulheres com alto risco cardiovascular, como diabéticas ou
portadoras de lesGes aterosclerdticas ja estabelecidas, e ainda naquelas com inicio da THM
em um periodo superior a dez anos da menopausa geralmente resulta em efeitos maléficos.
Nosso objetivo é avaliar os efeitos do estrogénio sobre a fungdo endotelial em mulheres com
sobrepeso ou obesidade, ou seja, individuos com risco cardiovascular intermediario. Para isso,
44 mulheres na pos-menopausa com idade entre 47 a 55 anos e indice de massa corporal
(IMC) de 27,5 a 34,9kg/m2, foram randomizadas nos grupos placebo (P) e estrogénio
transdérmico (ET). A intervencdo consistiu no uso transdérmico de estradiol, 1mg por dia, por
um periodo de trés meses. As participantes realizaram avalia¢do da reatividade endotelial em
repouso e apos isquemia [pletismografia por oclusdo venosa (POV), com medidas do fluxo
sanguineo do antebraco (FSA) e videocapilaroscopia dinamica do leito periungueal (VCLP),
com medidas da velocidade de deslocamento das hemacias (VDH)], dosagens de moléculas
de adesdo [E-selectina, molécula de adesdo intercelular (ICAM-1) e molécula de adesdo
vascular (VCAM-1)], afericdo da sensibilidade insulinica [através do homeostatic model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) e area sob a curva (AUC) da insulina durante o
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)] e mensuracdes das viscosidades sanguinea e
plasmatica. As participantes apresentaram idade de 51,77 *+ 2,3 anos, IMC de 31,52 + 2,54
kg/m2 e tempo de menopausa de 3 [2-5] anos. O grupo P ndo apresentou nenhuma mudanca
significativa em qualquer variavel. Apods a intervencdo, o grupo ET comparado ao basal
apresentou menor tempo para atingir a VDH méxima durante a hiperemia reativa pos-oclusiva
(HRPO) ap6s 1 min de isquemia (4,0 [3,25-5,0] vs. 5,0 [4,0-6,0] s, P<0.05) e maior VDH
tanto em repouso (0,316 [0,309-0,326] vs. 0,303 [0,285-0,310] mm/s; P<0,001) quanto na
HRPO (0,374 [0,353-0,376] vs. 0,341 [0,334-0,373] mm/s; P<0,001), assim como
observamos maior FSA em repouso (2,46 [1,81-3,28] vs. 1,89 [1,46-2,44] ml/min.100ml
tecido™; P<0,01) e durante a HRPO apds 3 min de isquemia (6,39 [5,37-9,39] vs. 5,23 [4,62-
7,471 ml/min.100ml tecido™; P<0,001). O grupo ET também apresentou diminuicdo nos
niveis soltveis de E-Selectina (68,95 [50,18-102,8] vs. 58,4 [44,53-94,03] ng/ml; P<0,05), de
ICAM-1 (188 [145-212] vs. 175 [130-200] ng/ml; P<0,01), do HOMA-IR (3,35 + 1,67 vs.
2,85 + 1,60; P<0,05) e da AUC da insulina durante o TOTG (152 [117-186] vs. 115 [85-178];
P<0,01), além de diminuicéo das viscosidades sanguinea com hematdécrito nativo (3,72 £ 0,21
vs. 3,57 = 0,12 mPa.s; P<0,01) e plasmatica (1,49 £ 0,10 vs. 1,45 + 0,08 mPa.s; P<0,05),
comparado ao seu basal. Em concluséo o uso de estradiol transdérmico em mulheres com
excesso de peso e menopausa recente, promove melhora da funcdo endotelial, além de
oferecer protecao a outros fatores de risco cardiovascular.

Palavras-chave: Terapia hormonal da menopausa. Endotélio. Microcirculacdo. Obesidade.



ABSTRACT

PANAZZOLO, Diogo Guarnieri. Effects of estradiol on endothelial function, insulin
sensitivity and blood viscosity in overweight postmenopausal women. 2013. 141f. (Doutorado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

The action that estrogen plays on the endothelium depends on its integrity and
consequently on the clinical characteristics of each individual. The use of menopausal
hormone therapy (MHT) in women with low cardiovascular risk usually results in beneficial
effects, since it is started in a period close to menopause. In contrast, its use often results in
harmful effects in women at high cardiovascular risk, such as diabetic ones or those with
established atherosclerotic lesions, and even in those that the beginning of MHT exceeds ten
years from menopause. Our goal is to evaluate the effects of estrogen on endothelial function
in overweight women, ie, individuals at intermediate cardiovascular risk. For this purpose, 44
postmenopausal women, aged 47-55 years with body mass index (BMI) from 27.5 to 34.9 kg /
m?2, were randomized into placebo (P) and transdermal estrogen (TE) groups. The intervention
consisted of using transdermal estradiol 1mg per day for a period of three months.
Participants underwent endothelial reactivity assessment at rest and after ischemia [by venous
occlusion plethysmography (VOP), with assessment of forearm blood flow (FBF) and
dynamic nailfold videocapillaroscopy (DNV), with assessment of red blood cell velocity
(RBCV)], measurements of soluble adhesion molecules [E-selectin, intercellular adhesion
molecule (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule (VCAM-1)], measurement of insulin
sensitivity [by homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) and area
under the curve (AUC) of insulin during the oral glucose tolerance test (OGTT)] and
measurements of blood and plasma viscosities. The participants aged 51.77 * 2.3 years, BMI
31.52 + 2,54 kg/m2 and had a time since menopause of 3 [2-5] years. P group showed no
significant change in any variable. After intervention, the TE group compared to the baseline
presented in DNV lower time taken to reach RBCV during post-occlusive reactive hyperemia
(PORH) (4,0 [3,25-5,0] vs. 5,0 [4,0-6,0] s, P<0.05) and also higher RBCV at rest (0.316
[0.309 to 0.326] vs. 0.303 [0.285-0.310] mm/s, P<0.001) and during PORH (0.374 [0.353 to
0.376] vs. 0.341 [0.334 to 0.373] mm/s, P<0.001 ), at POV we also noticed a higher FBF at
rest (2.46 [1.81-3.28] vs. 1.89 [1.46 to 2.44] ml/min.100mltecido™, P<0.01) and during PORH
(6.39 [5.37 to 9.39] vs. 5.23 [4.62 to 7.47] ml/min.100mltecido™, P<0.001). The TE group
also showed a decrease in the levels of soluble E-selectin (68.95 [50.18 to 102.8] vs. 58.4
[44.53 to 94.03] ng/ml, P<0.05) and ICAM-1 (188 [145-212] vs. 175 [130-200] ng/ml,
P<0.01). Compared to baseline, the ET group had a decrease in HOMA-IR (3.35 £ 1.67 vs.
2.85 + 1.60, P<0.05) and insulin AUC during OGTT (152 [117-186] vs. 115 [85-178],
P<0.01), and decreased blood viscosity with native hematocrit (3.72 = 0.21 vs. 3.57 £ 0.12
mPa.s; P<0.01) and in plasma (1.49 + 0.10 vs. 1.45 + 0.08 mPa.s, P<0.05). In conclusion the
use of transdermal estradiol in overweight and recently menopausal women improves
endothelial function and protection to other cardiovascular risk factors.

Keywords: Menopausal hormonal therapy. Endothelium. Microcirculation. Obesity.
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INTRODUCAO

A partir dos anos 80 o envelhecimento populacional tornou-se um fendmeno global,
inicialmente observado nos paises desenvolvidos e mais recentemente nos paises em
desenvolvimento. Entre 1980 e 2000, a proporcdo de brasileiros com mais de 60 anos
aumentou de 6,1% para 8,6%, devendo chegar a 14% até 2025 (1). O aumento na expectativa
de vida ocorreu em ambos 0s sexos, no entanto, 0 aumento mais expressivo ocorreu na
populacdo feminina. Segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) de 1991, as mulheres viveriam 7,2 anos a mais que os homens. Ja no ano de 2000
esses dados apontavam que esta tendéncia havia aumentado, passando a ser de 7,8 anos e 22%
das mulheres tinham 45 anos ou mais, sendo que 9,45% delas apresentavam idades entre 45 e
54 anos, periodo no qual a grande maioria das mulheres atinge a menopausa. Isto significa
que cada vez mais, um maior nimero de mulheres estara vivendo mais tempo no periodo pés-
menopausico, o qual atualmente ja corresponde a um ter¢o de suas vidas. O relatério dos
dados de 2012 indica que a expectativa de vida da mulher brasileira ja ultrapassa 0s 75 anos
(2), fazendo com que haja uma maior procura nos servicos de salde brasileiros por mulheres
com queixas relacionadas ao climaterio (3).

A prevaléncia da obesidade tem aumentado dramaticamente em todo o mundo. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima para 2015 uma prevaléncia de 2,3 bilhdes de
adultos com sobrepeso e mais de 700 milhdes com obesidade (4). Evidéncias recentes
indicam que a obesidade ultrapassard o tabagismo como maior causa de morte evitavel no
mundo (5). A Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) realizado pelo IBGE em 2010 mostrou
que no Brasil um em cada dois adultos tem sobrepeso (6). Assim, € evidente que a prevaléncia
de mulheres na p6s-menopausa com excesso de peso aumentara. O que torna esse dado mais
relevante é o fato da obesidade associada ao hipoestrogenismo serem importantes fatores de
risco para doencas cardiovasculares e metabdlicas (7;8), podendo potencializar o
desenvolvimento do processo aterosclerético, que atualmente € o principal responsavel pela
causa de morte nestas mulheres (9).

Apesar de dados ainda controversos, estudos evidenciam que a terapia hormonal da
menopausa (THM) pode diminuir o nimero de eventos cardiovasculares (10). Até 0 momento
ndo esta estabelecido qual perfil de mulher poderia se beneficiar desta terapéutica, assim

como qual tipo de THM seria mais adequado para determinadas situaces. E verdade que
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alguns dados clinicos j& estdo mais esclarecidos, quanto ao possivel beneficio da THM se
usada em mulheres saudaveis com menos de 10 anos da menopausa (11), assim como Sseus
maleficios, se usada em mulheres com idade avancada ou que ja apresentam doenca
isquémica coronariana (12). O Women’s Health Initiative (WHI) avaliou 16.608 mulheres,
entre 50 a 79 anos, para testar a eficAcia da THM na prevengdo priméria de eventos
cardiovasculares (13). O risco de doenca coronariana foi maior nas usuérias de estrogénio
associado a progesterona comparado ao grupo placebo. Cabe ressaltar que aproximadamente
70% das mulheres do WHI apresentavam excesso de peso e 65% apresentavam idade superior
a 60 anos. O objetivo deste estudo é definir se mulheres com excesso de peso, porém com
menopausa recente, apresentam beneficios em alguns fatores de risco cardiovascular, tanto

tradicionais como emergentes, com o uso da THM.
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1 TERAPIA HORMONAL DA MENOPAUSA E RISCO CARDIOVASCULAR

1.1 Menopausa: definicdo e sua associacdo com risco cardiovascular

O climatério € um fendbmeno enddcrino decorrente do esgotamento dos foliculos
ovarianos que ocorre em todas as mulheres de meia idade. Inicia-se entre os 35 e 40 anos,
estendendo-se aos 65 anos, caracterizando-se por um estado de hipoestrogenismo progressivo
(14). O esgotamento folicular inicia-se ainda na vida intrauterina. Na 222 semana de gestacao
0 ovario possui entre seis a oito milhGes de odcitos primarios que por meio de um processo
continuo de atresia reduzem-se a dois milhfes ao nascimento e a 300.000 ou 400.000 na
menarca. O processo de atresia continua a cada ciclo menstrual até o total esgotamento
folicular, ocasionando uma queda progressiva da secrecdo de estrogénio. A suspensdo
definitiva dos ciclos menstruais, ao ultimo denomina-se menopausa, reflete a auséncia de
niveis de estrogénio suficientes para proliferacdo do endométrio. Nos anos que seguem a
menopausa aproximadamente 50% a 80% das mulheres referem sintomas somaticos e
dificuldades emocionais, com destaque para ondas de calor ou “fogachos”, devido as suas
implicacdes negativas para qualidade de vida dessas mulheres (15).

A diminuicdo da producdo dos hormdnios ovarianos exerce influéncia nas fungdes
metabolicas e hemodinamicas, ocasionando uma maior prevaléncia de hipertensdo arterial
sistémica (HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia e sindrome metabdlica em
comparacao com o periodo da pré-menopausa (16). O hipoestrogenismo esta relacionado com
alteracbes desfavoraveis no peso corporal, na distribuicdo da gordura corporal, na
sensibilidade a insulina e no perfil lipidico. Mulheres na pds-menopausa tendem a ganhar
peso, além de modificar o padrdo de distribuicdo da gordura corporal, de ginecoide tornam-se
fenotipicamente mais semelhantes ao padrdo androide (17). A relacdo causal entre a
deficiéncia de estrogénio e ganho de peso corporal é sugerida pela evidéncia de que mulheres
que utilizam THM mantém seu indice de massa corporal (IMC) e seu padréo de distribuigdo
de gordura mais proximos de quando estavam na pré-menopausa do que as mulheres que nédo
utilizaram a THM (18). O aumento do peso corporal e da proporgédo de gordura visceral estdo
fortemente correlacionados com o desenvolvimento da HAS, resisténcia insulinica e inimeros
fatores de risco metabolicos para doencas cardiovasculares (19).

ApOs a menopausa também ocorrem mudancas no perfil lipémico, tornando-se mais

aterogénico, com aumento nas concentracdes séricas de triglicerideos (TG), colesterol total
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(CT), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteina (a) [Lp(a)] em torno de 6 meses
apos a menopausa, enquanto que os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) declinam
gradualmente (20;21). Com o uso da THM, em geral este perfil aterogénico é revertido,
observando-se aumento nos niveis de HDL e diminui¢do do LDL e da Lp(a). Com relacdo a
via de admisnistracdo e seus efeitos no perfil lipémico, normalmente agentes orais produzem
alteracdes mais evidentes do que os transdérmicos. Entretanto, em relacdo aos TG os agentes
orais costumam aumentar seus niveis engquanto os transdérmicos normalmente desempenham
efeito neutro (22).

A HAS ¢ o fator de risco mais importante para doencas cardio e cerebrovasculares em
mulheres idosas, especialmente quando associada a resisténcia insulinica ou ao diabetes (23).
Embora antes da idade de 50 anos, a HAS € mais prevalente em homens, aos 65 anos quase
60% das mulheres tornam-se hipertensas. Pareadas por idade, as mulheres na pds-menopausa
tém maiores pressdes sistolica e diastolica do que aquelas na pré-menopausa, sugerindo um
efeito negativo da privacdo hormonal ovariana sobre a pressao arterial. No entanto, o efeito da
menopausa sobre a pressao arterial é dificil de avaliar, porque ambos fatores estdo associados
com o envelhecimento e sdo influenciados por fatores comuns, tais como IMC, nivel
socioeconémico e tabagismo (24). Outras mudancas que ocorrem durante o climatério sdo
alteracdes em marcadores inflamatorios e fatores pro-coagulantes, como o aumento do
fibrinogénio e do inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1) (25).

A disfuncdo endotelial é a alteracdo mais precoce do processo aterosclerético. No
entanto em mulheres menopausadas, é dificil quantificar a contribuigcdo independente da idade
ou do tempo decorrido desde a menopausa para o desenvolvimento da disfuncdo endotelial.
Em uma populacdo de mulheres na pds-menopausa com idade média de 53,5 + 7,8 anos,
tempo de menopausa ou inicio da THM de 5,3 = 5,4 anos e com baixo escore de risco de
Framingham (ERF), a fungé@o endotelial demonstrou tanto uma reducdo dependente da idade
qguanto uma reducdo dependente do tempo de menopausa (26). Outros estudos corroboram o
dado que a disfuncéo endotelial torna-se mais pronunciada na p6s-menopausa (27;28).

No que se refere as doencas cardiovasculares, durante a fase fértil de vida ou
menacme, a incidéncia de cardiopatia isquémica feminina € cerca de trés vezes menor que a
masculina. Entretanto ap0s a menopausa, 0 risco cardiovascular feminino aumenta
progressivamente, equivalendo-se ao do homem aos 75 anos (29), tornando-se a maior causa
de Obito nestas mulheres. A importancia dessa questdo é observada em dados sobre a
mortalidade no Brasil, onde no ano de 2000, a doenca cardiovascular isquémica levou ao

obito 32.936 mulheres, enquanto o cancer de mama foi responsavel por 8.308 dbitos (30).
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1.2 Terapia hormonal da menopausa e contexto histdrico

Foi Dogués em 1833 que admitiu a possivel participacdo dos ovarios no fenémeno da
menstruagdo, comprovando que a castragdo feminina levaria a atrofia uterina e perda da
menstruacdo. A partir desta constatacdo, uma série de descobertas ocorreu, como o isolamento
da foliculina em 1923, da estrona em 1929, do estriol em 1930, seguido do estradiol em 1933,
da progesterona em 1937, do etinilestradiol em 1938, do estilbestrol em 1939 e da
comercializacdo dos estrogénios equinos conjugados (EEC) em 1942. No entanto, a historia
da THM s6 tem inicio em 1963 com a divulgacéo dos beneficios da estrogenioterapia. Em
1966, um ginecologista de Nova lorque, o Dr. Robert Wilson, publicou um best-seller
chamado Feminine Forever, exaltando as virtudes da reposicdo do estrogénio como forma de
salvar a mulher da “tragédia da menopausa, que muitas vezes destroi a personalidade e a
saude”. Nos primeiros nove anos do langamento deste livro houve um aumento estimado de
400% da venda dos estrogénios (31).

Em 1975 dois artigos publicados no New England Journal of Medicine associaram a
terapia com estrogénios continuos ao aumento do risco para cancer de endométrio (32;33).
Sete anos apoOs observou-se que o tratamento com estrogénios isolados causava hiperplasia
endometrial em torno de 25% das usudrias. Entretanto, quando progestdgenos eram
administrados sete dias por més a hiperplasia ocorria em 3 a 4% dos casos, e quando
empregados por 10 ou 12 dias por més as lesBes hiperplasicas ocorriam em 2% e nenhum
caso, respectivamente (34). Com estas verificacOes a terapia substitutiva passou a ser vista
como solugcdo de muitos dos problemas da mulher em processo de envelhecimento. Alguns
beneficios foram atribuidos a THM como o rejuvenescimento de pele, a manutencdo da
libido, a melhora da qualidade de vida e o controle da depressao associada a menopausa (35).

Um grande nimero de evidéncias apoiados na crenca de que a THM poderia reduzir a
ocorréncia de doencas cardiovasculares, levaram a prescricdo destas medicacOes até para
mulheres com doencas cardiovasculares preexistentes nas décadas de 80 e 90 (36-38).
Durante esse periodo houve aumento da prescricdo da THM, inclusive por cardiologistas,
visando profilaxia primaria ou secundaria de eventos cardiovasculares. No entanto, resultados
provenientes de alguns desses estudos mostraram-se sujeitos a vieses de selecdo, pois as
mulheres incluidas apresentavam caracteristicas mais favoraveis a manutengdo da salde em
geral e da boa condigdo cardiovascular (39). Os estudos longitudinais realizados até aquele
momento também demonstravam bons resultados com a THM, porém os desfechos eram

intermediarios ou substitutos com menor relevancia clinica (40).
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A prescricdo e as indicagdes da THM foram modificadas completamente com o
surgimento dos primeiros ensaios clinicos randomizados de grande porte no final da década
de 90 e inicio de 2000, os quais contestaram os resultados de estudos prévios, modificando a
fundamentacéo para o uso racional da THM. Dentre eles, podemos citar o WHI (19) e o Heart
and Estrogen-Progestin Replacement Study (HERS 1 e I1) (12;41). A partir destes estudos, a
recomendacéo atual € de que nenhum regime de THM esta indicado para prevencao primaria
ou secundaria de doenca cardiovascular. Além disso, somado a evidéncia do aumento do risco
de cancer de mama em mulheres usuérias desta terapéutica, principalmente naquelas em uso

de progesterona, a THM tomou novos rumos, apresentando atualmente indicacgdes restritas.

1.3 Terapia hormonal da menopausa e eventos cardiovasculares

Como citado previamente, até a década de 90 muitos estudos observacionais (36;38)
sugeriam que a THM apresentasse beneficios na prevencdo da doenca cardiovascular. Em um
estudo de coorte de enfermeiras americanas, denominado The Nurses’ Health Study (36), ap0s
ajuste de multivariaveis, foi possivel observar reducdo de 39% na incidéncia de doenca
coronariana nas usuarias da THM comparadas as ndo usuarias. Uma metanalise de 25 estudos
mostrou risco relativo de 0,70 para doenca coronariana em usudrias de estrogenos comparadas
a ndo usuarias. Em outros sete estudos, avaliando o risco de doenca coronaria em usuarias de
estrogénio associados a progesterona, o risco relativo estimado foi de 0,66 (10). A partir
desses resultados, houve um grande entusiasmo com relagdo a protecdo cardiovascular
oferecida pela THM. O ensaio clinico The Postmenopausal Estrogen/Progestin Interventions
(PEPI) (40) também mostrou beneficios cardiovasculares com o uso da THM, mas empregou
niveis de lipoproteinas como desfechos intermediarios ao invés de desfechos brutos, como
morbimortalidade cardiovascular. O WHI (19) testou a eficacia da THM na prevencéao
priméria da doenga coronariana tendo como desfechos primarios o infarto agudo do miocardio
ndo fatal e morte cardiovascular. Foram acompanhadas 16.608 mulheres, entre 50 a 79 anos,
randomizadas para receber 0,625 mg de EEC com 2,5 mg de acetato de medroxiprogesterona
(MPA) ou placebo. Outro grupo do estudo, de mulheres histerectomizadas, sé receberam
EEC. O risco de doenca coronariana foi 29% maior nas usuérias da THM, correspondendo a
um risco absoluto de sete eventos coronarianos por 10.000 pessoas/ano. De forma
surpreendente, o resultado desse estudo contraindicou o emprego da THM na prevencao

primaria da doenca cardiovascular. Ressalta-se que aquelas em uso isolado de estrogénio ndo
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demonstraram diferenca significativa no numero de eventos cardiovasculares comparadas ao
placebo.

O ensaio clinico randomizado HERS (12) avaliou por 4,1 anos a associacao de 0,625
mg de EEC com 2,5 mg de MPA na prevencao secundéria da doenca cardiovascular em 2.763
mulheres p6s-menopéausicas. Os desfechos principais foram infarto agudo do miocérdio ndo
fatal e mortalidade por doenca coronariana. A taxa combinada desses eventos nao diferiu
entre o grupo tratado e placebo, respectivamente (12,5% vs. 12,7%; RR = 0,99; 1C95%: 0,80-
1,22). Entretanto, observou-se um aumento de 52% no risco de doenca cardiaca isquémica
(28-42,5/1000 pessoas/ano) no primeiro ano do estudo naquelas expostas a THM. O
seguimento desse estudo, denominado HERS 11, confirmou que o risco cardiovascular nao

diminuia com o uso prolongado da terapia (41).

1.3.1 Terapia hormonal da menopausa e acidente vascular encefalico (AVE)

Dentro do estudo WHI foi avaliado o papel da THM na incidéncia de AVEs
isquémicos e hemorragicos. Houve 50% a mais de chance de eventos isquémicos (RR=1,44;
IC95%: 1,09-1,90) nas usuarias da THM combinada (42). No grupo em uso de estrogénio
isolado, a razéo de risco para AVE foi 1,39 (1C95%; 0,97-1,99) ou um excesso absoluto de 12
eventos adicionais por 10.000 mulheres por ano, embora ndo tenha sido estatisticamente
significativo (43). No HERS, os dados referentes a incidéncia de AVE ndo apresentaram
diferencas significativas (44).

O Women's Estrogen for Stroke Trial (WEST) foi conduzido para determinar se a
terapia com 1mg de estradiol oral diério, associado a 5 mg de MPA por 12 dias no més,
reduziria o risco de AVE e morte em mulheres com eventos cerebrovasculares prévios (45).
Durante um periodo de 2,8 anos de seguimento, ndo houve diferenca entre o grupo estrogénio
e placebo (RR: 1,1; IC 95%: 0,8-1,4). Os autores concluiram que o estradiol oral ndo era
efetivo na prevencdo de acidentes cerebrovasculares, porém por outro lado ndo aumentava a
sua incidéncia, sugerindo que o tipo de estrogénio utilizado poderia influenciar em alguns
desfechos cardiovasculares. A dose e a via de administracdo do estrogénio também parecem
influenciar no risco de AVE. Um estudo de caso-controle com base populacional realizado na
Inglaterra mostrou que as usuarias de estradiol transdérmico em baixas doses néo

apresentavam aumento do risco de AVE comparadas as ndo usuérias de THM (46).
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1.3.2 Terapia hormonal da menopausa, trombose venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar

(EP)

O estudo HERS encontrou um risco praticamente trés vezes maior de TVP (RR= 2,89;
IC95%: 1,50-5,58) em usuarias de THM combinada em comparacdo a ndo usuérias e ainda
uma tendéncia para maior risco de EP (12). Posteriormente, o ensaio WHI encontrou razéo de
risco 2,06 maior (IC 95%: 1.57-2.70) para TVP e 2,13 (IC 95%: 1,39-3,25) para EP em
usuarias de THM combinada, representando oito casos a mais de EP em 10.000 pessoas/ano.
Esse risco foi atribuido & combinagdo do estrogénio a progesterona (19). Uma metanalise de
ensaios clinicos randomizados e estudos observacionais calculou que o uso da THM esta
associado a um risco relativo de 2,14 (IC 95%; 1,64-2,81) para TVP (47). Alguns estudos
sugerem que o risco para TVP em usuarias de THM transdérmica ndo estaria aumentado
comparado ao placebo (48;49), mesmo em pacientes com trombofilia pré-existente (50).
Consequentemente, a via de administragdo do estrogénio e progesterona também poderia

desempenhar um fator importante nestes desfechos cardiovasculares.

1.4 Paradigmas da terapia hormonal da menopausa

Estudos observacionais e diversos outros em animais tém sugerido que a THM
diminui o risco de doengas cardiovasculares e reduz mortalidade (51;52), porém grandes
ensaios clinicos demonstraram o contrario. E paradoxal as mulheres na pré-menopausa
estarem protegidas de doencas cardiovasculares enquanto aquelas na pds-menopausa
submetidas a THM ndo apresentarem beneficio cardiovascular. As controvérsias sobre riscos
e beneficios da THM na prevencdo primaria de doencas cardiovasculares continuam, e
recentemente, alguns trabalhos publicados tém chamado a atencdo para o tempo decorrido da
menopausa até o inicio da THM. Este pode resultar em uma grande diferenca nos desfechos
cardiovasculares. Além disso, o tipo e a dosagem do estrogénio/progesterona utilizados e a via
de administragdo também parecem influenciar esses desfechos (53-55).

Na maioria dos estudos observacionais, as mulheres comegaram a THM na época da
menopausa, ou seja, em torno dos 50 anos. Em contraposic¢do a isto, o WHI (19) analisou
mulheres pos-menopausicas entre 50 e 79 anos, em média com 63,3 anos, sendo que 67%
estavam entre 60 a 79 anos e 73% nunca tinham recebido THM. Diversos autores presumem
que muitas destas mulheres ja eram portadoras de placas ateroscleroticas e, portanto, estavam

predispostas a eventos tromboembdlicos (56). A aterosclerose mesmo que subclinica pode ter
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exercido um profundo impacto sobre o resultado do uso da THM. Refor¢ando a hipotese de
que o tempo decorrido da menopausa poderia influenciar os resultados cardiovasculares, o
estudo Coronary Artery Calcium Study (WHI-CACS), restrito a mulheres pds-menopausicas
entre 50-59 anos, mostrou que a THM iniciada mais cedo reduziu a calcificacdo da artéria
coronéria e a prevaléncia de doenca arterial coronariana subclinica (57). Por fim, uma analise
secundaria do conjunto de dados do WHI mostrou que aquelas que iniciaram a THM mais
préxima da menopausa, em no maximo 10 anos, tendem a ter um risco reduzido de doencas
cardiovasculares (11). Recentemente, um estudo de coorte com seguimento de longo prazo
mostrou que mulheres submetidas a ooforectomia bilateral antes dos 45 anos apresentam
aumento na mortalidade cardiovascular e este risco foi significativamente reduzido pelo
tratamento com estrogénio (58). Tomados em conjunto, esses estudos apoiam a hipdtese de
que a THM pode ter um beneficio cardiovascular quando iniciada proxima ao inicio da
menopausa.

Estudos que provavelmente nos ajudardo a responder algumas questdes sobre a via de
administracdo, tempo de inicio e tipos de THM para prevencao de doencas cardiovasculares
séo o Kronos Early Estrogen Prevention Study (KEEPS) (59) e o Early vs. Late Intervention
Trial with Estradiol (ELITE) (60). O KEEPS foi concebido para comparar os efeitos do uso
do EEC oral ou do estradiol transdérmico, com ou sem progesterona micronizada, sobre a
aterosclerose e a calcificacdo coronariana em mulheres dentro de até trés anos da menopausa.
O ELITE, com desfecho priméario semelhante, randomizou 504 mulheres para receber
estrogénio oral por 2 a 5 anos, porém dividiu 0s grupos em tempo desde a menopausa em

menos de 6 anos ou mais de 10 anos.
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2 TERAPIA HORMONAL DA MENOPAUSA, ENDOTELIO E
MICROCIRCULACAO

2.1 Fisiologia e métodos de afericdo da funcéo endotelial e microvascular: visdo pratica

O endotélio vascular, tradicionalmente considerado como uma camada Unica e
continua de células que separa o sangue da parede vascular e do intersticio é atualmente
reconhecido como um sitio ativo que controla a liberacdo de moléculas vasoativas, com a
funcdo essencial de manutencdo da homeostase vascular. O endotélio é uma estrutura interna
de revestimento de aproximadamente 4000 a 7000 m?, pode representar até 1 kg da massa
corpdrea de um homem adulto e funciona como uma interface entre 0 sangue e 0s outros
tecidos. O endotélio recebe estimulos fisicos e quimicos como forca de cisalhamento,
temperatura, citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (EROs), hipdxia, pH,
dentre outros, para regular a homeostase circulatdria, atuando no ténus vasomotor, no trafego
de leucdcitos para os tecidos, na proliferacdo dos vasos e também atua como uma barreira de
troca entre o sistema circulatorio e os tecidos.

O endotélio regula a distribuicdo do volume sanguineo através da vasodilatacéo,
adaptando todo o sistema a mudangas no débito cardiaco, com consequente regulacdo dos
fluxos regionais na dependéncia da demanda. Seu principal regulador reconhecido é o 6xido
nitrico (NO). Entretanto, existem outros substancias, como o fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF), as cininas e as prostaciclinas (PGI2) com impacto positivo na saude
vascular. H& uma série de etapas que culminam na producéo e liberacdo do NO pelo endotélio
e na sua acdo nas células da musculatura lisa vascular. Inicialmente, as células endoteliais
precisam captar o aminoacido L-arginina que na presenca da enzima 6xido nitrico-sintase
endotelial (eNOS) e cofatores, como a tetrahidrobiopterina, ird ser convertido em citrulina e
NO. Uma vez que o NO é um gas, este rapidamente se difunde até as fibras da musculatura
lisa vascular, estimulando a producdo de guanilato ciclase, o que eleva os niveis de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc). Esse aumento de GMPc ira diminuir a sensibilidade do
miofilamento ao calcio, causando o relaxamento da miofibrila. Um grande nimero de
estimulos pode causar a liberacdo e producdo de NO, entretanto fisiologicamente, este é
produzido em quantidades adequadas para a manutencdo da homeostase vascular através da
enzima eNOS. A forca de cisalhamento, provocada pelo atrito do sangue com a camada

endotelial, € um dos principais agentes responsaveis para a producéo do NO.
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A acdo do NO sobre o sistema cardiovascular ndo se limita a regulagdo de fluxo local.
A producéo constante desta molécula inibe o processo inflamatorio, a proliferacdo celular e a
coagulacao. Além disso, o NO inibe a fosforilacdo oxidativa, diminuindo consequentemente o
dano celular causado por EROs, assim como a inflamacdo subsequente. Em resumo, o
endotélio é responsavel ndo s6 pela manutencdo do tbnus vascular, mas também pela
regulacdo da agregabilidade plaquetaria e da coagulacdo, modulacéo da fibrindlise, dissolucéo
de trombos intravasculares formados e modulacdo da inflamagdo através da regulacdo da
adesdo e ativacdo de leucdcitos e de quimiocinas. Quando ha injdria endotelial, todas estas
propriedades vasculo-protetoras sdo perdidas ou alteradas, e o endotélio passa a ser
considerado disfuncional e propicia a formacao de um ambiente vascular pré-constritivo, pro-
trombotico e antifibrinolitico, ou seja, ocorre uma predisposi¢do para ativacdo da agregacao
plaquetéria, migracéo e proliferagdo das células da musculatura lisa vascular, oxidagdo da
LDL, adesdo de mondcitos e plaquetas e sintese de citocinas inflamatorias (61). Esse
fendmeno denomina-se ativacdo endotelial. Do ponto de vista clinico é denominado disfuncéo
endotelial sendo caracterizado por uma alteracdo do relaxamento vascular dependente do
endotélio, ou seja, quando os efeitos das substancias vasoconstritoras, como a angiotensina Il,
a endotelina-1 (ET-1), o tromboxano A2 e as EROs se superpdem aos efeitos das substancias
vasodilatadoras, como 0 NO, o EDHF, as cininas e as PGI2.

Tradicionais fatores de risco cardiovascular, como hipercolesterolemia, tabagismo,
estados de resisténcia insulinica, diabetes mellitus, HAS, obesidade, hiperhomocisteinemia,
ou mesmo a combinacdo desses fatores, estdo relacionadas a disfungdo endotelial e a maior
incidéncia de doenca aterosclerética (62-65). A disfuncdo endotelial precede e também se
sobrepde ao desenvolvimento da aterosclerose clinica, ja que a sua presenca € fator preditivo
de eventos cardiovasculares, mesmo em individuos com angiografia normal (66). Estudos
prospectivos em humanos demonstram claramente que a disfuncdo endotelial e a
microvascular sdo preditores independentes de eventos cardiovasculares isquémicos e de
prognoéstico em longo prazo (67-69).

Uma vez destacada a importéancia da fungdo endotelial no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares ateroscleroticas, é fundamental o uso de técnicas para sua mensuracdo e
quantificacdo, de forma segura, ou ainda para testar a resposta do endotélio a eventuais
tratamentos. Existem muitas técnicas para a investigacdo do endotélio, daqueles que incidem
sobre os aspectos moleculares e celulares, por meio de métodos que envolvem a cultura de
tecidos e técnicas de biologia molecular, além daquelas aplicadas in vivo, atraves de

procedimentos invasivos e ndo invasivos para avaliar a vasodilatacdo dependente do



26

endotélio, ou a determinacdo de substancias plasmaticas que indicam a ativacdo endotelial e
danos a esse tecido (70). Vamos descrever com mais detalhes conceitos da funcéo endotelial
avaliada através da reatividade vascular microvascular e através das dosagens de substancias
plasmaticas, os quais foram os métodos empregados neste estudo.

Inicialmente realizados de maneira invasiva na macrocirculacdo, principalmente
relacionados ao sitio corondrio, os estudos de reatividade vascular foram sendo desenvolvidos
e hoje ha inimeras técnicas que quantificam a reatividade endotelial em diferentes sitios e
com propositos distintos. A maioria das técnicas disponiveis usa como modelo béasico a
avaliacdo da vasodilatacdo secundéaria a dois estimulos, um dependente do endotélio e outro
independente. No primeiro estimulo, o endotélio é incitado por estimulos fisiolégicos como
isquemia, estresse mental, ou por infusdo de drogas, como a acetilcolina (ACh), a produzir
substancias vasodilatadoras, dentre elas 0 NO. No segundo, um composto doador de NO é
fornecido, usualmente nitroglicerina (NTG) ou nitroprussiato de sodio (NPS). Com isso,
somos capazes de observar a resposta vasodilatadora da musculatura lisa vascular, onde o
mecanismo efetor de resposta foi a producdo de NO no endotélio do préprio segmento
vascular mensurado (vasodilatacdo dependente do endotélio) ou se esta ocorreu por a¢do do
NO exdgeno doado aquele segmento vascular analisado (vasodilatacdo independente do
endotélio).

A microcirculacdo é definida como o territério vascular que engloba vasos com
diametro menor que 100 pm e que inclui vénulas, capilares, arteriolas e microlinfaticos. E
nesse sitio que a principal fungdo do sistema vascular ocorre, permitindo a troca de nutrientes
com os tecidos e a remocdo de excreta celular em resposta as variacfes de demanda (71).
Além desta funcdo, a microcirculacdo é responsavel pelo equilibrio hidrostatico, evitando
grandes flutuacdes desta nos capilares. Neste sitio ocorre uma importante queda da pressdo
arterial e, obviamente, a microcirculagcdo se impde como importante fator determinante da
resisténcia vascular periférica total (72). Em condigdes normais, mecanismos
autorregulatérios, sistémicos e locais, especialmente miogénicos e metabdlicos, permitem o
funcionamento normal do endotélio e da microcirculacdo. Entretanto, em condicdes
patoldgicas, a perda destes mecanismos resulta em disfuncéo microvascular.

Existem algumas técnicas utilizadas para aferir a funcdo endotelial na microcirculacéo,
entre elas citamos a fluxometria por laser Doppler (LDF), a videocapilaroscopia do leito
periungueal (VCLP) e a pletismografia por oclusdo venosa (POV). A LDF avalia o fluxo
sanguineo microvascular ndo nutritivo do tecido cutdneo. O estimulo & vasodilatagdo

dependente do endotélio € desencadeado através de isquemia e subsequente hiperemia reativa,
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estimulo térmico ou ainda através da iontoforese cutanea de drogas vasoativas, como a ACh.
Com esta Ultima técnica e possivel demonstrar a ocorréncia de variacdes de fluxo
microvascular em diferentes doses, estabelecendo curvas dose-resposta da reatividade
microvascular cutdnea. Através desta técnica, foi possivel a observacdo de correlacdo inversa
entre a reatividade microvascular e risco cardiovascular (73). Outra técnica é a VCLP. Esse
método é capaz de visualizar os capilares presentes no leito periungueal através de um
microscopio ligado a um sistema digital de imagem. Medidas da velocidade de deslocamento
das hemacias em estado de repouso (VDH) e também durante a hiperemia reativa,
denominado velocidade de deslocamento méximo das hemécias (VDHnax) circulantes, assim
como o tempo necessario para alcanca-lo (TVDHmax) podem ser mensurados, mostrando boa
correlagdo com parametros antropomeétricos, de riscos cardiovasculares e metabdlicos (74).
Como é nos capilares que a principal funcdo do sistema circulatério ocorre, isto é, a troca de
nutrientes e oxigénio e de excretas dos tecidos e a circulacdo, é possivel afirmar que esta
técnica avalia a reatividade microvascular nutritiva.

A POV é capaz de medir diferencas de volume de membros superiores ou inferiores,
através de um elastico normalmente contendo mercurio colocado na regido a ser analisada,
que funciona com um sensor do aumento do volume do antebraco ou da perna. Nessa técnica,
o fluxo sanguineo do antebraco (FSA) ou da perna pode ser aferido e seus achados baseiam-se
principalmente em alteracdes na reatividade de artérias de resisténcia no musculo. Esta
técnica foi capaz de predizer novos eventos coronarios em portadores de doenca arterial
coronaria, mostrando boa correlacdo entre achados da circulagdo de membros periféricos com
a doenca arterial coronaria (68). A mensuracdo da reatividade endotelial em membros
periféricos durante a hiperemia reativa também demonstra ser um preditor de eventos

cardiovasculares primarios (69).

2.2 Estrogénio e acOes cardiovasculares com foco na funcéo endotelial

Os receptores de estrogénios sdo membros da superfamilia dos receptores de
hormdnios esterdides, que atuam como fatores de transcricdo, alterando a expressdo génica
apos a sua ativacdo. A semelhanca dos receptores de androgénios, os de estrogénio possuem o
dominio de ligacdo do DNA N-terminal e o dominio de liga¢&o do ligante C-terminal. Foram
identificados dois subtipos de receptores de estrogénio. Esses subtipos diferem na sua

estrutura, sdo codificados por diferentes genes e tém distribuicdo tecidual distinta. O receptor
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de estrogénio alfa (ER-a) ¢ encontrado predominantemente no endométrio, nas células do
cancer de mama e no estroma ovariano, enquanto o beta (ER-B) ¢ encontrado
predominantemente nas células da granulosa e nas espermatides.

Os receptores de estrogénio sdo, em sua maior parte nucleares, mas também podem ser
encontrados no citoplasma. O estrogénio livre sofre difusdo para o interior da célula e liga-se
ao dominio de ligacdo do ligante do receptor, que se dissocia de suas proteinas chaperones
citoplasmaticas. A seguir, o complexo estrogénio-receptor é transferido para o nucleo da
celula, onde se liga na forma de homodimeros ou heterodimeros as sequéncias de DNA,
denominadas elementos de resposta dos estrogénios, regulando a transcricdo génica. Os
efeitos fisiologicos do estrogénio através da ativacdo da transcri¢do génica, ou também
denominado efeito nuclear ou genémico, levam varios minutos ou horas para se
manifestarem. Alguns efeitos agudos dos estrogénios ndo podem ser explicados pelo
mecanismo de transcricdo e representam o resultado da acdo estrogénica direta sobre as
membranas celulares, sendo denominados efeitos extranucleares ou ndo-genémicos.

Estudos tém revelado acGes agudas do estrogénio em diferentes sistemas,
especialmente em tecidos ndo reprodutivos, como o sistema cardiovascular (75). J& foi
identificada a presenca de ER-o e ER-B nas células endoteliais, nos cardiomiocitos e nas
células musculares lisas vasculares. Pela acdo extranuclear, o estrogénio exerce efeitos
benéficos como vasodilatacdo aguda, efeitos anti-inflamatérios, regulacdo da proliferacdo e da
migracdo das células vasculares e confere ainda protecdo aos cardiomidcitos. Estas agdes
extranucleares ndo exigem a expressdo do gene ou sintese protéica e sdo independentes da
ativacdo dos receptores nucleares (76). A acdo extranuclear do estrogénio ocorre através de
complexas interacdes com moléculas sinalizadoras associadas a membrana, tais como canais
ibnicos, proteinas G (GPR30) e tirosina quinase c-Src, as quais levam a ativacdo de cascatas
reguladoras, como proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e o fosfatidil-inositol-3-
quinase (PI3-K) (77).

O estrogénio parece desempenhar um importante papel protetor no sistema
cardiovascular, pois é capaz de induzir vasodilatacdo tanto por agdo ndo-gendmica, resultando
em aumentos subitos de NO, como por acdo gendmica, através da inducgéo da transcri¢do da
eNOS. Estes efeitos sobre a biodisponibilidade de NO permitem que o estrogénio tenha a
capacidade de melhorar a resposta da parede arterial apds lesdo vascular e inibir o
desenvolvimento da aterosclerose pela promogdo da reendotelizagdo, da inibicdo da
proliferacdo da célula muscular lisa vascular e deposicdo de matriz extracelular (78). Os seus

efeitos na modulagéo do relaxamento vascular podem ocorrer também através do estimulo do
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EDHF e da inibicdo da producdo de ET-1 (79;80). Além disso, os estrogénios podem modular
as respostas vasculares miogénicas, resultando em reducao do tdnus basal microvascular (81).
Os efeitos protetores do estrogénio sobre a estrutura e funcao vascular estdo associados ndo sé
as suas acOes sobre a producdo de NO, mas também ao fato deste horménio aumentar a
biodisponibilidade do NO, reduzindo sua degradacéo (82). Barbacanne e colaboradores (83)
observaram que a piora da disfuncdo endotelial, desencadeada pela ooforectomia de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), poderia ser corrigida com a reposicao de estrogénio, sem
alterar a atividade e a expressdo da eNOS na aorta, mas reduzindo a geracdo de EROs. Esta
bem estabelecido que na presenca de EROs, em especial O,-, 0 NO sintetizado pela célula
endotelial pela sua alta afinidade com o O,- liga-se rapidamente a esta molécula e é
transformado em peroxinitrito. Essa reacdo ocorre antes da liberacdo do NO para os tecidos,
tornando-o, portanto, menos disponivel (84). O estrogénio pode entdo modular a funcgéo
endotelial por aumentar a geracdo de NO e também por reduzir a formacdo de EROs, em
especial 0 Oy-, diminuindo seus efeitos deletérios sobre o NO e promovendo maior
biodisponibilidade de NO ao tecido vascular.

As figuras 1 e 2 demonstram de modo esquematico a acdo gendmica, mitocondrial e
ndo-gendmica do estrogénio, respectivamente, sobre a célula endotelial e sobre a célula

muscular lisa vascular.
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Figura 1 - Efeitos gendmico e mitocondrial do estrogénio nas células endoteliais
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O estrogeénio liga-se ao seu receptor (ER) no citosol e dissocia-se da proteina de choque térmico 90 (HSP-90). O
complexo ER/estrogénio transloca-se para a mitocondria onde diminui a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e H,0,, reduzindo o estresse oxidativo e aumentando a fosforilagdo oxidativa celular. No
nacleo, o complexo, aumenta a expressao do fator respiratério nuclear-1 (NRF-1), aumentando os niveis dos
genes mitocondriais codificadores nucleares. ER/estrogénio também aumenta a expressdo de fos, myc, e jun,
promovendo o crescimento e proliferacdo celular, além de estimular a Egr-1, a qual é regulada em resposta a
uma lesdo aguda e cronica. O estrogénio pode aumentar a transcri¢cdo do gene da 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), levando ao aumento da producdo de 6xido nitrico (NO) e prostaciclina
(PGI,), com consequente estimulacdo da vasodilatagdo e angiogénese.

Fonte: Current Drug Metabolism 2010;11(8):693-714. (85)
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Figura 2 - Efeito ndo-gendmico do estrogénio sobre a célula endotelial e a célula muscular lisa

vascular
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O estrogénio liga-se a receptores de estrogénio (ERs) na membrana celular e ativa a fosfolipase C (PLC), que
conduz a geragéo de inositol trifosfato (IP3) e liberagéio de Ca?* das reservas intracelulares. O Ca? " ativa a 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), dissociando-se da caveolina-1. O estrogénio também estimula a transformacéo
do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), a qual ativa a AKT e a
fosforilagdo citos6lica da eNOS, que transloca-se de volta para a membrana celular onde se submete a
miristoilacdo e palmitoilagdo. O estrogénio aumenta a fosforilagdo da eNOS pela ativagdo da proteina quinase
ativada por mitdgeno (MAPK) e a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). Ativada a eNOS, esta converte
L-arginina em citrulina, resultando em aumento da producdo de NO. A liberacdo de NO a partir de células
endoteliais ativa a proteina quinase dependente de cGMP (PKG) na célula da musculatura lisa vascular, que por
sua vez diminui o Ca”* intracelular, por estimular a extrusao deste ion e as bombas de troca idnica. O estrogénio
também ativa a ciclo-oxigenase-2 (COX-2), com consequente aumento da prostaciclina (PGl,). PGI, aumenta o
AMPc na célula da musculatura lisa vascular, induzindo uma diminuigdo do Ca*" intracelular por mecanismos
semelhantes aos do cGMP. O estrogénio pode também aumentar a liberagdo do fator hiperpolarizante derivado
do endotélio (EDHF) levando a hiperpolarizagdo da célula da musculatura lisa vascular, resultando em
relaxamento. O estrogénio também atua em vias inibitorias da contragdo da célula da musculatura lisa vascular,
como impedir a entrada de Ca?", inibir a proteina quinase C (PKC), Rho-quinase e MAPK. As setas tracejadas na
figura indicam inibicdo da via.

Fonte: Current Drug Metabolism 2010;11(8):693-714.(85)
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2.3 Terapia hormonal da menopausa e fungdo endotelial: reviséo de literatura

Existem diversos estudos que avaliam os efeitos da THM sobre a funcdo endotelial,
porém na maioria deles o sitio de estudo é a macrocirculacdo (86-89). Em relacdo a esse sitio
vascular, o0 método mais empregado é a dilatagdo mediada pelo fluxo (do inglés, flow-
mediated dilation - FMD), geralmente avaliado por ultrassonografia de alta resolugéo na
artéria braquial (90). Este método consiste em mensurar a variabilidade do diametro arterial
em resposta ao aumento do fluxo sanguineo apos estimulo desencadeado para producao
endotelial de NO: normalmente este estimulo é pos-isquémico, porém pode ser quimico (91).
Ao contrério do exposto com relagdo a macrocirculagdo, existem poucos estudos avaliando o0s
efeitos da THM sobre a microcirculacéo.

Em estudos observacionais, um estudo avaliou os efeitos da THM sobre a reatividade
microvascular e funcdo endotelial de individuos com e sem DM2. Foram estudados seis
grupos de mulheres: na pré-menopausa saudaveis (n=28, 41+ 8 anos), na pré-menopausa com
DM2 (n=16, 43+6 anos), na pds-menopausa saudaveis (n=12, 57+4 anos), na p6s-menopausa
com DM2 (n=17, 6245 anos), na pos-menopausa saudaveis em THM (n=13, 51+5 anos) e na
p6s-menopausa com DM2 em THM (n=11, 57+7 anos). Utilizou-se a LDF para medir a
vasodilatacdo da microcirculagdo ndo nutritiva cutanea do antebragco em resposta a iontoforese
de ACh e NPS. Tanto a vasodilatacdo dependente do endotélio quanto a independente foram
significativamente maiores em mulheres saudaveis na pré-menopausa comparadas aquelas
diabéticas na pré-menopausa (p<0,001). O mesmo padrédo de resposta ocorreu quando foram
comparadas mulheres na p6s-menopausa saudaveis com diabéticas e saudaveis em THM com
diabéticas em THM (p<0,001), ou seja, mulheres com DM2 apresentam piora da funcao
endotelial independente do status hormonal (92).

Utilizando a tomografia por emissdo de positrons (PET scan) para aferir o fluxo
sanguineo microvascular do leito coronario em repouso, durante o teste pressor ao frio e
durante a hiperemia reativa induzida pelo dipiridamol, 54 mulheres pds-menopausicas sem
doenca arterial coronariana, sendo que 23 ndo faziam uso de horménio e 31 faziam uso de
estrogénio isolado ou associado a um progestogeno, foram comparadas a 12 jovens saudaveis.
Cada grupo foi subdividido por fatores de risco coronariano. O dado positivo mais relevante
foi que mulheres em uso da THM sem fatores de riscos cardiovasculares apresentaram
resultados do teste pressor ao frio semelhantes a mulheres jovens saudaveis. A associacao de
progesterona ndo anulou os efeitos do estrogénio (93). Em um seguimento deste estudo, as

mulheres com riscos cardiovasculares iniciaram tratamento para minimiza-los, como o uso de
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estatinas, inibidor plaquetario e antihipertensivos, e apds um seguimento de 24 + 14 meses, 0S
autores observaram que aquelas que continuavam com a THM apresentaram uma funcao
coronariana dependente do endotélio mais preservada do que as que nao estavam mais em uso
do tratamento (94).

Com relagdo aos ensaios clinicos avaliando os efeitos da THM na microcirculacéo,
existem estudos com alto poder de evidéncia, como os randomizados, duplo-cegos e
controlados, assim como outros sujeitos a vieses, como estudos de intervengdo sem grupo
controle. Os principais estudos encontrados estdo listados na tabela 1. Discorrerei com mais
detalhes aqueles que apresentam maior relevancia clinica.

Usando como método de avaliacdo da microcirculacdo nutritiva a VCLP, observou-se
que a THM, avaliada com o uso de estrogénio transdérmico ou oral associados a 14 dias de
progesterona, ou ao uso isolado de tibolona, determinou um aumento da velocidade de
deslocamento de hemécias apos 6 e 12 meses de intervencgdo e consequentemente levou a um
aumento no fluxo microvascular na ordem de 20 a 30% dos valores iniciais, respectivamente.
As pacientes testadas (n=41) apresentavam idade média de 52,6 anos, IMC de 24,9kg/m? e
tempo da menopausa em torno de 2 a 3 anos (95).

Com a POV, o predominio da resposta vascular é dado por arteriolas de resisténcia e
atualmente € considerado o padrdo-ouro para avaliacdo da funcdo endotelial neste sitio
microvascular. Comparando pds-menopausicas, com média de idade de 54 anos, IMC de 22,3
kg/m2 e intervalo médio de menopausa de 6 anos, apds 3 meses de intervengdo com 0,625mg
de CEE associado a 2,5mg MPA, ou 0,3mg de CEE associado a 2,5mg de MPA e ainda com
um grupo controle, observou-se aumento semelhante no FSA durante hiperemia reativa,
ocasionada por oclusdo arterial de 5 minutos, em ambos os grupos com tratamento ativo
(p<0,01). As alteracdes no FSA, ap6s administracdo sublingual de NTG, foram semelhantes
em todos os trés grupos, ndo apresentando diferenca estatistica (96).

Outro estudo comparou o uso de THM oral com 1 mg de estradiol oral e 0,5mg de
acetato de noretisterona (NETA) em pds-menopausicas saudaveis com média de idade de 65
anos, IMC de 28,8kg/m? e duracdo da menopausa de 13 anos, com diabéticas do tipo 2, com
média de idade de 61 anos, IMC de 26,2kg/m? e duracdo da menopausa de 9 anos. Apds 6
meses de THM ndo houve alteragdes significativas nos parametros microvasculares das
mulheres saudaveis, porém nas diabéticas, observou-se uma reducdo na resposta hiperémica
da pele, tanto para ACh (p=0,01) quanto para o NPS (p=0,01) (97).
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Autores Caracteristicas da populagéo de Grupos do estudo Métodos/parametros Resultados
estudo avaliados/tempo
intervencgao
Idade IMC ™ N Selecéo
(anos) (kg/m?)

Haenggietal.,, | 52 249 03 140 Mulheres 4 grupos VCLP *Aumento de 20 a 30% no fluxo
1995 (95) saudaveis - Controle (ndo usou placebo) Fluxo sanguineo capilar  sanguineo capilar basal em todos

-2mg de E2 + 10mg de basal 0S grupos, com exce¢do do

didrogesterona oral TI: 12 meses controle.

- 50pg E2 adesivo TD + 10mg

de didrogesterona oral

- Tibolona 2,5mg oral
Vehkavaara et | 55 25 04 27 Mulheres 3 grupos POV * Apenas no grupo que recebeu
al., 2000 (98) saudaveis - Placebo FSA basal, infuséo E2 oral ocorreu aumento do FSA

- 2mg E2 oral arterial de ACh e NPS  ap6s infusdo de ACh e NPS.

- 50pg E2 adesivo TD TI: 03 meses
Peterson  et| 58 34 10 24 Mulheres 02 grupos PET Scan * Nio houve diferenca nos
al., 2001 (99) obesas - Placebo FSM no repouso, apds  parametros avaliados entre 0s

-0,625mg EEC estimulo com adenosina  grupos.

e RPM
TI: 04 a 06 semanas
Higashi et al., 52 23 - 35 Mulheres 4 grupos POV *FSA basal ndo alterou nos 4
2001(100) normotensas - Hipertensas controle (néo Hiperemia reativa (isq. 5 grupos;
e hipertensas  usaram placebo) min) e NTG SL *Aumento do FSA durante a
- Hipertensas em uso de TI: 3 meses hiperemia reativa nos 2 grupos

0,625mg EEC + 2,5mg AMP
- Normotensas controle

- Normotensas em uso de
0,625mg EEC + 2,5mg AMP

tratados com EEC, sendo mais
acentuado no grupo com HAS;
*Sem alteracdes com a NTG.
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Sanada et al.,
2003 (96)

Chabbert-
Buffet et al.,
2003 (101)

Duvernoy et

al., 2004
(102)
Gooding et
al.,

2005 (97)
Knuuti et al.,
2007 (103)

54

60

63

60

22,3

30

27

25

06

11

51

16

15

37

56

Mulheres
saudaveis

Mulheres
saudaveis

Mulheres
com niveis
deCTe
exesso de
peso + outro
RCV

Mulheres
saudaveis e
com DM2

Mulheres
com angina
ao exercicio

ou ao
repouso

3 grupos
- Controle (ndo usou placebo)

-0,625mg EEC + 2,5mg AMP
-0,3mg EEC+ 2,5mg AMP

2 grupos
- Placebo

- 1mg E2 oral + 0,25mg
promegestona

2 grupos
- Placebo

-0,625mg EEC + 200mg
progesterona micronizada oral

2 grupos
- Saudaveis em uso de 01mg

E2 + 0,5mg noretisterona oral
- Diabéticas em uso de 01mg
E2 + 0,5mg noretisterona oral

2 grupos
- Placebo

- Img E2 + 02mg drospirenona
oral

POV

Hiperemia reativa (isq. 5
min) e NTG SL
TI: 3 meses

LDF

Fluxo no dorso do pé em
repouso e na hiperemia

reativa

TI: 6 meses

PET Scan
FSM no repouso, teste
pressor ao frio e
adenosina
TI: 3 meses

LDF

ACh e NPS
TI: 6 meses

PET Scan

RPM

TI: 6 semanas

*FSA basal nio alterou;
*Aumento do FSA durante a
hiperemia reativa de modo
similar nos 2 grupos tratados;
*Sem alteragdes com a NTG.

+ Sem diferengas intragrupo e
intergrupos.

*Sem alteragdes nos parametros
microcirculatorios avaliados.

*Cada grupo foi comparado
apenas com ele préprio, no basal
e ap0s 06 meses de intervencdo;
*Diminuigdo das UP no grupo
das diabéticas tanto ao estimulo
da Ach quanto do NPS;

* Aumento da reserva de perfusao
miocérdica no grupo E2.

IMC: indice de massa corporal; TM: tempo decorrido desde a menopausa; N: nimero de participantes do estudo; E2: estradiol; TD: transdérmico; VCLP: videocapilaroscopia
do leito periungueal; TI: tempo de intervencdo; POV: pletismografia por oclusdo venosa; FSA: fluxo sanguineo do antebraco; RV P: resisténcia vascular periférica; LDF: laser
Doppler fluxometria; NTG SL: nitroglicerina sublingual; EEC: estrogénios equinos conjugados; PET: tomografia por emissdo de pdsitrons; FSM: fluxo sanguineo do
miocardio; RPM: reserva de perfusdo do miocardio, obtido através da divisdo do FSM em repouso pelo FSM ap6s adenosina; AMP: acetato de medroxiprogesterona; DM2:
diabetes mellitus tipo 2; ACh: acetilcolina; NPS: nitroprussiato de sodio; CT: colesterol total; RCV: risco cardiovascular; |: diminui¢do; 1: aumento.
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Baseado nestes dados pode-se inferir que os efeitos cronicos ou subagudos da THM
sobre a fungdo endotelial e microvascular corroboram resultados recentes de ensaios clinicos,
onde mulheres saudaveis com até 60 anos e inicio da THM proximo a menopausa, N0 maximo
10 anos, sem doenca aterosclerética evidente, ou seja, sem diabetes ou doenca coronaria,

possam se beneficiar da THM visando uma maior protecéo cardiovascular.
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3 EFEITOS DA TERAPIA HORMONAL DA MENOPAUSA EM OUTROS FATORES
DE RISCO CARDIOVASCULAR

3.1 Terapia hormonal da menopausa e obesidade

No0sso organismo armazena 0 excesso de energia absorvida sob a forma de TG, em
goticulas lipidicas, em um processo denominado lipogénese. Quando h&a demanda para essa
energia, os TG sdo catabolizados em &cidos graxos livres (AGL) por meio das vias lipoliticas.
A lipase lipoproteica (LPL) é a enzima encarregada por transformar TG em AGL. Diversas
vias enddcrinas sdo capazes de regular o desenvolvimento e a funcdo do tecido adiposo, entre
elas sabe-se que os esterdides sexuais podem desempenhar esta fungdo. Camundongos fémeas
apresentam maior capacidade lipogénica quando comparadas a machos, mesmo tendo
adipdcitos menores (104). Camundongos ooforectomizadas tratadas com estrogénio exibem
nos adipécitos uma taxa de lipogénese reduzida (105). Quando niveis circulantes de
estrogénio sdo elevados acima de uma taxa fisiolgica, 0 metabolismo do tecido adiposo é
alterado, ocasionando uma menor deposi¢cdo de gordura pela reducdo da taxa de lipogénese.
Camundongos com knockout do ER-a exibem volume aumentado de tecido adiposo sem
diferencgas na ingesta caldrica, o que sugere que 0 ER-a desempenhe um papel importante na
fisiologia do tecido adiposo (106). Isto é apoiado por observacdes epidemioldgicas nas quais
o0s niveis de TG encontram-se aumentados na pds-menopausa e que a atividade da LPL reduz
com o uso de estrogénio (107).

Estudos indicam que camundongos fémeas com knockout de ER-B, submetidos a dicta
com alto teor de gordura, apresentam maior peso corporal comparado ao tipo selvagem (108).
A justificativa para este achado foi um aumento na adipogénese. Além disso, o receptor
ativado por proliferadores do peroxissoma (PPAR-y), que atuam induzindo a diferenciagdo
dos pré-adipocitos em adipdcitos, foi regulado negativamente pelo ER-B, sugerindo que
PPARY poderia ser um mediador dos efeitos metabolicos observados em camundongos com
knockout de ER-B (108). Em resumo, parece que ambas as isoformas de receptores de
estrogénio participam nas a¢oes antilipogénicas do estrogénio.

Os efeitos da THM na distribuicdo de peso e gordura corporal em humanos, ainda ndo

estdo totalmente definidos. No estudo Women's Health, Osteoporosis, Progestin, Estrogen
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(Women's HOPE), 822 mulheres saudaveis com tempo de menopausa de 1 a 4 anos foram
tratadas durante 02 anos com diferentes combinacbes de THM oral ou placebo. Foi notada
uma reducdo no ganho de peso, com menor incremento na porcentagem de massa gorda,
naquelas que usaram THM em comparacéo ao placebo (109).

No estudo PEPI com seguimento de 3 anos, as mulheres que usaram 0,625 mg de EEC
com ou sem progesterona, ganharam 1 kg a menos de peso corporal e 1,2 cm a menos na
circunferéncia da cintura do que as mulheres que usaram placebo (110). Gambacciani e
colaboradores utilizando densitometria por dupla emissdo de raios-X para avaliagdo da
composicdo corporal em 31 mulheres, observaram que o grupo controle apresentou um
aumento significativo no peso corporal (P < 0,05) e na porcentagem total de gordura no
tronco (P < 0,05), sugerindo um aumento na distribuicdo central de gordura em comparacéo
ao grupo que fez uso da THM (111). Uma metanalise mostrou que o uso da THM em
mulheres sem diagndstico de diabetes, promoveu aumento da massa magra corporal,
diminuicdo da circunferéncia da cintura e da gordura abdominal, em comparacéo ao placebo
ou a nenhum tratamento (22). Em contrapartida, uma revisao sistematica de 22 estudos
clinicos mostrou que a THM com ou sem a adi¢do de progesterona nao desempenhou efeito
sobre o peso ou distribuicdo de gordura em mulheres pés-menopausicas (112). Desta forma,
ainda sdo bastante controversos os efeitos dos diversos tipos de THM sobre 0 ganho de peso e

a composicao corporal.

3.2 Terapia hormonal da menopausa e metabolismo glicémico

Os receptores de estrogénio ER-o ¢ ER-f estdo envolvidos no balango energético
(113) embora, at¢ 0 momento, 0 ER-a parece desempenhar um maior papel. Ratos com
knockout para ER-0, bem como aqueles com knockout para aromatase (Arko), sdo obesos e
resistentes a insulina (114;115). O ER-a esta envolvido na manutengdo do metabolismo da
glicose em vaérios tecidos, incluindo os principais tecidos envolvidos na sensibilidade a
insulina como figado, musculo esquelético e tecido adiposo, mas também nas células 3
pancreaticas e no sistema nervoso central. Estudos utilizando clampeamento euglicémico
hiperinsulinémico (CEH) revelaram que o knockout do ER-a esta associado com resisténcia
insulinica hepética (116). Homens identificados com deficiéncia de expressdo do ER-a,

apresentam diminuicdo do metabolismo da glicose e polimorfismos no gene ER-a estdo
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associados com o desenvolvimento de DM2 e sindrome metabdlica (117;118). O papel critico
do ER-a na manutencdo da homeostase da glicose foi estabelecido em ratos Ob/Ob, quando o
tratamento com o ligante seletivo do ER-o melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina (119).

Os estrogénios sdo também conhecidos por regular a fun¢do das células [
pancreaticas, através de um mecanismo ER-a-dependente. Um estudo em ratos sugere que a
exposicao cronica ao estrogénio aumenta a expressdo do gene da insulina e sua liberacdo sem
alterar o volume das células  (120). No musculo, os dois subtipos de receptores de estrogénio
tém mostrado efeitos opostos com 0 ER-o induzindo ¢ o ER-B inibindo a expressdo da
proteina transportadora de insulina tipo 4 (GLUT4) (121). Curiosamente, estudos recentes
mostram que camundongos com knockout do receptor acoplado a GPR 30, uma proteina
integral da membrana plasmatica com elevada afinidade para o estrogénio, apresentam
tolerdncia a glicose prejudicada, sugerindo que a via de a¢do ndo gendmica do estrogénio
também possa apresentar propriedades antidiabéticas (122). Além disso, estudos em roedores
demonstraram que a deficiéncia do ER-o piora a homeostase lipidica tanto no musculo
esquelético quanto no figado, diminuindo a capacidade da insulina em suprimir a producao
hepéatica de glicose e a utilizagdo desta pelo musculo. A ativacdo do ER-a em roedores
submetidos a uma dieta com alto teor de gordura e com resisténcia genética a leptina (Ob/Ob),
melhora a sensibilidade insulinica por diminuicdo de depdsitos ectdpicos de lipidios no
musculo esquelético (116;123). O efeito do ER-a em mediar a sensibilidade insulinica via
mecanismos centrais permanece indeterminado.

As mulheres na pré-menopausa sdo mais sensiveis a insulina em comparagdo aos
homens (124). Em estudo observacional, a THM mostrou melhorar a sensibilidade a insulina
e diminuir a glicemia tanto em mulheres pds-menopéausicas saudaveis quanto em diabéticas
(125). O WHI demonstrou que no grupo intervencdo (EEC 0,625mg + MPA 2,5mg) ocorreu
diminuig&o dos niveis de glicose e insulina no jejum, com melhora da sensibilidade insulinica
avaliado pelo homeostatic model assessment — insulin resistance (HOMA-IR), principalmente
com um ano de seguimento, comparado ao grupo placebo (126). Uma metanalise mostrou que
a THM reduziu em 12,9% o HOMA-IR comparado ao controle, reduzindo no jejum a
glicemia em 2,5% e a insulinemia em 9,3% (22). O estudo PEPI (127), com seguimento de 03
anos, randomizado com 875 participantes comparou placebo com diversos tipos de THM. Os

niveis de insulina e glicose em jejum diminuiram respectivamente, 16,1% e 2,2 mg/dl,
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comparando todos os grupos que utilizaram THM com o placebo. No entanto, avaliando a
glicemia de 2h do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), os niveis de glicose aumentaram
nos grupos com tratamento ativo, sem correspondente aumento nos niveis de insulina. Este
estudo também sugeriu que o beneficio maximo da THM sobre o metabolismo dos
carboidratos é alcancado em pacientes mais hiperglicémicos e hiperinsulinémicos no inicio da
terapia. Entretanto, existem muitos outros estudos que ndo demonstraram beneficio algum da
THM na sensibilidade insulinica (128-130).

Ensaios clinicos utilizando o CEH, método padrdo ouro para avaliar a sensibilidade
insulinica, na maioria das vezes ndo demonstraram beneficio da THM, as vezes ocorrendo até
piora. Os principais estudos encontrados estdo listados na tabela 2.

Avaliando 22 mulheres saudaveis, com idade média de 43 anos e IMC de 24,8 kg/m?
apOs menopausa cirdrgica, o uso de 50 ug de estradiol transdérmico associado ou ndo a 1mg
de NETA, ndo provocou melhora na sensibilidade insulinica comparado ao placebo (128).
Um estudo randomizado, duplo-cego, placebo controlado, investigou 51 mulheres saudaveis
na pos-menopausa, com idade média de 51 anos e IMC de 24,9 kg/m?, em uso de EEC
0,625mg associado a MPA 25mg. As gorduras intra-abdominal e subcutdnea néo
apresentaram diferencas entre os grupos tratados. No sexto més de seguimento, a
sensibilidade a insulina ndo se alterou no grupo placebo mas diminuiu 17% no grupo da
THM, mantendo-se alterada até o término do estudo, ap6s 02 anos de intervencdo (p<0,01).
Apo6s um ano da retirada da medicacdo, o CEH foi repetido, demonstrando um aumento de
25% no grupo que usava a THM, ficando semelhante a do grupo placebo, ou seja, o efeito da
resisténcia insulinica provocado pelo hormdnio foi revertido com sua retirada (129). Cooper e
colaboradores, também encontraram piora da sensibilidade insulinica em mulheres saudaveis,
com média de 55 anos e IMC menor que 30 kg/mz, submetidas a EEC 0,625mg e MPA 2,5mg
por 1 ano comparadas ao grupo placebo (130). No entanto, é importante ressaltar que estes
estudos citados, utilizando o CEH, ndo avaliaram sujeitos com condi¢fes clinicas que
sabidamente ocasionam resisténcia insulinica. Neste contexto, Andersson e colaboradores
selecionaram 25 diabéticas tipo 2, sem uso de insulina, com idade média de 59 anos e IMC de
30,4 kg/m?, para usarem placebo ou 2 mg de estradiol oral associado a 1 mg de NETA apenas
no terceiro més, em um estudo com delineamento cruzado, duplo-cego com cada periodo de
tratamento durando trés meses, intercalado por um periodo de “descanso” de 0ito semanas

entre os tratamentos. Ocorreu diminuicdo significativa com o uso de estradiol da glicemia de
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jejum (GJ), da hemoglobina glicosilada (HbAlc) e dos niveis de peptideo-C comparado ao
placebo, porém sem melhora significativa da sensibilidade insulinica avaliada pela
técnica do clampeamento (131). De maneira discordante, 28 mulheres com sobrepeso ou
obesidade, idade média de 58 anos, IMC de 31,5 kg/m?, ndo diabéticas, em uso de THM por
no minimo 03 anos, com estrogénio isolado ou associado & progesterona, foram selecionadas
para realizarem o CEH. Como grupo controle foram selecionadas mulheres com as mesmas
caracteristicas do grupo ativo, pareadas por idade, peso e IMC. O uso de horménios nao s
ndo demonstrou melhorar a sensibilidade insulinica como até a piorou comparado ao grupo
controle (132).

Os efeitos da THM sobre a sensibilidade insulinica sdo muitos controversos. Em
pacientes saudaveis parece ndo haver beneficio no uso do horménio, as vezes até podendo
causar piora na sensibilidade insulinica, enquanto faltam dados para avaliar os efeitos em
pacientes que apresentam caracteristicas clinicas de resisténcia insulinica. Existem hipdteses
se 0 tipo ou a via de administracdo do estrogénio resultaria em efeitos diferentes na
sensibilidade insulinica, alguns trabalhos conotam que o estrogénio oral apresentaria um
maior efeito que o transdérmico (22), enquanto outros mostram dados contrarios (133). As
controveérsias neste assunto persistem (134). Outra questdo é se a progesterona ou o tipo
empregado ndo poderia abolir possiveis efeitos positivos do estrogénio na sensibilidade
insulinica (134;135). Existem muitas davidas ainda envolvendo a relacdo THM e

sensibilidade insulinica que devem ser esclarecidas com estudos futuros.

3.3 Terapia hormonal da menopausa e inflamacao de baixo grau

A inflamacdo desempenha um papel central na patogénese de muitas formas de doenca
vascular (66). Processos inflamatorios participam de todo o processo patogenético da
aterosclerose, desde fases iniciais, como injdria as células endoteliais, até fases tardias, como
ruptura de placas instaveis (136). A lesdo aterosclerotica € a anormalidade mais comum
encontrada nas artérias, decorrente inicialmente de dois processos basicos: acumulo de
colesterol e proliferacdo das células musculares lisas na tunica intima, alteragdes nas quais,
apos longo tempo e acdo persistente de diversos fatores, resultam na formagdo de uma placa
fibrosa que se projeta para o liumen, modificando a tunica média e levando a uma série de

complicacdes circulatorias.
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Tabela 2 - Principais estudos demonstrando as a¢des dos diversos tipos de THM sobre o

metabolismo glicémico, mensurado atraves do clampeamento euglicémico

hiperinsulinémico

Autores Caracteristicas do estudo Tipos de THM Efeitos
Idade IMC N Duragéo do
(anos) (kg/m?) estudo no CEH
O'Sullivane | 61 25 9 3 meses < Estradiol 100 pg patch =
Ho (133) * EEC 1,25mg oral =
Andersson 59 30 25 3 meses < Estradiol 2 mg oral + NETA 1mg =
etal.'(137)
Cucinelliet | 52 27 21 6 meses < Estradiol 50 pg patch =
al. (138) » Estradiol 50 pg patch +
didrogesterona 10mg
Kimmerle 56 25 54 3 meses ¢ Estradiol 2 mg oral + NETA 1mg
et al.(139) * Estradiol 1 mg oral + NETA 0,5 mg =
Duncan et 44 25 22 6semanas ¢ Estradiol 50 pg patch =
al. (128) * Estradiol 50 pg patch + NETA 1mg =
Walker et 52 27 30 6 meses ¢ Estradiol 2 mg oral + NETA 1mg =
al. (140)
Mattiasson 52 - 51 3 meses < Estradiol 2mg oral =
etal. (141)
Soranna et 54 <25 43 3 meses -« Estradiol 2mg oral -
al. (135) * Estradiol 2mg oral + didrogesterona -
5mg
* Estradiol 2mg oral + didrogesterona -
10mg
Morin- 56 32 16 12 meses e Valerato de estradiol 2mg oral + =
Papunen et didrogesterona 20mg
al. (142)
Sites et al. 51 25 76 24 meses <+ EEC 0,625 mg+ MPA 2,5mg -
(129)
Cooper et 55 <30 45 12meses <« EEC 0,625 mg+ MPA 2,5mg -
al. (130)
Villa et al. 53 27 48 3 meses e Estradiol 1mg oral +
(143) * Estradiol 2 mg oral -
Villa et al. 52 26 40 6 meses < Estradiol 1mg oral + drospirenona =

(144)

2mg
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IMC: indice de massa corporal; N: nimero de participantes do estudo; THM: terapia hormonal da menopausa;
CEH: clampeamento euglicémico hiperinsulinémico; EEC: estrogénios equinos conjugados; NETA: acetato de
noretisterona; MPA: acetato de medroxiprogesterona.

populagao diabética tipo 2 sem uso de insulina.

+ positivo; - negativo; = neutro.

Como previamente mencionado, a disfuncdo endotelial inicia-se bem antes de
qualquer manifestacdo morfoldgica da aterosclerose (145). O ponto marcante da aterogénese é
o recrutamento e acumulo de leucocitos. A célula endotelial normal geralmente resiste a
interacdes adesivas com leucdcitos, no entanto, no endotélio disfuncional ou ativado, os
leucdcitos se aderem e comecam a acumular lipideos, originando as células espumosas. As
células endoteliais lesadas expressam e produzem uma série de moléculas, como a molécula
de adesdo intercelular (ICAM-1) e a molécula de adesdo vascular (VCAM-1), que atraem
leucdcitos (monacitos e linfocitos-T), favorecendo sua aderéncia as células vasculares (146).
O bloqueio da VCAM-1 e ICAM-1 é capaz de proteger o vaso sanguineo contra o
desenvolvimento de aterosclerose e reestenose arterial (147;148) demonstrando a importancia
destas moléculas na fisiopatologia deste processo. Selectinas constituem outra gama de
moléculas de adesdo de leucdcitos que medeiam o rolamento dos leucdcitos ao longo do
endotélio (149). A E-selectina é seletivamente expressa pelas células endoteliais e,
preferencialmente, recruta leucocitos polimorfonucleares, um tipo de célula raramente
encontrada no inicio do processo aterosclerético, mas um protagonista essencial na
inflamacdo aguda (149). A P-selectina, expressada pelas plaquetas, demonstrou preceder a
infiltracdo de células inflamatdrias nas paredes dos vasos e o seu bloqueio com anticorpos
atenuou tanto a adesdo e o rolamento dos leucécitos ao endotélio quanto o desenvolvimento
de lesbes ateromatosas (150;151). A migracdo subsequente de células inflamatdrias para o
espaco subendotelial requer quimiotaxia, um processo mediado por quimiocinas induzidas por
citocinas primarias (152), tais como a interleucina-6 (IL-6) liberada para a circulacéo e capaz
de aumentar a producéo de reagentes de fase aguda no figado, incluindo a proteina C-reativa
(PCR) e a proteina amiloide sérica A (153). A PCR é uma potente ativadora do fator nuclear
kappaB (NF-kB), facilitando a transcricdo de numerosos genes pro-inflamatdrios (154). A
sintese de algumas citocinas, tais como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-6 e
interleucina-8 (IL-8), é mediada por NF-kB, tal como a expressdo da cicloxigenase. O
aumento destas citocinas promovem a expressao de moléculas pré-inflamatorias e o

extravassamento de leucdcitos, resultando na perpetuacao do processo inflamatério (155).
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Grande série de estudos prospectivos tem demonstrado que a PCR é um importante
preditor de risco para futuros eventos cardiovasculares e morte em individuos aparentemente
saudaveis, bem como aqueles com doenca cardiovascular conhecida (156). Embora seja
principalmente derivada do figado, a PCR também pode ser produzida nas paredes vasculares,
particularmente na camada intima das artérias coronarias aterosclerdticas. A PCR per se pode
influenciar diretamente doencas vasculares através de varios mecanismos, como aumentar a
expressao local de moléculas de adesdo, aumentar a expressdo endotelial do PAI-1, reduzir a
bioatividade de NO endotelial e aumentar a captacdo de LDL pelos macrofagos nas lesdes
aterosclerdticas (154;157). Além disso, a PCR pode atuar como um pro-coagulante, induzindo
a expressao do fator de mondcito tecidual, acelerando os processos de trombose intravascular
e aterogénese (153).

Vaérios estudos (158;159) demonstraram que a PCR aumenta de modo rapido e
sustentado apos o inicio da THM oral (estrogénios com ou sem progesteronas). No entanto, o
aumento dos niveis da PCR ndo foi acompanhado por elevacBes na IL-6, E-selectina,
fibrinogénio, ou outros reagentes inflamatérios de fase aguda. Em comparacdo com a THM
oral, a via transdérmica desempenhou um efeito neutro sobre a PCR e as vezes até sua
reducdo (160;161). Existem explicacdes bioldgicas para estas variagdes no comportamento da
PCR conforme a via de administracdo. O metabolismo de primeira passagem hepatica parece
ser o responsavel pelo aumento da PCR com a THM oral e o tipo de progesterona usado
também pode exercer influéncia, uma vez que progesteronas com efeito androgénico
desempenham maior atividade anti-inflamatdria (161).

ConcentracGes séricas soluveis de ICAM-1 e VCAM-1 sdo maiores em mulheres na
pOs-menopausa com doenca arterial coronariana sem uso de THM comparadas aqueles em
uso de TRH (162). Varios estudos demonstram reducdo em 10% nos niveis destas moléculas
de adesdo com o uso da THM (163;164). Além disso, ndo houve diferencas significativas
entre terapias com progesterona sintética ou natural. A THM transdérmica também diminuiu
0s niveis séricos sollveis de ICAM-1 e VCAM-1 (165). Estes resultados indicam que a THM
transdérmica poderia desempenhar um efeito benéfico superior sobre a progressdo da
aterosclerose em mulheres pos-menopausicas, uma vez que diminui as moléculas de adeséo e
ndo exerce influéncia nos niveis da PCR.

No estudo Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC), maiores niveis séricos de E-

selectina foram encontrados em pacientes com doenca arterial coronéria e aterosclerose da
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artéria carotida do que em individuos saudaveis (166). Niveis de E-selectina podem contribuir
diretamente para a aterosclerose. Ensaios clinicos demonstraram uma reducdo global de 15%
nos niveis de E-selectina soldvel com a THM (164;167-169). Reduc6es na E-selectina soluvel
também foram observados com EEC com ou sem MPA no ensaio PEPI (158).

Em resumo a THM, incluindo uma variedade de preparacfes de estrogénio com ou
sem progesterona, diminui os niveis da maioria dos marcadores inflamatorias soltveis, como
a E-selectina, as moléculas de adesdo celular e 0 TNF-a (87). Além de aumentar os niveis da
PCR com estrogénios orais, porém ndo com 0 uso transdérmico e de apresentar efeitos

inconclusivos na IL-6.

3.4 Terapia hormonal da menopausa e coagulagdo sanguinea

A coagulacdo sanguinea é um processo dinamico com o intuito de manter a
homeostase circulatéria. Quando ha injuria tissular, laceracdes em arteriolas e vénulas ativam
o sistema hemostatico, que inclui plaquetas, células endoteliais e proteinas da coagulacgdo,
para impedir que o extravasamento do sangue para os tecidos ou para 0 meio externo. As
plaquetas migram e se aderem rapidamente ao subendotélio exposto e mais plaquetas se
aderem aquelas ja aderidas ao vaso, formando um tampdo. Ao mesmo tempo, fatores de
coagulacdo produzem uma rede de fibrina, que, como um tecido, sustenta as plaquetas,
originando o coagulo (170).

Se a amplificacdo da coagulacdo € vital para que o vaso seja ocluido rapidamente,
existem mecanismos no endotélio integro que ndo sé inibem esse processo, mas também
ajudam a degradar a rede de fibrina, num mecanismo denominado fibrindlise, que é resultado
da conversdao da pré-enzima inerte (plasminogénio) na sua forma proteolitica ativa, a
plasmina, que degrada a fibrina em produtos sollveis. Ha4 dois mecanismos distintos de
ativacdo do plasminogénio: o ativador tissular do plasminogénio (t-PA) e o ativador
uroquinase (u-PA) (171). Quando aderidos as células, tanto a plasmina quanto o t-PA estdo
protegidos de neutralizacdo, respectivamente, pela antiplasmina e pelo PAI-1. Entretanto,
livre na corrente sanguinea o t-PA € logo inativado pelo PAI-1, deixando de ativar o
plasminogénio (172).

O aumento da expressio do PAI-1 inibe a fibrindlise in vivo, levando
consequentemente a deposicdo patoldgica de fibrina e danos teciduais (173). Além disso, 0
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PAI-1 interage diretamente com as células vasculares, estando envolvido na regulacdo da
replicacdo celular e angiogénese (174). Estudos realizados em artérias de humanos
documentaram niveis significativamente mais elevados da expressdao de PAI-1 em vasos
aterosclerdticos em comparagdo com artérias normais ou ligeiramente afetadas (175).

Em uma metandlise (22), que avaliou 107 estudos, com um total de 33.315
participantes, a THM reduziu os fatores précoagulantes, fibrinogénio e PAI-1, em
comparacédo ao placebo ou a nenhum tratamento. O emprego da THM ndo apresentou nenhum
efeito em inibidores de coagulacdo, como proteina C ou proteina S. Agentes orais foram 0s
responsaveis pela redugdo significativa dos niveis de PAI-1, enquanto o0s agentes
transdérmicos nao apresentaram nenhum efeito. THM néo afetou o t-PA, a antitrombina Il ou
o fator de von Willebrand.

Uma revisdo sistematica (176), comparando a THM em uso oral com a via
transdérmica, demonstrou que os efeitos sobre alguns parametros de coagulacdo eram
menores ou até ausentes nesta Gltima. O aumento na resisténcia para ativacdo da proteina C
(APCr - resistance to activated protein C) foi significativamente menor do que o observado
pela via oral. Além disso, a diminuicdo do t-PA e PAI-1 observadas com a administracdo oral
foi menos evidente com a terapia transdérmica. No entanto, nenhuma diferenca foi encontrada
nos niveis do complexo plasmina-a2-antiplasmina e do D-dimero.

As causas das alteracGes no sistema de coagulacdo provocadas pela THM nédo foram
completamente estabelecidas. Uma possivel explicacdo entre as diferencas encontradas pela
via de administracdo seria 0 metabolismo hepético de primeira passagem. O estradiol quando
ingerido é convertido em estrona no intestino e figado, e esta é um potente estimulante da
sintese de proteinas hepéticas devendo exercer também acBes na producdo de fatores da
coagulacdo. A trombina é o ponto chave da cascata de coagulacdo, sendo responsavel pela
conversdo do fibrinogénio em fibrina. Foi demonstrado que parametros de geracdo de
trombina encontravam-se aumentados com a THM oral (p<0,001), enquanto com a
transdérmica estes ndo apresentavam diferencas ao compara-los ao grupo controle. Niveis de
estrona correlacionaram-se com o0 pico de geragdo de trombina (R=0,451, p<0,001) em
mulheres em uso de THM oral, mas ndo houve correlacdo com a via transdérmica (177). Estes
dados demonstram que a THM transdérmica é mais inocua & homeostase sanguinea
comparada a oral. Tal fato se reproduz em achados clinicos, onde o uso transdérmico nao

aumentou o risco de eventos tromboembolicos (178;179).
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3.5 Terapia hormonal da menopausa e viscosidades sanguinea e plasmatica

Viscosidade ¢ a propriedade associada a resisténcia que o fluido oferece a deformacao
por cisalhamento. De outra maneira, pode-se dizer que a viscosidade mede a resisténcia
interna oferecida ao movimento relativo de diferentes partes desse fluido.

A avaliacdo das propriedades reoldgicas do sangue é baseada na medicdo da
viscosidade do sangue total e do plasma, além da determinacdo da agregacdo de eritrocitos e
sua capacidade de deformacéo. As viscosidades plasmatica e sanguinea sdo um dos principais
determinantes reoldgicos do fluxo sanguineo e seu valor é proporcional a concentragdo do
fibrinogénio (180). As concentracdes de lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL) e
LDL influenciam positivamente o valor das viscosidades plasmatica e sanguinea (181). O
fibrinogénio e a viscosidade do sangue total associam-se, independentemente, com a doenca
aterosclerdtica coronaria (182). Ainda existem muitas duvidas com relacdo ao papel da
viscosidade na fisiopatologia das doencas cardiovasculares. Nos ultimos anos, muitas
discuss@es surgiram em relacdo ao aumento da viscosidade e a promogdo da aterosclerose. A
visdo tradicional postula que um aumento na viscosidade sanguinea desempenha
invariavelmente um impacto negativo sobre a perfuséo tecidual e, por conseguinte, deve ser
considerado como um fator de risco cardiovascular. Porém, uma hip6tese mais recente
defende que pequenos aumentos na viscosidade sanguinea desempenhariam um efeito
vasodilatador, por aumento do estresse por cisalhamento sobre 0s vasos sanguineos e
consequentemente ocorreria uma melhora da perfuséo tecidual (183).

Com relacdo a THM, um ensaio clinico avaliou o impacto dos seguintes esquemas
terapéuticos sobre a viscosidade do plasma em 23 mulheres na p6s-menopausa: (1) 1 mg de
estradiol associado a 2,5mg de MPA (n=7); (2) 1 mg de estradiol isolado (n=8); e (3) placebo
(n=8). A viscosidade do plasma e os niveis de fibrinogénio foram determinados no inicio e
apos 12 semanas de intervencdo. Niveis de viscosidade do plasma foram positivamente
correlacionados com o fibrinogénio (r=0,46; P=0,03) e a viscosidade diminuiu nos grupos
tratados tanto com a terapia associada quanto naquele que fez uso isolado do estrégeno
(p<0,01) (184).

Em um avaliacdo de 32 mulheres na pés-menopausa avaliadas no 6° e 12° més de

tratamento com 5 mg de MPA por via oral e 1,5 mg de estradiol transdérmico, observou-se



48

uma diminuicdo na viscosidade do plasma no primeiro semestre da THM, mantido constante
ao longo do 12° més. A viscosidade do sangue mostrou o0 mesmo comportamento. Os achados
foram justificados por diminuicdo simultdnea do fibrinogénio no plasma (185). Em outro
estudo, no qual 45 mulheres com idade média de 53,5 anos foram divididas em dois grupos:
27 delas com IMC menor que 25 kg/m? e 18 com IMC acima de 25 kg/m2. As pacientes foram
tratadas com estradiol transdérmico continuo e um curso de 12 dias de MPA a cada 2 meses,
sendo avaliadas no inicio e apds 6 meses de tratamento. Os resultados mostraram uma
diminuicdo da viscosidade plasmatica em ambos os grupos (p<0,01), entretanto, uma menor
diminuicdo foi notada naquelas com sobrepeso (186). Estes dados demonstram que tanto o
estrogénio oral quanto o transdérmico podem exercer um importante fator de protecdo
cardiovascular, diminuindo a viscosidade sanguinea/plasmatica, se considerarmos a teoria

classica que associa inversamente a viscosidade ao risco cardiovascular.
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4 HIPOTESE

Foi demonstrado que o uso do estrogénio, tanto oral quanto transdérmico, avaliado por
diferentes métodos pode exercer uma acao benéfica sobre a funcdo endotelial e esta resposta
parece depender de caracteristicas clinicas dos individuos testados. O uso da THM em
mulheres com baixo risco cardiovascular parece ser benéfico, desde que iniciado em um
periodo proximo da menopausa. Em contrapartida, o seu uso em mulheres com alto risco
cardiovascular, como diabéticas ou portadoras de lesGes aterosclerdticas ja estabelecidas, e
ainda naquelas com inicio em um periodo superior a 10 anos da menopausa parece ser
prejudicial. Nestes extremos de perfis clinicos ndo parece haver muitos questionamentos
sobre indicar ou ndo a THM, porém ndo ha definicdo quanto a indicacdo do uso da THM e
seus possiveis beneficios para aquelas mulheres com risco cardiovascular intermediério, isto é
aquelas fora dos extremos descritos acima como por exemplo, mulheres com sobrepeso ou
obesidade.

Como exposto anteriormente, mulheres com excesso de peso na pds-menopausa
diferem da populacdo de menopausadas em geral por apresentarem risco aumentado de
doencga arterial coronariana (7;8), de AVE (187;188) e de TVP (189). Consequentemente,
existem atualmente algumas evidéncias de que a via de administragdo transdérmica do
estrogénio (49;190;191), além do uso de baixas doses hormonais (51;192), parece ser a forma
mais segura para o0 uso de THM nestas mulheres.

Nossa hipotese é que mulheres com risco cardiovascular intermediério, representadas
por portadoras de excesso de peso e menopausa recente apresentam melhora da funcéo
endotelial com o uso de estrogénio através do estudo da reatividade microvascular e da
mensuracdo plasmatica das moléculas de adesdo celular. Também acreditamos que outros
fatores de risco cardiovascular, tanto tradicionais quanto n&o-tradicionais, podem ser
modificados com o uso do estrogénio transdérmico e, talvez, as possiveis alteracGes destes

fatores de risco possam se correlacionar com a melhora da fungéo endotelial.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Demonstrar os efeitos de curto prazo do estradiol transdérmico na reatividade
microvascular e em marcadores plasméticos de funcdo endotelial em mulheres na pos-

menopausa com sobrepeso ou obesidade.

5.2 Objetivos secundarios

5.2.1 Obijetivo secundario 1

Demonstrar os efeitos de curto prazo na sensibilidade insulinica do estradiol

transdérmico em mulheres na pds-menopausa com sobrepeso ou obesidade.

5.2.2 Objetivo secundério 2

Demonstrar os efeitos de curto prazo na viscosidade sanguinea e plasmatica do

estradiol transdérmico em mulheres na pos-menopausa com sobrepeso ou obesidade.

5.2.3 Objetivo secundario 3

Determinar se ha correlacéo entre fungcdo microvascular e sensibilidade insulinica apds
0 uso de curto prazo do estradiol transdérmico em mulheres na p6s-menopausa com sobrepeso

ou obesidade.

5.2.4 Objetivo secundario 4

Determinar se h& correlacdo entre fungdo microvascular e viscosidade sanguinea e/ou
plasmatica apés o uso de curto prazo do estradiol transdérmico em mulheres na pds-

menopausa com sobrepeso ou obesidade.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Caracteristicas gerais do estudo

O estudo caracteriza-se como um ensaio clinico, randomizado, duplo-cego, placebo-
controlado. A intervencdo consistiu no uso transdérmico de estrogénio ou placebo por um
periodo de trés meses. Este estudo foi realizado integralmente na Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ) pelo Laboratorio de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia
Vascular (BioVasc), vinculado ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, pela Disciplina de Endocrinologia do Departamento de
Medicina Interna, da Faculdade de Ciéncias Médicas, pelo Laboratério de Hormonios do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) e pelo Laboratério de Lipides (LabLip),
vinculado a Faculdade de Ciéncias Médicas, localizado na Policlinica Piquet Carneiro. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUPE (2499-CEP/HUPE — CAAE:
0074.0.228.000-09) (ANEXO), e atende as normas sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, que constam na resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Salde, de 10 de outubro
de 1996. As mulheres sé iniciaram o estudo apds compreensdo e assinatura do termo de

consentimento livre e informado (APENDICE A).

6.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Critérios de incluséo:

@ Idade entre 47 a 55 anos;

@ Menopausa, definida como: amenorréia durante 12 meses consecutivos e elevacao
dos niveis séricos do hormonio foliculo estimulante (FSH) compativeis com faléncia ovariana
(FSH > 35 mlU/ml), niveis de estradiol < 40 pg/ml e sintomas de hipoestrogenismo clinico.
Nas mulheres histerectomizadas foi considerado o inicio dos sintomas > 02 anos.

@ Tempo de menopausa de até 10 anos;

@ IMC entre 27,5 - 34,9 kg/m? relatados ha pelo menos 05 anos;

@ Cintura abdominal igual ou superior a 80 cm.
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Critérios de exclusao:

a) Histdria prévia ou atual de cancer estrogénio-dependente;

b) Presenca de nddulos ou outras patologias mamarias identificadas pela mamografia
ou ultrassonografia de mamas;

¢) Presenca de patologia uterina ou espessamento endometrial > 05mm identificado
pela ultrassonografia pélvica transvaginal;

d) Doencga tromboembdlica prévia ou atual (trombose venosa profunda, doenca
coronariana ou cerebrovascular);

e) Diabetes mellitus;

f) Hipertensao arterial descompensada clinicamente, em estagios > Il (193) ou histéria
e sintomas de insuficiéncia cardiaca congestiva;

g) Hipertrigliceridemia (> 400 mg/dl) ou hipercolesterolemia (> 300 mg/dl);

h) Doenca psiquiatrica;

i) Doenga renal, hematoldgica ou hepética;

j) Tabagismo;

1) Uso prévio de qualquer tipo de THM;

m) Uso de hipolipemiantes ou acido acetilsalicilico;

n) Impossibilidade da visualizacdo dos capilares periungueais através da VCLP.

6.3 Recrutamento e selecdo da populacéo do estudo

A divulgacdo do projeto foi realizada no ambulatorio de climatério do HUPE e em
veiculos de comunicagdo, por meio impresso ou pela internet (APENDICE B). As mulheres
interessadas em participar do estudo entravam em contato com a secretaria do BioVasc, onde,
apos entrevista telefonica, era agendada uma consulta.

As participantes interessadas foram avaliadas por endocrinologistas e uma ficha foi
preenchida com os dados clinicos e do exame fisico de cada participante (APENDICE C). As
mulheres que preenchiam os critérios de inclusdo foram encaminhadas para exames de
triagem, enquanto as que ndo preenchiam foram encaminhadas para o ambulatorio de
climatério do HUPE, para avalia¢do e acompanhamento.

Os exames de triagem consistiam de mamografia digital bilateral de alta resolucdo,

ultrassonografia de mamas (quando a mamografia isolada n&o era esclarecedora),
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ultrassonografia pélvica transvaginal (USG TV) e exames laboratoriais, que consistiam em
hemograma completo, GJ, CT, TG, creatinina, aspartato transaminase (AST), alanina
transaminase (ALT), gama-glutamil transpeptidase (gama-GT), fosfatase alcalina, insulina,
hormonio estimulante da tiredide (TSH), FSH e estradiol. Os exames de imagem foram
realizados na unidade Nova América do grupo Clinica de Diagnoéstico por Imagem e
interpretados pelo mesmo examinador.

Ap0s os exames de triagem, se as participantes ndao apresentassem nenhuma alteracao
nos exames citados e os niveis de FSH e estradiol fossem compativeis com os da pos-
menopausa, elas eram selecionadas para fase de intervencdo do estudo. Nos casos de
alteracbes nos exames de imagem ou laboratoriais, as voluntarias eram excluidas e
encaminhadas para avaliacdo e acompanhamento no ambulatério de climatério do HUPE. A

figura 3 mostra um esquema das etapas de selecéo.

Figura 3 - Etapas da selecdo da amostra do estudo

Anamnese + Exame Fisico

Excluséo QJI ﬂ

Exames de Triagem:

Mamografia digital de alta resolucéo e Ultrassonografia de mamas
Ultrassonografia transvaginal
Exames laboratoriais

Exclusio <£—| ﬂ

Estudo
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6.4 Intervencdo e acompanhamento

As participantes selecionadas para intervencdo foram randomizadas em dois grupos,
estrogénio transdérmico (ET) ou placebo (P) e pareadas por IMC, circunferéncia abdominal
(CA), GJ, insulina e HOMA-IR. Este pareamento foi realizado por um pesquisador nao
cegado. O mesmo ndo participou da coleta dos dados nem tampouco da anélise dos exames
das pacientes.

A intervencdo consistiu no uso transdérmico (via percutanea) de estradiol hemi-
hidratado ou placebo, por um periodo de trés meses, em gel, disponibilizados em frascos
idénticos com bomba dosadora, onde cada compresséo liberava 1g do gel, o que equivale a
1mg de estradiol hemi-hidratado no grupo ativo. A aplicacdo do gel foi feita pela prépria
paciente, apés instrucbes teoricas e praticas. A recomendacdo foi para a aplicacdo ser
realizada uma vez ao dia, sobre a pele limpa do abdome ou regido anterior do antebraco, de
preferéncia a noite, apds o banho, de forma homogénea e suave, ndo sendo necessario
massagear o local.

O envasamento do gel foi realizado por uma empresa especializada (PhD Farmacia de
Manipulacdo®) e cada frasco continha uma numeracdo, que identificava o contelido dos
frascos. No grupo ET o gel utilizado foi o do produto Estreva®, enquanto no placebo foi um
gel clinico para meios de contato (Gel RMC®). Antes do inicio do estudo, a eficacia do
envasamento para conservacdo do produto foi testada clinica e laboratorialmente, em uma
participante que se submeteu ao uso do estradiol gel durante quatro meses.

O seguimento das mulheres durante o periodo de intervencdo ocorreu por meio de
consultas e contatos telefénicos. As consultas foram agendadas mensalmente com a finalidade
de monitorar possiveis efeitos colaterais, solucionar duvidas e verificar a aderéncia ao uso do
gel. Nesta ocasido também entregdvamos um novo frasco do produto. Os contatos telefénicos
foram feitos entre uma a duas semanas com a finalidade de detectar possiveis efeitos
colaterais e averiguar a aderéncia das participantes. Todas as mulheres foram orientadas a
entrar em contato com a equipe médica, assim que necessitassem.

Ao término do periodo de intervencdo, todas as participantes ndo-histerectomizadas

foram submetidas a um novo USG TV para reavaliagdo da espessura endometrial, e
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independente do resultado deste, todas participantes eram submetidas ao uso de uma
progesterona, 10mg de didrogesterona durante 14 dias, para permitir a descamacdo do
endomeétrio. A continuacdo do seguimento das participantes foi realizado no ambulatério de
climatério do HUPE.

6.5 Coleta dos dados

E importante ressaltar que, para a realizacdo dos exames, as participantes foram
orientadas a seguir um jejum de 10 horas. Os dados coletados para a analise do estudo antes e
ao final da intervencédo foram os seguintes (figura 4):

o Indice menopausico de Kupperman e Blatt (IMKB):;

o Medidas antropométricas;

Peso, altura, IMC, CA e circunferéncia do quadril (CQ) e relacdo cintura/quadril
(RCQ).

o Bioimpedancia;

Avaliacdo da porcentagem de massa magra (MM) e gorda (MG).

o Afericdo da pressdo arterial sistémica;

o Avaliacdo microvascular;

Realizada por dois métodos diferentes, a POV e a VCLP.
o Viscosidades sanguinea e plasmatica;

o Avaliacdo laboratorial.

— sangue total: hemograma completo;

— bioquimica: CT, HDL, LDL, TG, é4cido urico, proteinas totais e fracdes;

— sensibilidade insulinica: dosagens da glicose e insulina durante o TOTG
(basal, 1 e 2 horas);

— marcadores inflamatérios e moléculas de adesdo: proteina C-reativa
ultrassensivel (PCR-US), E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 e PAI-1;

— hormonios sexuais: FSH, estradiol, globulina ligadora de hormonios sexuais

(SHBG), testosterona total e testosterona livre.
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Os marcadores inflamatorios e todos os outros exames foram realizadas no BioVasc,
exceto 0s exames de sangue total, bioquimica, sensibilidade insulinica e hormdnios sexuais. A
coleta do TOTG na avaliacdo laboratorial exigiu a necessidade do retorno da paciente em
mais de um dia de coletas, ja que a bioimpedancia, a avaliagdo microvascular e a viscosidade
sanguinea e plasmatica, necessitavam que a participante estivesse em jejum. O intervalo
maximo entre a avaliacdo laboratorial e os outros exames foi de 07 dias (figura 4). Em
resumo, eram necessarios dois dias para coleta dos dados pre-intervencao e outros dois dias na
fase pos-intervencao.

Figura 4 - Modelo esquemaético temporal das avalia¢es do estudo

IMKB
Medidas antropomeétricas
Bioimpedancia
Afericdo da pressao arterial
Avaliacéo microvascular Avaliacao laboratorial
Viscosidade sanguinea

03 meses de intervencgéo

IMKB
Medidas antropométricas
Bioimpedancia
Afericdo da pressdo arterial
Avaliacdo microvascular Avaliacao laboratorial
Viscosidade sanguinea

IMKB: indice menopausal de Kupperman e Blatt.

6.5.1 Indice menopausal de Kupperman e Blatt (IMKB)

O IMKB (figura 5) foi criado pelos médicos Kupperman e Blatt com base na
observacdo clinica das pacientes. Foi divulgado em 1953 e passou a ser usado como
referéncia clinica para avaliacdo de sintomas climatéricos (194). Consiste na avaliacdo de

varios sintomas, medidos de acordo com a intensidade de acometimento referida pela
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paciente. Para cada sintoma é estabelecido um peso diferente, de acordo com a intensidade. O
IMKB é considerado leve se o resultado for menor ou igual a 19, moderado se for entre 20 e

35 e acentuado se for maior que 35 (194).

Figura 5 - Indice menopausal de Kupperman e Blatt

SINTOMAS | 1eves | MODERADOS | InTENsDS
8 12

ONDAS DE CALOR

4
PARESTESIA 2 4 6
INSONIA 2 4 b
NERVDSISMD 2 4 b
DEPRESSAD 1 2 3
FADIGA 1 2 3
ARTRALGIA/MIALGIA 1 2 3
CEFALEIA 1 2 3
PALPITACAD 1 2 3
ZUMBIDO NO DUYIDO 1 2 3
TOTAL 17 34 51

6.5.2 Medidas antropométricas

A massa corporal (kg) foi mensurada em balanca plataforma da marca Filizola® com
precisdo de 100g. A estatura foi aferida com estadidmetro, com precisdo de 0,1 cm. O IMC
foi obtido pela divisdo do peso (kg) pela altura? (m). A cintura foi medida em duplicata com
fita flexivel com precisdo de 0,1 cm no ponto médio entre o Ultimo arco costal e a crista iliaca,
durante expiracdo. A circunferéncia do quadril foi medida em duplicata no ponto de maior
circunferéncia da regido glutea. A RCQ foi obtida pela divisdo da cintura pelo quadril. As

médias das medidas em duplicata da cintura e do quadril foram utilizadas nas analises.

6.5.3 Bioimpedancia

A avaliacdo da bioimpedancia (Bio dynamic 450 Body Composition Analyzer™, Bio
Dynamic Corporation®, SE, EUA) foi feita com as pacientes em jejum de 10 horas e sem
ingestdo de bebida alcodlica ou pratica de atividade fisica nas 24h que precederam o exame.

Foi avaliada a porcentagem de massa magra e gorda de cada individuo.
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6.5.4 Afericdo da pressdo arterial sistémica

Um equipamento semi-automatico (Spacelabs Medical, Redmond, WA, USA) foi
utilizado para todas as medidas da pressdo arterial sistémica, as quais foram realizadas no
brago direito com as participantes na posi¢do supina. Essas medidas foram realizadas no
repouso, antes e durante a realizacdo da POV. No total foram realizadas 05 medidas em cada

individuo e a média das medidas foi utilizada na andlise estatistica.

6.5.5 Avaliacdo microvascular

Para as avaliagdes microvasculares as mulheres eram acomodadas em uma sala
climatizada com temperatura controlada a 22°C + 1°C (media = SD) por 20 min antes do

inicio dos procedimentos.

6.5.5.1 Pletismografia por ocluséo venosa

O FSA foi avaliado pela POV (EC-6; Hokanson, Bellevue, WA, USA) como
previamente descrito (195). Este método consiste no uso de um elastico com mercurio, que
nada mais é que um sensor de estiramento disposto no maior diametro do antebraco, o qual é
conectado a um pletismdgrafo com o intuito de aferir o FSA.

Como a mao apresenta muitos shunts arteriovenosos, isto poderia interferir nas
afericBes do FSA, assim, um minuto antes de iniciar as analises, um manguito foi insuflado no
punho a 200 mmHg para isolar a circulagdo da méo.

Para analise do FSA, um bloqueio do retorno venoso na por¢do proximal do brago é
realizado por 10 segundos, pela insuflacdo de um manguito a 50 mmHg, seguido por um
periodo de 05 segundos de liberacdo do retorno venoso, quando 0 manguito permanece
desinflado (figura 6). Durante a insuflagdo do manguito, observa-se um bloqueio ao retorno
venoso com manutencao do aporte sanguineo arterial para o antebraco. Tal fato promove um
aumento do volume do antebracgo por formacgdo de edema e consequentemente um estiramento
do elastico com mercurio, interpretado pelo pletismografo como uma curva (com a parte
ascendente da curva representando o bloqueio do retorno venoso e a parte descendente, a

liberacdo do retorno venoso). A média de quatro curvas, ciclos de 15 segundos cada (10
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segundos de insuflacdo: 05 segundos de desinsuflagéo), foi utilizada para a determinacéo do
FSA (ml/min.100ml tecido™). O FSA basal foi realizado com o individuo em repouso sem
qualquer estimulo vascular. Para mensurar a vasodilatacdo dependente do endotélio, uma
isquemia arterial de trés minutos foi realizada atraves da insuflacdo do manguito localizado na
regido proximal do brago 60 mmHg acima da PAS. Apds liberacdo do manguito, inicia-se a
afericdo do FSA durante a hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO), da mesma maneira
descrita para o FSA basal, porém as quatro curvas neste periodo sdo denominadas
respectivamente de cl, c2, c3 e c4. Apbs esta afericdo, devido a isquemia realizada, a
participante fica em repouso durante 15 minutos com o intuito do reestabelecimento da
homeostase vascular. Posteriormente, realiza-se uma nova afericdo do FSA basal, porém
agora denominado FSA basal 02 (FSAs,), seguido da avaliagdo da vasodilatagdo independente
do endotélio, que € realizada ap6s administracdo por via sublingual de 400ug NTG
(Nitrolingual ® pumpspray, Aventis, Auckland, Australia). A NTG sublingual apresenta meia-
vida de aproximadamente trés minutos (196), sendo a medida do FSA realizada entre o quarto
e sexto minutos apds sua administracdo (FSAnTG).

Avaliou-se o FSA basal 01 (FSA:), seguido do FSA durante a hiperemia reativa pos-
oclusiva (FSAxrpo). Ap0s intervalo de 15 minutos foi avaliado o FSAy,, seguido do FSANTe.
E importante ressaltar que na analise do FSArpo, além da sua apresentacio pela média das
quatro curvas, também ha sua apresentacdo como FSA.;, que representa o fluxo sanguineo
apenas da primeira curva apdés a isquemia, e FSAc34, que representa a média do fluxo
sanguineo das 22, 3% e 4° curvas.

A pressdo arterial sistémica foi aferida no membro superior contralateral em todos os
tempos de mensuragdo do FSA. O equipamento da POV foi conectado a um conversor
analégico-digital (PowerLab/8SP, AD instruments, Castle Hill, Australia) e os dados foram
analisados pelo programa Power Lab (8SP-AD Instruments, Castle Hill, Australia) em
computador IBM® compativel. A resisténcia vascular (RV) foi calculada dividindo-se o valor
da pressdo arterial média pelo fluxo sanguineo de cada tempo, representada como mmHg/
ml/min.100ml tecido’. Com estas medidas sdo geradas curvas de incremento de fluxo

sanguineo e de decremento de resisténcia vascular (197).
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Figura 6 - Posicionamento dos artefatos técnicos para a realizacdo da pletismografia por

oclusdo venosa

\ Manguito inferior
Manguito superior (punho)

(brago)

6.5.5.2 Videocapilaroscopia dindmica do leito periungueal

As mulheres foram confortavelmente sentadas em uma cadeira com o braco esquerdo
colocado ao nivel do coragdo em uma sala com temperatura constante em 22+1°C. O membro
superior esquerdo (porcdo dorsal para cima) foi disposto em repouso sobre uma superficie
fixa e 0 4° dedo colocado sobre um pedestal montado em estado X-Y de um microscopio
Leica DM/LM (figura 7). O topo do dedo, distal ao leito ungueal, € gentilmente imobilizado
por um grampo, para impedir minimos movimentos. Os capilares do leito ungueal séo
visualizados por um microscopio usando epi-iluminacdo (100 w Xe lampada de arco)
conectado a um circuito de TV, acoplado a um gravador de Compact Disc. Os experimentos
foram realizados com gravacgdo continua da temperatura da pele do dedo, onde um sensor de
medicdo de temperatura foi posicionado sobre a pele cerca de 1 cm do leito periungueal e
gotas de 6leo de imersdo foram aspergidas sobre este sitio.

Em repouso, foi obtida a velocidade de deslocamento das hemacias (VDH),
utilizando-se uma lente com magnificacdo de 680x. Apos esta afericdo, um manguito de
pressdo (1 cm largura), previamente disposto em volta da falange proximal do 4° dedo e
conectado a um mandémetro de mercdrio, é insuflado para causar oclusdo arterial por 1

minuto. Apds a liberagdo do manguito, ocorre a fase de HRPO. Neste periodo foram



61

determinados o pico méxima de incremento da VDH acima do repouso (VDHmax) € 0 tempo
para alcangé-lo (TVDHmax). As medidas foram todas realizadas com o programa Caplmage.

Esta técnica ja foi previamente validada no BioVasc (198).

Figura 7 - Videocapilaroscopia dindmica do leito periungueal

6.5.6 Viscosidade sanquinea e plasmatica

A viscosidade foi aferida conforme as normas internacionais (199) e o aparelho
utilizado foi o viscosimetro rotacional DV-II+ PRO Digital (Brookfield Engineering
Laboratories, Middleboro, MA, USA). Para esta analise, o sangue ou 0 plasma sdo
depositados entre duas placas paralelas. A placa superior realiza um movimento rotacional,
desempenhando uma forga de cisalhamento, representada na figura 8 como F, sobre o fluido,
a qual resulta em diferentes camadas de fluido com diferentes velocidades. A diferenca na
velocidade entre camadas distintas de fluido provoca uma acao de cisalhamento ou atrito entre
elas. A taxa de cisalhamento, representada como shear rate, é o deslocamento relativo de uma
camada de fluido em relagdo a proxima, podendo ser calculada como a velocidade da camada
de fluido do topo (V) e a distancia entre as placas (h), ou seja, a taxa de cisalhamento é igual a
v / h. A forca de cisalhamento, F, dividida pela area de contato entre o liquido e a placa da a
tensdo de cisalhamento, t ou shear stress, enquanto a relagédo entre a tenséo de cisalhamento e
a taxa de cisalhamento representa a viscosidade (n). A temperatura e pressdo constantes, a
viscosidade de fluidos newtonianos permanece constante, independente da taxa de
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cisalhamento. O sangue e o plasma sdo fluidos ndo newtonianos, pois suas viscosidades séo

alteradas conforme a taxa de cisalhamento utilizada para sua afericéo.

Figura 8 - Modelo esquemaético da mensuracao da viscosidade através do viscosimetro

rotacional

/I M —— D—FP Blood Plasma

(n)
Viscosity (1)

Shear stress, t

///////////////

Shear rate, vh
As viscosidades do plasma e sangue foram testadas com uma taxa de cisalhamento de
375 s ' & temperatura constante de 37°C. Foram feitas duas medidas de cada fluido em cada
tempo e a média foi utilizada na andlise estatistica. A viscosidade inicial obtida do sangue é
denominada de viscosidade com hematdcrito nativo. Ao corrigir o valor da viscosidade pelo
valor do hematdcrito do individuo obtemos a viscosidade sanguinea corrigida pelo

Mt onde n,Ht: significa viscosidade

hematdcrito, a partir da seguinte formula: yyHt = ()
sanguinea corrigida pelo hematocrito; 7y viscosidade sanguinea com hematdcrito nativo; e Ht:
equivale ao hematdcrito do individuo no momento da leitura da viscosidade. A viscosidade
relativa foi calculada conforme a seguinte equagdo: nr = (gv/ap)*™™, onde # significa
viscosidade relativa; 7, Vviscosidade sanguinea com hematdcrito nativo; 7, Viscosidade

plasmatica; e Ht, hematocrito.

6.5.7 Avaliacdo laboratorial

Os exames laboratoriais foram realizados em 03 unidades, no LabLip, no BioVasc e
no laboratorio de horménios do HUPE. Entretanto, a coleta sanguinea so foi realizada no
LabLip, onde cada participante além da coleta de sangue basal, apos jejum noturno de 10

horas, também foi submetido a coleta sanguinea na 12 e 22 hora apds sobrecarga oral com 75¢
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de glicose anidra. As amostras coletadas ap6s o estimulo glicémico s6 foram utilizadas para as
dosagens de glicose e insulina.

Algumas andlises ja eram processadas no dia da coleta sanguinea, que foram as de
sangue total e bioguimica, realizadas no LabLip, enquanto outra parte era armazenada a -
80°C, sob a forma de plasma. Posteriormente, este material congelado foi transportado para o
laboratdrio de horménios do HUPE para as dosagens dos horménios sexuais e insulina, e para
0 BioVasc, para as dosagens das moléculas de adesdo e PAI-1.

O hemograma completo foi processado pelo contador hematol6gico automatizado
XS1000i Sysmex® (Sysmex Corporation, Kobe, Kansai, JPN) e as anélises de bioquimica com
0 analisador automatico A25 BioSystems® (Biosystems S.A., Barcelona, ESP). Glicose, CT,
HDL e TG foram quantificados por espectrofotometria pelos seguintes métodos,
respectivamente, glicose oxidase/peroxidase [Coeficiente de variagdo (CV) intraensaio: 1,2%
e interensaio: 2,7%], colesterol oxidase/peroxidase (CV intraensaio: 1,1% e interensaio:
1,9%), detergente direto (CV intraensaio: 0,8% e interensaio: 1,3%) e glicerol-3-
fosfato/peroxidase (CV intraensaio: 1,7% e interensaio: 2,6%). O LDL foi calculado pela
equacdo Friedewald (200). Proteinas totais, albumina e acido urico foram quantificados por
espectrofotometria pelos seguintes métodos, respectivamente, biureto (CV intraensaio: 1,1% e
interensaio: 1,8%), verde de bromocresol (CV intraensaio: 1,4% e interensaio: 1,9%) e
uricase/peroxidase (CV intraensaio: 0,4% e interensaio: 2,1%). A globulina foi determinada
através do célculo: proteinas totais — albumina. A PCR-US foi quantificada por
turbidimetria, pelo método latex de alta sensibilidade (CV intraensaio: 1,8% e interensaio:
3,6%).

Os exames hormonais foram realizados pelo aparelho Cobas e 411 Roche/Hitachi
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DEU) e quantificados por imunoensaio de
eletroquimioluminescéncia com os kits determinados pelo fabricante (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA). FSH (CV intraensaio: 1,5% e interensaio: 3,8%), estradiol (CV
intraensaio: 2,4% e interensaio: 5,8%), SHBG (CV intraensaio: 2,4% e interensaio: 2,8%),
testosterona total (CV intraensaio: 4,7% e interensaio: 8,4%) e insulina (CV intraensaio: 1,9%
e interensaio: 2,8%). A testosterona livre foi calculada pelo método de Vermeulen (201),
utilizando SHBG, albumina e testosterona total.

E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 e PAI-1 foram quantificados no aparelho Luminex®
200™ (Luminex Corporation, Austin, TX, USA), utilizando o kit Human CVD Panel 1
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(Millipore  Corporation, Billerica, MA, USA) conforme as normas do fabricante,
apresentando CVs intra e interensaio < 15%.

O indice de resisténcia insulinica baseado na glicemia e insulinemia de jejum utilizado
foi o HOMA-IR.

* HOMA-IR: (Glicemia de jejummmoin X insulinemia de jejumyumi)/ 22,5.

Os indices de sensibilidade insulinica (IS1) derivados do TOTG foram:

« ISI Belfiore: 2/[(INSPuum) % (GLIpmgar) + 1], onde INSp: &rea sob a curva (AUC)
da insulina durante o TOTG dividido pela média de valores de sujeitos ndo diabéticos, e
GLIp: AUC da glicose durante o TOTG dividido pela média de valores de sujeitos ndo
diabéticos (202). A média dos valores dos sujeitos ndo diabéticos adotada foi baseada na
média dos resultados de cinco estudos clinicos (203-207);

« ISI Cederholm: [75000 + (glicemia de jejum — glicemia de 120mMiNmmoi) X 1,15 X
180 x 0,19 x peso corporalig]/[120 x (média logaritmica da insulinemiayum) X média da
glicemiammoln] (208);

« ISI Avignon: {(0,137 x [10%insulinemia de jejum,um X glicemia de jejummga X
VD)]) + [10%/(insulinemia de 120 MiN,um X glicemia de 120minggq X VD)]}/2, onde VD e
0 volume de distribuicdo [ 150 (ml/kg) x peso corporalyg] (209).

6.6 Categorizacdo da sindrome metabodlica, da glicemia de jejum alterada e da
hipertenséo arterial sistémica

O diagndstico de sindrome metabdlica foi realizado segundo os critérios do Joint
Interim Statement (210), da GJ alterada conforme os critérios da International Diabetes
Federation (IDF) (211) e da HAS conforme The Seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure
(JNC 7) (193).

6.7 Estatistica e analise

O calculo amostral (G*Power 3.1.3, Disseldorf, NW, DEU) foi baseado na variavel
TVDHax da VCLP. O poder estatistico utilizando a distribuicdo bicaudal para comparacGes
entre dois grupos independentes foi de 0,95 com uma probabilidade de erro a de 0,05.
Baseado no estudo de Kraemer de Aguiar e colaboradores (198), 0s TVDHpax (média £ DP)

para os grupos 1 e 2 foram, respectivamente de 11 + 1,73 e 9 £ 1,35 s; estimando-se um
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tamanho de amostra de 17 pacientes/grupo e um tamanho total da amostra de 34 pacientes.
Foi considerado um decréscimo de 18% no TVDHmax como uma diferenca clinicamente
relevante para o tempo de reperfusdo microvascular (TVDHma). Considerando-se o curto
periodo de seguimento do estudo, esperdvamos uma taxa de abandono de no maximo 20%.
De acordo com estes resultados, foi sugerido um tamanho amostral de 20 pacientes/grupo.
Para as analises, foi utilizado o programa StatSoft 2004 (STATISTICA7; Tulsa, OK,
USA). Os testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov, D'Agostino & Pearson e Shapiro-
Wilk) foram feitos para verificar a distribuicdo das variaveis. Os dados que apresentaram
distribuicdo normal foram descritos como média + DP e os sem distribuicdo normal, como
mediana [1°-3°quartis]. Para as comparacdes intergrupos foram aplicados os testes de Mann
Whitney e o teste t ndo pareado, para as variaveis continuas sem e com distribuicdo normal,
respectivamente. Para as comparagdes intragrupo foram aplicados o teste de Wilcoxon
pareado e o teste t pareado para as varidveis sem e com distribuicdo normal, respectivamente.
A AUC total foi calculada para glicose e insulina, utilizando as 03 medidas de cada variavel,
ou seja, glicemia e insulinemia em jejum e na 1% e 22 hora do TOTG. A correlagdo entre as
variaveis foi testada pelo coeficiente de correlagdo de postos de Spearman rho. As possiveis
divergéncias de distribuicdo entre os grupos, como prevaléncia de sindrome metabdlica, HAS
e GJ alterada foram calculadas pelo teste exato de Fisher. Um P valor < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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7 RESULTADOS

Foram avaliadas 114 mulheres, destas 76 apresentaram os critérios clinicos para
participarem do estudo e realizaram o0s exames de triagem. Trinta e duas pacientes foram
excluidas por apresentarem alteracdes nos exames laboratoriais ou de imagem e 44 iniciaram

o0 estudo (figura 9).

Figura 9 - Selecdo da amostra do estudo

114 mulheres recrutadas

38 excluidas por

nédo preencherem
> 0s Critérios

clinicos do estudo

76 realizaram exames de triagem

32 excluidas:

13 por nédulo mamario
|::> 10 por alteragdes laboratoriais
05 por mioma uterino
04 por abandono

44 iniciaram o estudo

*AlteracBes laboratoriais: 04 apresentaram horménio foliculo estimulante (FSH) < 35 mIU/ml ou estradiol > 40
pa/ml; 02 apresentaram horménio estimulante da tire6ide (TSH) < 0,45 mUI/I; 02 apresentaram triglicerideos
(TG) > 400 mg/dl; e 02 apresentaram colesterol total > 300 mg/dl.

As participantes foram randomizadas em nimero igual (n:22) entre os grupos ET e P.
Durante o seguimento do estudo, uma paciente do grupo ET foi excluida por necessitar do uso
de progesterona para cessar 0 sangramento vaginal persistente, enquanto trés do grupo P ndo
completaram o estudo, duas por abandono e uma por relatar cefaléia intensa apds o inicio do
gel (figura 10).

Conforme o ERF, as participantes foram classificadas em baixo, intermediario ou alto
risco cardiovascular. A maioria apresentou baixo risco (risco abaixo de 10% para evento ou
morte cardiovascular em 10 anos), no entanto como a sindrome metabdlica é um fator
agravante de risco, o individuo com o diagnostico desta sindrome € classificado a categoria de

risco imediatamente superior (tabela 3).
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Figura 10 - Seguimento do estudo

Grupo ET Grupo P
22 participantes 22 participantes
01 excluséo:
necessidade do uso 02 abandonos
de progesterona 01 evento adverso
Grupo ET Grupo P
21 terminaram o estudo 19 terminaram o estudo

ET: estrogénio transdérmico; P: placebo.

Das 22 mulheres alocadas no grupo ET, dez apresentaram critérios para o diagnostico
de sindrome metabolica, dez eram hipertensas em tratamento e nenhuma foi diagnosticada
com HAS virgem de tratamento, cinco apresentaram GJ alterada, quatro tinham menopausa
cirtrgica e trés estavam em uso de levotiroxina devido hipotireoidismo priméario. Das 22
mulheres alocadas no grupo P, nove apresentaram critérios para o diagnéstico de sindrome
metabolica, sete eram hipertensas em tratamento e nenhuma foi diagnosticada com HAS
virgem de tratamento, quatro apresentaram GJ alterada, trés tinham menopausa cirdrgica e
duas estavam em uso de levotiroxina para tratamento de hipotireoidismo primario (tabela 3).

Nenhum dos dados citados apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos.

7.1 Caracteristicas clinicas, antropométricas, de composi¢ao corporal e da pressédo
arterial sistémica

A amostragem populacional do estudo apresentou idade de 51,77 + 2,3 anos, IMC de
31,52 + 2,54 kg/m? e tempo de menopausa de 3 [2 - 5] anos. Os dados estéo apresentados na
tabela 4. No basal, ndo houve diferencas entre os grupos. Apds 3 meses, 0 grupo ET
apresentou diminuicdo do IMKB, da presséo arterial sistdlica (PAS) e da diastélica (PAD)
(figura 11), enquanto no grupo P apenas houve reducdo do IMKB. Comparando os dois
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grupos apos a intervencdo, ndo houve quaisquer diferencas (figura 12), a ndo ser, de nota, uma

tendéncia a diminuicdo da PAD no grupo estrogénio comparado ao placebo (74,09 + 7,12 vs.

78,26 £ 5,83 mmHg; P=0,051).

Tabela 3 - Caracteristicas das participantes no inicio do estudo, conforme diagndstico de

comorbidades e uso de medicamentos

ERF

*Grau de risco:
Baixo/intermediério/alto
Sindrome metabolica

HAS em tratamento
Glicemia de jejum alterada
Mulheres histerectomizadas
Hipotirebideas em tratamento
Numero de antihipertensivos

por participante

Antihipertensivos em uso

Grupo ET —n (%)

Grupo P —n (%)

6,3 [3,85-9,27]

11/10/01
10 (45,4)
10 (45,4)
5 (22,7)
4 (18,2)
3 (13,6)
1,70

IECA: 2
BRA: 4
B-bloqueador: 3

Diurético tiazidico: 7

BCC: 1

5.1[4,7-7,22]

12/09/01
9 (40,9)
7 (31,8)
4(18,2)
3 (13,6)
2(9,1)
1,57

IECA: 3
BRA: 1
B-bloqueador: 2

Diurético tiazidico: 4

VD: 1

ET: estrogénio transdérmico; P: placebo; ERF: escore de risco de Framingham; HAS: hipertensdo arterial
sistémica; IECA: inibidores da enzima conversora de angiotensina-l; BRA: bloqueadores dos receptores da
angiotensina Il; BCC: bloqueadores dos canais de célcio; VD: vasodilatadores de acdo direta.

*Grau de risco conforme a IV Diretriz Brasileira Sobre Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose.
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Tabela 4 - Efeito do tratamento e comparacgdes entre 0s grupos nas caracteristicas clinicas,

antropomeétricas, de composicao corporal e da pressao arterial na amostra estudada

Variaveis

Idade (anos)
T.M. (anos)
IMKB (pontos)
Peso (kg)
Estatura (cm)
IMC (kg/m?)
CA (cm)

CQ (cm)
RCQ

MM (%)

MG (%)

PAS (mmHg)
PAD (mmHg)

Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
52,09 + 2,44 - 51,45 + 2,15 -
3,50 [1,47-7,0] - 3,0 [2,0-4,25] -
27,45+10,23  1223+7,23" 235802 14,05 £ 8,26
76,64 + 9,04 76,86 + 9,17 79,46 +£10,32 79,8 £10,45
155,68 + 6,92 - 151,52+34,07 -
31,55+ 2,24 31,65 + 2,32 31,48+285  31,54+281
99,22 +4,9 98,71 5,06 99,09+6,75 99,31 +6,14
108,84 +506  108,59+4,06 108,47 +7,07 109,44 + 6,43
0,90 + 0,04 0,90 + 0,04 0,90 + 0,03 0,90 + 0,03
60,05 + 2,76 60,48 + 2,81 60,75+3,04  60,63+28
39,94 + 2,76 39,51 2,81 39,25+3,04  39,36+28
127,81 #1542 120,23+#13,63"  127,81+10,94 126,73+ 11,8
79,57 £ 9,79 740947127  78,4%7,04 78,26 + 5,83

T. M.: tempo desde a menopausa; IMKB: indice menopdausico de Kupperman e Blatt; IMC: indice de massa
corporal; CA: circunferéncia abdominal; CQ: circunferéncia do quadril; RCQ: relagdo cintura/quadril; MM:
massa magra; MG: massa gorda; PAS: pressao arterial sist6lica; PAD: pressdo arterial diastolica.

Em comparag&o ao basal: P < 0,01.

Figura 11 - Comparac6es da PAS e PAD no basal e apds 3 meses
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PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica.
Em comparacéo ao basal: P <0,01.
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Figura 12 - Comparagdes do IMC e CA no basal e apds 3 meses
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IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal.

7.2 Exames de bioquimica e de sangue total

No basal, o grupo total de participantes apresentou colesterol total de 213,8 + 28,57
mg/dl, HDL de 52,77 + 9,22 mg/dl, LDL de 132,7 + 24,09 mg/dl e TG de 124 [100,3 — 163,5]
mg/dl. Os exames de sangue total e bioquimica ndo apresentaram quaisquer diferencas entre
0s grupos (tabela 5), tanto no basal quanto ap6s 03 meses de intervencdo, além disso, ndo

observamos qualquer efeito intragrupo nos grupos ET e P.

7.3 Hormonios sexuais

No basal, a amostra populacional do estudo apresentou estradiol de 13,91 [6,39 -
21,59] pg/ml e FSH de 62,1 [46,33 - 85,7] mIU/ml, sem diferencas entre os grupos (tabela 6).
Apo6s a intervencdo, no grupo ET houve aumento dos niveis de SHBG e estradiol e
diminuicdo dos niveis de testosterona livre e FSH (figura 13), enquanto no grupo placebo os

niveis hormonais permaneceram semelhantes.
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Tabela 5 - Efeito do tratamento e comparacdes entre 0s grupos nos exames de bioquimica e de

sangue total na amostra estudada

Exames Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
CT (mg/dl) 21531+29,96  217,23+39,23  212,18+27,72 213,05+ 36,53
HDL (mg/dl) 52,63 £ 7,94 49,90 + 6,67 52,9 + 10,54 49,52 + 10,10
LDL (mg/dl) 134,68 +25,08  139,95+32,87 130,68 +£23,46 133,89 + 27,23
TG (mg/dl) 119 [97,25-153] 127 [94-162] 132 [109-191] 131 [101-192]

PCR-US (mg/dl)
Acido trico (mg/dl)
Prot. T (g/dlI)
Albumina (g/dl)
Globulina (g/dl)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)
Leucacitos (mil/mcl)

Plaquetas (mil/mcl)

0,41 [0,26-0,63]
4,1[3,77-5,0]
6,89 % 0,34
3,75+0,31
3,12+0,46
12,83 + 0,69
395+1,8
5650 + 1709

248,68 + 47,68

0,53 [0,24-0,76]
4,5 [3,75-5,95]
6,91+ 0,44
3,60+ 0,25
3,28 0,47
12,15 % 2,70
39,20 + 1,44
5676 + 1327

246,42 + 53,21

0,61 [0,17-0,97]
3,9 [3,35-4,82]
7,03+0,45
3,85+0,35
3,15+ 0,46
13,02 £ 0,89
39,68 + 2,54
5740 + 1316

239,68 + 56,83

0,70 [0,26-1,08]
4,0 [3,3-4,7]
7,08 0,37
3,75+0,23
3,35+0,33
12,88 + 0,87
39,38 + 2,27
6131 + 1411

251,31 +51,81

CT: colesterol total; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TG:
triglicerideos; PCR-US: proteina C-reativa ultrassensivel; Prot. T: proteinas totais.
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Tabela 6 - Efeito do tratamento e comparagdes entre 0s grupos nos hormaénios sexuais na

amostra estudada

Hormonios Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
SHBG 40,93[26,56-58,62] 43,75[31,52-78,89]  36,82[27,8-52,49]  32[26,68-54,68]
(nmol/l)
Test. Total 17,05 [8,87-20,8] 11,8 [6,25-21,4] 14,1 [7,77-18,32] 14 [7-19,3]
(ng/dl)
Test. Livre | 2,2 [1,27-3,45] 1,31 [0,88-2,62]" 2,54 [1,57-3,44] 2,4[1,16-3,71]
(pg/ml)
E2 13,44 [7,5-22,73] 92 [53,45-126,1]""° 16,45 [5,97-20,52] 12,51 [8,35-17]
(pg/m)
FSH 61,83 [47,32-86] 42,04 [23,35-57,1]""° 62,48 [44,29-86] 64 [47,1-82,11]
(mlU/ml)

SHBG: globulina ligadora de horménios sexuais; Test.: testosterona; E2: estradiol; FSH: horménio foliculo

estimulante.
Em comparacgdo ao basal: P <0,01; P <0,001.
Em comparagéo ao grupo P ao final do tratamento: P < 0,001.

Figura 13 - Comparac6es da SHBG, Testosterona Livre, estradiol e FSH no basal e ap6s 3

meses
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SHBG: globulina ligadora de horménios sexuais; Test. livre: testosterona livre; E2: estradiol; FSH: horménio

foliculo estimulante.
Em comparag&o ao basal: P < 0,01; “"P < 0,001.

Em comparagéo ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,001.



7.4 Avaliacao Microvascular

7.4.1 Reatividade microvascular em tecido muscular do antebraco
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No basal, as variaveis microvasculares avaliadas pela POV foram semelhantes entre os

grupos. O uso do estradiol promoveu aumento do FSA e diminuicdo da RV periférica em

todos os tempos analisados (tabela 7 e figuras 14 e 15) em comparacdo ao basal, no entanto,

comparando 0s grupos apés a intervencdo, o grupo ET apresentou maior FSAp1, FSAp, e

FSANTG, € menor RVp1, RViureo, RVe234, RV € RVt do que o grupo P. O grupo P nédo

apresentou nenhuma diferenga estatisticamente significativa em comparagdo ao seu estado

basal.

Tabela 7 - Efeito do tratamento e comparagdes entre 0s grupos na reatividade microvascular

em tecido muscular do antebraco na amostra estudada

Variaveis Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
FSAp; 1,89 [1,46-2,44] 2,46 [1,81-3,28] " 1,81[1,17-2,04] 1,83[1,35-2,35]
RV, 46,83[38,11-64,67]  36,37[24,9-51,27]"°  55,71[45,19-80,94]  51,3[40,88-70,03]
FSAurro 5,23[4,62-7,47] 6,39[5,37-9,39] " 5,47[3,98-6,46] 5,57[4,82-7,55]
RVurro 23,43[18,06-31,63]  15,93[11,32-22,29] "  24,71[18,91-33,78]  22,13[16,46-29,7]
FSA. 10,59[9,66-16,7] 12,69[10,01-16,82]" 10,74[8,16-14,1] 11,11[9,34-15,59]
RV 9,64[6,24-10,3] 7,45[5,35-9,4]" 9,54[7,00-11,49] 7,70[6,21-9,93]
FSAc34 3,66[2,62-5,03] 4,82[3,79-7,18] 3,34[2,43-4,49] 3,72[2,87-5,47]
RV 234 28,18[20,97-38,92]  18,45[13,1-26,21]"*  30,27[22,81-41,1] 26,95[19,04-36,5]
FSAp» 1,63[1,2-1,95] 2,1[1,65-2,55] " 1,24[1,00-1,76] 1,32[1,07-1,69]
RV, 58,1[44,97-85,47]  44,37[31,74-56,17] "  78,53[58,11-89,64]  71,08[48,21-94,06]
FSANTG 1,50[1,03-1,70] 1,82[1,37-2,12]"° 1,39[1,03-1,77] 1,33[1,16-1,56]
RVnTG 64,05[48,02-85,14]  47,47[38,15-60,83] "  68,59[51,23-86,70]  69,86[51,93-85,77]

FSAy:: fluxo sanguineo do antebraco basal pré-oclusdo; RVy,: resisténcia vascular basal pré-oclusdo; FSAyreo:
fluxo sanguineo do antebrago durante a hiperemia reativa pds-oclusiva (HRPO); RVyrpo: resisténcia vascular
durante a HRPO; FSA: fluxo sanguineo do antebrago da primeira curva durante a HRPO; RV ;: resisténcia
vascular da primeira curva durante a HRPO; FSAs4: média do fluxo sanguineo do antebraco da 22 3% e 4?
curvas durante a HRPO; RV.,3.: média da resisténcia vascular da 22, 32 e 42 curvas durante a HRPO; FSA,,:
fluxo sanguineo do antebrago basal pré-nitroglicerina; RV, resisténcia vascular basal pré-nitroglicering;
FSANTe: fluxo sanguineo do antebrago ap6s nitroglicerina; RV rg: resisténcia vascular apés nitroglicerina.

FSA: representado em ml/min.100ml tecido™; RV: representada em mmHg/ml/min.100ml tecido™.

Em comparagdo ao basal: P < 0,05; P < 0,01; ***P < 0,001.
Em comparacéo ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,05; "P < 0,01; °P < 0,001



74

Figura 14 - Comparacdes do FSAp1, FSAc1, FSAcss € FSANTe No basal e apos 3 meses
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FSA;: fluxo sanguineo do antebrago basal pré-oclusdo; FSA.;: fluxo sanguineo do antebraco da primeira curva
durante a hiperemia reativa p6s-oclusiva (HRPO); FSA,34: média do fluxo sanguineo do antebrago da 22, 32 e 42
curvas durante a HRPO; FSAyte: fluxo sanguineo do antebraco ap6s nitroglicerina.

Em comparag&o ao basal: "P < 0,05; P < 0,01; ***P < 0,001.

Em comparacéo ao grupo P ao final do tratamento: bP < 0,01; °P < 0,001.
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Figura 15 - Comparacdes do RVp1, RVc1, RVess € RVTe no basal e apos 3 meses
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RV,1: resisténcia vascular basal pré-oclusdo; RV: resisténcia vascular da primeira curva durante a hiperemia
reativa pés-oclusiva (HRPO); RV 3. média da resisténcia vascular da 2%, 3% e 4% curvas durante a HRPO;
RVyre: resisténcia vascular apés nitroglicerina.

Em comparagdo ao basal: "P < 0,05; P < 0,01; ***P < 0,001.

Em comparag&o ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,05; °P < 0,01.

7.4.2 Reatividade microvascular nutritiva no leito periungueal

Por motivos técnicos ndo foi possivel a obtencdo de dados de uma participante no
basal e trés ap0Os intervencdo no grupo ET, e uma participante no basal e duas apds
intervencdo no grupo P. No basal, 0os grupos ndo apresentaram diferencas nas varidveis
microvasculares avaliadas pela VCLP (tabela 8). Apos a intervencgéo, o grupo ET apresentou
maior VDH e VDHnax do que o grupo P (figura 16). O uso de estradiol promoveu um

aumento da VDH e VDHpax € uma diminui¢do do TVDHax, em comparacao ao basal.
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Tabela 8 - Efeito do tratamento e comparag0es entre 0s grupos na reatividade microvascular

nutritiva no leito periungueal na amostra estudada

Variaveis Grupo ET Grupo P
Basal (n=21) 03 meses (n=18) Basal (n=21) 03 meses (n=17)
VDH (mm/s) 0,303[0,285-0,310]  0,316[0,309-0,326] ¢  0,295[0,286-0,307]  0,303[0,293-0,308]

wxRC

VDHpax (MM/s) | 0341[0334-0373]  0374[0,353-0,376] 0,336[0,330-0,343]  0,341[0,333-0,355]

TVDHpax () 5,0[4,0-6,0] 4,0[3,25-5,0]" 5,0[4,0-6,0] 5,0[4,0-6,0]

VDH: velocidade de deslocamento das hemécias; VDH.x: velocidade de deslocamento maximo das hemaécias
durante hiperemia reativa pds-oclusiva; TVDH,.,: tempo de reperfusdo na hiperemia reativa pos-oclusiva.

Em comparagéo ao basal: P < 0,05; P < 0,001.
Em comparagéo ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,001.

Figura 16 - Comparagdes da VDH, VDHpax € TVDHpax N0 basal e ap6s 3 meses
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VDH: velocidade de deslocamento das hemécias; VDH.: velocidade de deslocamento maximo das hemaécias
durante hiperemia reativa; TVDH .« tempo de reperfusdo na hiperemia reativa.

Em comparag&o ao basal: P < 0,05; P < 0,001.

Em comparagéo ao grupo P ao final do tratamento: P < 0,001.
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7.5 Moléculas de adesao e PAI-1

Os niveis de E-Selectina, VCAM-1, ICAM-1 e PAI-1 foram semelhantes no basal
(tabela 9) entre os grupos. O uso de estradiol gel durante 03 meses diminuiu os niveis de E-
Selectina e ICAM-1 (figura 17). Nao houve diferencas nas demais comparacfes tanto

intergrupo quanto intragrupo.

Tabela 9 - Efeito do tratamento e comparagdes entre 0s grupos nas moléculas de adeséo e

PAI-1 na amostra estudada

Variaveis Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
E-Selectina | 68,95[50,18-102,8]  58,4[44,53-94,03]7  69[52,75-97,59]  64,8[52,85-84,18]
(ng/ml)
VCAM-1 1015 + 159 995 + 179 1003 + 182 1058 + 205
(ng/ml)
ICAM-1 188[145-212] 175[130-200]" 171[151-253] 178[146-213]
(ng/ml)
PAI-1 94,23 + 32,46 105,29 + 29,18 88,64 + 23,53 88,36 + 29,1
(ng/ml)

VCAM-1: molécula de adesdo vascular-1; ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1; PAI-1: inibidor do
ativador do plasminogénio-1.
Em comparacgdo ao basal: P <0,05; P <0,01.

Figura 17 - Comparagdes da E-Selectina e ICAM-1 no basal e apds 3 meses
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ICAM-1: molécula de adesdo intercelular.
Em comparacdo ao basal: P <0,05; P <0,01.
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7.6 Sensibilidade insulinica

No inicio do estudo, as 44 participantes apresentavam GJ de 94,43 = 7,79 mg/dl e
insulinemia de jejum de 14,17 + 6,31 pU/ml. Nao houve diferengas intergrupos tanto no basal
quanto apo6s 3 meses de intervencao (tabela 10). No entanto, ocorreu melhora da sensibilidade
insulinica, avaliada pelo HOMA-IR, pela AUC da insulina e pelo ISI de Belfiore no grupo ET
(figura 18), enquanto no grupo P ndo houve qualquer diferenca. O indice de Cederholm néo
apresentou diferenca entre o grupo ET e P, respectivamente, no basal 63,75 [56,67-76,37] vs.
62,46 [52,85-88,03] e apds trés meses 67,61 [61,14-87,02] vs. 69,35 [55,17-83,24]. Assim
como o indice de Avignon ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre o grupo ET
e P, respectivamente, tanto no basal 6472 [4683-8424] vs. 5758 [3987-11774] quanto apds
trés meses de intervencao 8012 [5946-12736] vs. 7144 [4366-10438].

Tabela 10 - Efeito do tratamento e comparagdes entre 0s grupos na homeostase glicémica e
em indices de sensibilidade insulinica na amostra estudada

Variaveis Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
GJ (mg/dl) 94,36 + 8,92 91+9,54 94,5+ 6,68 93,74 + 6,86
G 1h (mg/dl) 135[126 -160] 133 [109 - 155] 127 [112-171]  136[113-173]
G 2h (mg/dl) 11399 - 123] 11195 - 131] 107 [100 - 120] 105 [95 - 123]
1J (uU/ml) 14,19 + 6,56 12,45+ 6,55 14,15+ 6,2 13,86 + 4,37

I 1h (uU/ml)

101,5 [68 - 138]

76,1 [61 - 129]

108 [51 - 171]

118 [64 - 144]

1 2h (uU/ml) 66,9 [49 - 103] 51,8 [35 - 77] 76,1 [38 - 121] 77,4 [33 - 113]
HOMA-IR 3,35+ 1,67 2,85+ 1,60 3,32 1,50 3,20 £ 1,05
AUC glicose 237[223-264] 244 [197 - 260] 229208 -289] 235212 - 285]
AUC insulina 152 [117-186]  115[85-178]" 156 [79 - 238] 144 [92 - 225]
IS1 Belfiore 0,69 + 0,22 0,81 +0,27" 0,73+0,31 0,71 +0,29

GJ: glicemia de jejum; G 1h: glicemia apés 1h do TOTG; G 2h: glicemia apds 2h do TOTG; IJ: insulinemia de
jejum; | 1h: insulinemia ap6s 1h do TOTG; I 2h: insulinemia ap6s 2h do TOTG; HOMA-IR: homeostasis model
assessment of insulin resistance; AUC glicose: area sob a curva dos 03 tempos de glicose; AUC insulina: area
sob a curva dos 03 tempos de insulina; ISI: indice de sensibilidade insulinica. Em comparagéo ao basal:"P<0,05.
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Figura 18 - Comparacdes da AUC da glicose e insulina, do HOMA-IR e do ISI Belfiore no

basal e apds 3 meses
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AUC glicose: area sob a curva dos 03 tempos de glicose; AUC insulina: area sob a curva dos 03 tempos de
insulina; HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance; ISI Belfiore: indice de sensibilidade
insulinica de Belfiore.

Em comparag&o ao basal: P < 0,05.

7.7 Viscosidades sanguinea, plasmatica e relativa

As viscosidades sanguinea, plasmatica e relativa ndo apresentaram diferencas no basal,
porém, apés a intervencdo houve diminuicdo das viscosidades sanguinea com hematocrito
nativo e plasmatica no grupo ET, embora ndo houve diferenca da viscosidade sanguinea
corrigida pelo hematocrito (P=0,07). Também ndo houve mudancas significativas das
viscosidades no grupo P (tabela 11). Comparando os grupos apds trés meses de intervengéo, o

grupo ET apresentou menor viscosidade sanguinea do que o grupo placebo (figura 19).
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Tabela 11 - Efeito do tratamento e comparagdes entre 0s grupos nas viscosidades sanguinea,

plasmatica e relativa na amostra estudada

Viscosidades Grupo ET Grupo P

Basal (n=22) 03 meses (n=21) Basal (n=22) 03 meses (n=19)
nb (MPa.s) 3,72+0,21 357+0,127° 3,75+ 0,32 3,76 +0,22
npHt (mPa.s) 4,47 +0,34 4,32 +0,21° 4,49 +0,39 4,55+ 0,25
np (MPa.s) 1,49 + 0,09 1,45+ 0,08 1,46 + 0,07 1,48 + 0,07
Nr 2,81+£0,19 2,82 +£0,18 2,90+£0,19 2,90 £ 0,16

M. Viscosidade sanguinea com hematécrito nativo; npHt: viscosidade sanguinea corrigida pelo hematécrito; np:
viscosidade plasmatica; ,: viscosidade relativa.

Em comparagéo ao basal: P < 0,05; “'P < 0,01.

Em comparag&o ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,01.

Figura 19 - Comparac6es das viscosidades sanguinea e plasmatica no basal e ap6s 3 meses
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My: viscosidade sanguinea com hematocrito nativo; n,: viscosidade plasmatica.
Em comparacgdo ao basal: P <0,05; P <0,01.
Em comparago ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,01.

7.8 Correlacbes

A fim de investigar as possiveis associacOes entre as diversas variaveis analisadas
realizamos um estudo de correlagdo com o grupo total de pacientes e tambem com cada grupo
isoladamente.
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7.8.1 CorrelacOes das varidveis microvasculares com os hormonios sexuais, niveis
pressoricos, indices de sensibilidade insulinica e moléculas de adesdo celular

Analisando as 40 participantes que concluiram o estudo, o fluxo sanguineo muscular
em repouso (FSAp:), apresentou correlacdo positiva com os niveis de estradiol e negativa com
os niveis de FSH, assim como a RV em repouso (RVp;) demonstrou correlacdo negativa com
o estradiol e positiva com o0 FSH (tabela 12). Os niveis de SHBG, testosterona total e livre
ndo se associaram com as variaveis microvasculares.

A PAS apresentou correlagdo positiva com a RV muscular tanto em repouso (RVp1)
quanto na HRPO (RV 234), além de associar-se negativamente com o fluxo sanguineo
muscular em repouso (FSAp;) e com a velocidade méaxima do fluxo microvascular nutritivo
do leito periungueal (VDHpmax). A velocidade de deslocamento de hemécias (VDH) e o tempo
de reperfusdo microvascular (TVDHma) ndo se associaram com nenhum dos parametros
analisados. A PAD correlacionou-se positivamente com a RV muscular em repouso (RVy;) e
apos estimulo com a NTG (RVntg) e negativamente com o fluxo sanguineo muscular apos
uso da NTG (FSANTG)

O ISI Belfiore demonstrou associacdo positiva com o fluxo sanguineo muscular em
repouso (FSAy1), € negativa com a RV muscular tanto em repouso (RVyp;) quanto na HRPO
(RVc234). Enquanto o HOMA-IR, apresentou correlacdo negativa com o fluxo sanguineo
muscular na HRPO (FSAc234). As associacdes das diversas variaveis com a AUC da insulina
ndo foram observadas, pois esta varidvel apresentou expressiva correlacdo negativa (rho=-
0,96) com o ISI de Belfiore, consequentemente suas associa¢Ges foram semelhantes aquelas
apresentadas por este indice.

Enquanto a E-Selectina, VCAM-1 e PAI-1 ndo se correlacionaram com nenhuma
varidvel microvascular, a ICAM-1 apresentou correlacdo negativa com o fluxo sanguineo
muscular em repouso (FSAy;) e positiva com a RV (RVyy).

As viscosidades plasmatica e sanguinea com hematocrito nativo ndo apresentaram

correlagbes com as variaveis microvasculares.
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Tabela 12 - Correlagdes das variaveis microvasculares com os horménios sexuais, niveis

pressoricos, indices de sensibilidade insulinica e moléculas de adeséo celular

FSAnt RVpr FSAa RVea FSAwa RVess FSAnte RVnte VDHpmax

E2 045  -0,31" - - - - - - -

FSH 0,34 0,33 - - - - - . -
PAS 039" 0507 - - - 0,46~ - - 0,35
PAD - 0,38 - - . - 0,35 037" .
ISI Belf. 033"  -0,39 - - - -0,36" . - -
HOMA-IR - - - - 0,32 - - . ;

*k

ICAM-1 -0,40° 043 - - - - . . i

VDHpax - - - - - 0,37 - - 1

E2: estradiol; FSH: hormonio foliculo estimulante; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial
diastdlica; I1SI Belf.: indice de sensibilidade insulinica de Belfiore; HOMA-IR: homeostasis model assessment of
insulin resistance; FSA,;: fluxo sanguineo do antebraco basal pré-oclusdo; RVy,: resisténcia vascular basal pré-
oclusdo; FSA: fluxo sanguineo do antebrago da primeira curva durante a hiperemia reativa pés-oclusiva
(HRPO); RV,;: resisténcia vascular da primeira curva durante a HRPO; FSA ,34: média do fluxo sanguineo do
antebrago da 22 32 e 42 curvas durante a HRPO; RV 3, média da resisténcia vascular da 22 3% e 42 curvas
durante a HRPO; FSAyte: fluxo sanguineo do antebrago apds nitroglicerina; RV rg: resisténcia vascular ap6s
nitroglicerina; VDH .. velocidade de deslocamento maximo das hemacias durante a HRPO; ICAM-1: molécula
de adesdo intercelular-1.

P <0,05; P < 0,01; ***P < 0,001.

Ao separarmos 0s grupos em relacdo a intervencdo aplicada e analisarmos as
correlagdes das 21 participantes do grupo ET que terminaram o estudo, pudemos observar que
0s niveis de estradiol ndo mais se correlacionaram com a RVy; Entretanto, de forma
importante, observamos uma associacdo negativa com a RV 234 (rho -0,44; P < 0,01). A PAS
passou a apresentar correlagcbes com o0 FSA¢; (rho -0,57; P < 0,001), a RV¢34 (rho 0,44; P <
0,01) e 0 FSA234 (rho -0,64; P < 0,001), enquanto que a PAD apresentou correlagdo com o
FSAc34 (rho -0,45; P < 0,01). O ISI Belfiore e 0 HOMA-IR ndo demonstraram mais suas
correlagbes com as variaveis microvasculares. Na anélise com as 19 pacientes do grupo P que
terminaram o estudo, os niveis de estradiol mantiveram suas correlagbes com o FSAp; (rho
0,49; P <0,01) e com a RVy; (rho -0,53; P < 0,001). A PAS manteve suas correlacdes com o
FSAp: (rho -0,55; P < 0,001), a RVy; (rho 0,61; P < 0,001) e a RVz34 (rho 0,56; P < 0,001),
enquanto a PAD ndo mais manteve suas correla¢cbes com as varidveis microvasculares. O ISI
Belfiore manteve suas correlagdes com o FSAp; (rho 0,46; P < 0,01), a RVyp; (rho -0,53; P <

0,001) e a RV34 (rho -0,54; P = 0,001), além de apresentar uma nova correlacdo com o
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FSAc34 (rho 0,51; P < 0,001). O HOMA-IR manteve correlagdo com 0 FSAc34 (rho -0,49; P
< 0,01), além de passar a apresentar associagdo com o FSA; (rho -0,47; P < 0,01) e a RV
(rho 0,49; P <0,01).

Em ambas as analises isoladas dos grupos, as viscosidades plasmatica e sanguinea
com hematdcrito nativo ndo apresentaram correlagdes com outras varidveis, a ndo ser entre

elas, assim como as moléculas de adesao.

7.8.2 Correlacdes entre os hormonios sexuais, niveis pressoricos, indices de sensibilidade
insulinica, viscosidades plasmatica e sanquinea e moléculas de adesao celular

Analisando as 40 participantes que concluiram o estudo, os niveis de estradiol
apresentaram correlacdo negativa com a PAD, HOMA-IR, viscosidade plasmaética, niveis de
ICAM-1 e FSH, e positiva com os niveis de SHBG (tabela 12). Pela importante correlacao
negativa entre estradiol e o FSH (rho=-0,82), este ultimo apresentou correlacées semelhantes
aquele e ndo foram demonstradas na tabela 13. Os niveis de SHBG demonstraram estar
associados negativamente com a viscosidade plasmatica e com os niveis de E-Selectina.

O ISI Belfiore correlacionou-se negativamente com a PAS, PAD e com 0 HOMA-IR.
As viscosidades plasmaética e sanguinea com hematdcrito nativo demonstraram associacdo

positiva com os niveis de ICAM-1 (tabela 13).
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Tabela 13 - Correlagdes dos hormonios sexuais, dos niveis pressoricos, dos indices de
sensibilidade insulinica, das viscosidades plasmatica e sanguinea e das moléculas

de adesdo celular

E2 SHBG  PAS PAD ISl HOMAIR  TIp nb E-Select ICAM-
Belf. 1
E2 1 0,32" - -0,36" - 0467  -047 - - 0,32
SHBG 0,32 1 - - - - 0,32 - -0,35" -
PAS - - 1 0,76™"  -0,31 - - - - -
PAD -0,36" - 0,76 1 0,37 - - - - -
ISI Belf. - - -0,31" -0,37" 1 -0,40 - - - -
HOMAIR | -0,46™ - - - -0,40" 1 - - - -
Np 047" -0,32" - - - - 1 0,58 - 0,35
b - - - - - - 0,58"™" 1 - 0,36
E-Select - -0,35" - - - - - - 1 0,60
ICAM-1 -0,32" - - - - - 0,35 0,36 0,60 1

E2: estradiol; SHBG: globulina ligadora de hormdnios sexuais; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo
arterial diastolica; 1SI Belf.: indice de sensibilidade insulinica de Belfiore; HOMA-IR: homeostasis model
assessment of insulin resistance; n,: viscosidade plasmatica; n,: viscosidade sanguinea com hematdcrito nativo;
E-Select: E-Selectina; ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1.

P <0,05; P < 0,01; ***P < 0,001.

7.9 Eventos adversos

Cabe ressaltar que quatro participantes no grupo ET e trés no grupo P eram
histerectomizadas, e mesmo assim o principal evento adverso foi o sangramento vaginal,
ocorrendo em nove das 18 participantes com Utero intacto do grupo ET e em uma das 19
participantes com Utero intacto do grupo P, respectivamente (50% VS. 5,3%, P < 0,01),
seguido pela mastalgia (27,3% VS. 4,5%, P = 0,09) (tabela 14). Os sangramentos vaginais
foram de pequeno volume (spotting), cessando espontaneamente, com excecdo de uma
participante do grupo ET, que necessitou do uso de progesterona e foi excluida do estudo,
como citado previamente. A USG TV demonstrou espessura do eco endometrial semelhante
no inicio do estudo entre os grupos ET e P (0,29 = 0,14 vs. 0,27 = 0,11mm; NS),
respectivamente. Apds trés meses de acompanhamento, no grupo P a varia¢do da espessura do
endométrio ndo foi importante (0,27 + 0,11 vs. 0,34 £ 0,15mm; NS), sendo que uma das
participantes apresentou eco endometrial > 5Smm, enquanto houve significativo aumento da

espessura endometrial no grupo ET (0,29 £ 0,14 vs. 0,49 £ 0,24mm; P < 0,01) e oito



85

participantes apresentaram eco endometrial > Smm, sendo que destas, seis tinham referido

sangramento vaginal durante o seguimento.

Tabela 14 - Principais eventos adversos durante o seguimento do estudo

Eventos adversos

Grupo ET —n (%) Grupo P —n (%)

SSangramento vaginal 9 (50)° 1(5,3)
Eco endometrial > Smm 8 (47)° 1(5,3)
Mastalgia 6 (27,3) 1(4,5)
Dor em baixo ventre 1(4,5) 0
Prurido vulvar 1(4,5) 0
ITU 0 1(4.5)

Excluidas por eventos adversos

1 (4,5) = sangramento 1 (4,5) = cefaléia

vaginal intenso

gSangramento vaginal de pequeno volume (spotting), cessando espontaneamente, ndo sendo necessario
suspender a medicagdo. ITU: infeccdo do trato urinario.
Em comparag&o ao grupo P ao final do tratamento: °P < 0,01.
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8 DISCUSSAO

Entre 1980 e 2009 a expectativa de vida do brasileiro aumentou 10,6 anos, ao passar
de 62,5 para 73,1 anos (212). Paralelamente a este fendmeno de envelhecimento populacional,
a prevaléncia da obesidade vem aumentando dramaticamente no Brasil (6). Assim, ha uma
tendéncia em nossa populacéo dos individuos tornarem-se cada vez mais idosos e com maior
prevaléncia de sobrepeso na senilidade, com consequente aumento do risco cardiovascular.

Muitas evidéncias demonstram que a obesidade per se esta associada a disfuncéo
endotelial, mesmo em criangas sem outras comorbidades (213;214). Em adultos com peso
normal, um ganho médio de 4,1 kg € o suficiente para diminuir a dilatagdo fluxo-mediada
(FMD) da artéria braquial, restaurada apds reducdo do peso corporal (215). Em obesos, ha
uma diminuicdo da vasodilatacdo dependente e independente do endotélio, avaliada em
artérias de resisténcia do antebraco (216). Esta também descrito uma redugdo na densidade
capilar do masculo esquelético de individuos obesos comparados a magros (217), assim como
no tecido cutaneo (65). Ao avaliarmos os capilares nutritivos do leito periungueal de 189
mulheres sem diagnéstico de DM2 ou HAS, com ampla faixa etéria, de 12 a 64 anos, e IMC
médio de 30,5 kg/m2, a circunferéncia da cintura e o IMC apresentaram associacdo com a
funcdo microvascular (74), assim como o fluxo sanguineo miocérdico de mulheres obesas na
pGs-menopausa correlacionou-se negativamente com a CA e o IMC (218). Tem sido proposto
gue o aumento do volume da gordura visceral seria o principal responsavel pela disfuncéo
endotelial existente em obesos (219;220), porém os mecanismos fisiopatolégicos ndo estdo
totalmente esclarecidos. Em modelos experimentais desenvolvidos para o estudo da
obesidade, a reducdo da biodisponibilidade do NO ja estd bem documentada (221) e diversas
causas tém sido aventadas, dentre elas podemos citar, 0 aumento do estresse oxidativo celular
induzido por diversas condi¢des patolégicas, como a resisténcia insulinica (222), a
hiperglicemia (223), a HAS (224), a producdo ou ativagdo de citocinas inflamatdrias pelo
tecido adiposo (225) e alteragdes no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (226).

A privagdo estrogénica também apresenta associacdo com a disfuncdo endotelial.
Mulheres submetidas a ooforectomia bilateral apresentam piora da funcdo endotelial
(227;228), mesmo se avaliadas em curto periodo de tempo apds a cirurgia (229). Mulheres
jovens com baixos niveis de estrogénio enddgeno, como as com menopausa precoce (230),
com amenorréia atlética (231) ou com hipogonadismo central (232) também demonstram

piora da funcdo endotelial. Vérios estudos (233-235) comprovam que mulheres poés-
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menopausicas saudaveis (53 a 58 anos) apresentam diminuicdo da vasodilatagdo dependente
do endotélio em comparacdo aquelas na pré-menopausa (30 a 35 anos). Assim, as pacientes
do nosso estudo, caracterizadas pelo excesso de peso e baixos niveis plasmaticos de estradiol,
apresentam condicOes que estdo relacionadas a disfuncdo endotelial, que por sua vez é um
indicador progndstico de eventos cardiovasculares testado em diversas populagdes (236-238),
inclusive em mulheres na pds-menopausa (239).

A disfuncdo endotelial representa o primum movens do processo aterosclerético e da
remodelacdo vascular. Estes processos sdo as causas do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares clinicamente relevantes (240;241). Desta maneira, 0 endotélio vem se
consolidando como um novo alvo terapéutico e diversas pesquisas estdo sendo realizadas com
0 intuito de encontrar intervengdes que consigam reverter ou amenizar a disfuncdo endotelial,
visando assim, uma provavel diminuicdo de eventos cardiovasculares.

Nosso estudo demonstrou que o uso de estradiol transdérmico em uma populacao de
mulheres com excesso de peso e menopausa recente promoveu melhora da funcéo
microvascular em arteriolas de resisténcia do leito vascular braquial e em capilares nutritivos
do leito periungueal, assim como reduziu os niveis de marcadores inflamatdrios endoteliais.
No tecido muscular, 0 uso do estrogénio promoveu aumento do fluxo sanguineo tanto em
condicdes basais (FSAy), quanto apds estimulo dependente (FSAc1 € FSAcz34) € independente
do endotélio (FSANTc). Além disso, houve melhora da reatividade microvascular no leito
periungueal tanto em condicGes basais (VDH) quanto na hiperemia reativa (VDHax), € ainda
reducdo nos niveis de ICAM-1 e E-selectina sollveis. Todos estes achados demonstraram que
o estradiol transdérmico exerce efeitos benéficos sobre a funcdo endotelial de mulheres com
menopausa recente e excesso de adiposidade corporal. A comparacao dos nossos achados com
o de outros autores é uma tarefa dificil, uma vez que muitos fatores que podem influenciar a
funcdo endotelial e diversas divergéncias entre os estudos estdo presentes, como por exemplo,
as caracteristicas clinicas ou laboratoriais da populacdo em estudo, assim como o tipo, a dose
e a via de administracdo da THM utilizada. Além disso, a técnica e 0 método utilizados para
aferir a fungéo endotelial também s&o bastante divergentes entre 0s estudos, o que pode gerar
resultados diferentes. Desta maneira, tomamos o cuidado de descrever as principais
caracteristicas da populagéo de cada estudo citado, assim como a THM utilizada.

Dados que avaliam o efeito da THM sobre a microcirculagdo com os mesmos métodos

gue utilizamos sdo escassos e foram realizados em mulheres saudaveis, com peso dentro da
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normalidade, além de associarem 0 uso de progesterona ao de estrogénio. Haengii e
colaboradores demonstraram através da VCLP um aumento do fluxo sanguineo capilar basal
do leito periungueal tanto com o uso do estradiol oral quanto com o transdérmico. Entretanto,
diferente do nosso estudo ambas terapéuticas foram associadas & didrogesterona (95). Em
estudos realizados com a POV (96;100), o uso de EEC associado a MPA ndo provocou
diferencas no FSA basal e no FSAnts, apenas demonstrou aumento do FSA durante a
hiperemia reativa comparado ao placebo, porém o fato das mulheres ndo serem obesas, o tipo
de estrogénio utilizado e a associa¢do da progesterona dificulta a comparagdo com 0S nossos
resultados. Mulheres na p6s-menopausa magras parecem apresentar uma morfologia vascular
mais preservada comparada as obesas (218;242), podendo justificar o efeito neutro da THM
sobre 0 FSANTs. Embora existam controveérsias (164), é possivel que a progesterona anule os
efeitos benéficos do estrogénio sobre a funcdo endotelial, principalmente a MPA (86;243).
Deve-se considerar ainda que o EEC comparado ao estradiol, parece apresentar menor efeito
na expressdo da eNOS e producdo de NO (244), e consequentemente, exercer um menor
efeito vasodilatador.

Devemos ressaltar que estudos que avaliaram o efeito da terapéutica isolada do
estrogénio sobre a funcdo endotelial foram realizados em populagcbes ou com métodos
diferentes ao do nosso estudo. Em mulheres com peso normal, o uso isolado de estrogénio
aumentou o FSA tanto apds infusdo de ACh quanto de NPS na artéria braquial com o uso do
estradiol oral, enquanto ndo houve diferencas com a administracdo transdérmica comparado
ao placebo (98). Cabe ressaltar que os niveis de estrogénio foram duas vezes maior no grupo
que fez uso da terapia oral comparado ao grupo da terapia transdérmica (98). Porém, outros
estudos demonstraram efeitos positivos do estrogénio transdérmico sobre a reatividade da
artéria braquial (FMD), avaliada pela ultrassonografia (89;245).

Em mulheres obesas, o0 uso de EEC isolado (99) ou associado a progesterona
micronizada (102), sem e com fatores de risco cardiovascular, respectivamente, néo
demonstrou qualquer efeito sobre o fluxo sanguineo do miocéardio, no entanto as participantes
apresentavam idade mais avangada (60 anos), assim como maior tempo de menopausa (10
anos) do que a nossa populacgdo, fatores estes, que parecem estar relacionados a resposta
estrogénica vascular diminuida (246) e pior desfecho cardiovascular (247).

Até a presente data ndo conhecemos estudos que avaliaram os efeitos do estradiol

transdérmico isolado sobre a reatividade vascular em mulheres com excesso de peso, faixa
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etaria e tempo de menopausa semelhante ao da nossa populacéo, porém, existem dados com o
uso do estrogénio oral associado a progesterona. Em mulheres com sobrepeso, IMC de 27
kg/m2, com ou sem HAS, o uso de EEC associado a MPA ou a progesterona micronizada
durante dois meses aumentou a FMD da artéria braquial (248). Assim como em mulheres com
diagndstico de sindrome metabdlica e IMC de 27 kg/m?, o uso de 1mg de estradiol associado
a 2mg de drospirenona também promoveu essa resposta positiva na FMD (249). Um estudo
interessante foi o Estrogen in the Prevention of Atherosclerosis Trial (EPAT) que avaliou o
efeito do estradiol oral em 222 participantes que foram submetidas a ultrassonografia
carotidea para mensuracdo da espessura média-intimal na prevencdo da aterosclerose por um
periodo de dois anos (250). Em uma subandlise deste estudo, selecionando apenas mulheres
obesas sem uso de hipolipemiantes, houve diminuicdo da progressdo da espessura média-
intimal no grupo do hormdnio comparado ao placebo, um dado relevante que sugere melhora
da fungdo endotelial (251). No entanto, em mulheres com excesso de peso e com DM2, o uso
de EEC ou estradiol oral demonstrou efeitos respectivamente, neutro e negativo, sobre a FMD
da artéria braquial e a microcirculacdo cutanea (97;252).

Baseado nestes resultados, podemos inferir que a THM parece exercer efeitos
endoteliais benéficos em populacdes especificas. Mulheres saudéaveis com baixo risco
cardiovascular e aquelas com menopausa recente se beneficiam da terapia estrogénica,
enquanto diabéticas ou mulheres com inicio da reposicdo estrogénica apds longo tempo da
menopausa ndo teriam o mesmo beneficio. Tal fato demonstra que a reatividade endotelial ao
estrogénio parece depender principalmente de trés fatores: tempo do inicio da reposicao
estrogénica apds a menopausa, grau de aterosclerose e idade.

Algumas evidéncias ajudam a elucidar possiveis causas dos efeitos divergentes do
estrogénio sobre a funcdo endotelial em diferentes populacbes. Em modelo animal, o tempo
da privacdo dos hormdnios ovarianos antes da reintroducdo do estrogénio influencia a acao
deste sobre a funcdo endotelial e o relaxamento vascular em vasos sadios, fazendo com que
ratos apOs oito meses da ooforectomia ndo apresentem os efeitos vasculoprotetores do
estrogénio observados nagueles que iniciaram a terapia estrogénica com um e quatro meses da
ooforectomia (253). Em primatas hipercolesterolémicos foi demonstrado que a eficacia do
estrogénio em prevenir a progressao da placa aterosclerdtica estava inversamente relacionada
com a duragdo do periodo de privacéo estrogénica apds ooforectomia (254). Estudo in vitro de

cultura de células endoteliais demonstrou que a expressdo do ER-a diminui apds privagdo
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estrogénica (255), assim como em espécimes de artérias coronérias de mulheres, foi
identificada expressdo dos ERs na maioria das artérias normais, enquanto que nas artérias
aterosclerdticas uma minoria expressou 0s ERs (256). A idade é o fator de risco mais
importante para o desenvolvimento da aterosclerose e suas complicagdes. A placa de ateroma
altera diretamente a funcdo endotelial, sendo que a vasodilatagdo estimulada pela ACh
correlaciona-se inversamente com a porcentagem de infiltracdo aterosclerdtica da parede
arterial (257). Além disso, o 27-hidroxicolesterol, um abundante metabdlito do colesterol, que
se eleva na hipercolesterolemia e é encontrado nas lesdes aterosclerdticas, € um antagonista
competitivo da acdo dos ERs na vasculatura, podendo ser mais um fator que contribui para a
perda das acdes protetoras do estrogénio em artérias doentes (258). Com base nesses achados,
a expressao dos ERs € menor quanto maior o grau de aterosclerose e o tempo de privacéo
estrogénica.

Nossa populagdo, composta por mulheres com excesso de peso, menopausa recente e
predominantemente com risco cardiovascular baixo a intermediario, segundo o ERF,
apresenta um endotélio responsivo ao estrogénio. Uma vez que com 0 uso da terapia proposta
ndo houve mudancas significativas na CA, IMC, PCR-US e perfil lipidico, fatores que
sabidamente podem influenciar a reatividade endotelial, a melhora das variaveis avaliadas
ocorreu provavelmente pelas acdes benéficas do estradiol. Podemos especular que essa agdo
benéfica se deu sobre a producdo, liberacdo e biodisponibilidade dos fatores vasodilatadores
derivados do endotélio, tais como NO, PGI2 e EDHF, bem como na inibicdo dos fatores
vasoconstritores, como a ET-1 (259).

Diversos estudos também investigaram os efeitos da THM sobre a funcdo endotelial
utilizando marcadores inflamatorios relacionados a funcdo endotelial como método de
avaliacdo de sua eficicia. Estudos in vitro e em modelos animais demonstram que o
estrogénio diminui a expressao das moléculas de adesdo (260;261). Em mulheres saudaveis na
pOs-menopausa, o estradiol transdérmico isolado ou combinado com MPA diminuiu 0s niveis
sollveis de ICAM-1 (262). O uso de EEC associado a MPA ou a progesterona micronizada
também demonstrou de modo consistente a reducdo dos niveis de E-selectina, ICAM-1 e
VCAM-1 (158;263-265). Os beneficios parecem ser independentes da dose ou rota de
administracdo do estrogénio e/ou progesterona (266). Este efeito do estrogénio de reduzir os
niveis das moléculas de adesdo, em especial da VCAM-1, é regulado pela inibicdo da

interleucina-1 (267). Deve-se ressaltar que tal beneficio parece ndo ocorrer naquelas mulheres
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com DM2, onde alguns estudos ndao observaram reducdo dos niveis das moléculas de adesao
com o uso da THM (252;268;269).

Existem muitas evidéncias na literatura que demonstram o efeito neutro do estradiol
transdérmico sobre os niveis da PCR (160;270), enquanto a terapia oral promove elevacdo dos
seus niveis (158;270;271). Estes diferentes efeitos sobre a PCR conforme a via de
administracdo do estrogénio provavelmente ocorre pelo metabolismo hepéatico de primeira
passagem, assim como, a administracao transdérmica do estradiol parece exercer uma menor
influéncia no sistema de coagulacdo do que a oral (22;176;177). Essa Gltima é a provavel
explicagdo de muitos autores para uma menor incidéncia de eventos trombdticos com o uso
transdérmico da terapia hormonal (46;50;272). Corroborando esses dados, em nosso estudo
ndo houve variagdes significativas dos niveis da PCR-US e do PAI-1.

Grandes ensaios clinicos demonstram efeitos benéficos da THM no metabolismo dos
carboidratos. Em uma subanélise do estudo PEPI (110), que comparou o uso do placebo com
diversos tipos de THM (EEC isolado, EEC associado a MPA continuo, EEC associado a
MPA ciclica e EEC associado a progesterona micronizada ciclica), avaliando 788 mulheres
com idade média de 56 anos e IMC de 26 kg/m?, houve diminui¢do dos niveis de insulina e
glicose de jejum naquelas em terapia hormonal em comparacdo ao grupo placebo, embora
durante 0 TOTG, os grupos em uso da THM apresentaram aumento da glicemia. Enquanto os
efeitos da THM sobre a GJ mostraram-se mais evidente entre as mulheres com concentracdes
mais elevadas de insulina no jejum e na primeira hora apés a sobrecarga glicémica. Avaliando
mulheres mais velhas com doenca coronariana, com maior IMC e RCQ, ou seja, mulheres
com maior risco para desenvolverem DM2, o estudo HERS (273) randomizou 2763 mulheres
para receberem EEC associado a MPA ou placebo. A GJ aumentou significativamente nas
mulheres em uso de placebo durante um seguimento de 4,1 anos e ndo se alterou no grupo da
THM. Este resultado foi ainda mais evidente quando avaliado apenas um subgrupo de
participantes diabéticas. Um dado de grande relevancia foi a observacdo de que a incidéncia
de DM2 diminuiu em 35% no grupo em uso da terapia hormonal. Se tracarmos um
paralelismo, este dado é muito expressivo, uma vez que o uso da metformina, 850mg duas
vezes ao dia, diminuiu a incidéncia de DM2 em 31% no Diabetes Prevention Program. O
estudo WHI (126) também encontrou diminuicdo em 21% na incidéncia de DM2 no grupo
gue usou THM comparado ao placebo, além de menores taxas de glicose e insulina em jejum

e reducdo no HOMA-IR ap6s um ano de tratamento. Nenhum destes trés grandes ensaios
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clinicos citados encontrou justificativa para melhora da sensibilidade insulinica baseado em
mudancas da CA ou IMC.

O estrogénio atua sobre o metabolismo dos carboidratos em diversas vias de
sinalizacdo celular e em diferentes 6rgdos e tecidos. J& foi demonstrado que o estradiol
estimula a fosforilagdo de substratos do receptor de insulina, da PI3K/Akt e da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), mecanismos estes que estimulam a captacdo celular de
glicose (274). Além disso, o estrogénio estimula a expressdo do GLUT4 via ER-a no musculo
esquelético (121), a producdo e secrecdo da insulina pelo péancreas (120), além de
desempenhar um efeito antiapoptotico nas células B pancreaticas (275). No figado, o
estrogénio tanto inibe a producédo glicose (116;276) quanto estimula a depuracdo da insulina
(277;278), além de diminuir os niveis de acidos graxos livres plasmaticos (133;279),
contribuindo para uma melhora na sensibilidade insulinica (280).

O uso de estradiol transdérmico por trés meses em nosso estudo nédo alterou 0s niveis
de glicose e insulina em jejum, porém promoveu reducdo do HOMA-IR. Tal fato demonstra
que possivelmente houve melhora na sensibilidade insulinica hepéatica naquelas em uso de
THM. Embora os niveis de glicose e insulina aos 60 e 120 min no TOTG também néo
demonstrassem diferencas, houve melhora de indices derivados do TOTG - AUC da insulina
e o ISl Belfiore, que avaliam principalmente a sensibilidade insulinica muscular. Deve-se
ressaltar que Matsuda e colaboradores demonstraram uma boa correlacdo (r = 0,654) do ISl
Belfiore com o CEH em populagdo ndo diabética (281).

Avaliando ensaios clinicos com menor nimero de participantes, porém utilizando o
CEH como método de afericdo da sensibilidade insulinica, o uso de EEC associado a MPA
em mulheres ndo obesas causou piora da sensibilidade insulinica (129;130;282). O uso de
estradiol oral associado a NETA apresentou efeito neutro ou negativo na sensibilidade
insulinica (137;139;140), enquanto o uso de estradiol transdérmico associado a mesma
progesterona ndo demonstrou qualquer efeito (128). O uso isolado do estradiol oral exerceu
efeito neutro ou negativo (135;141), enquanto o uso do estradiol transdérmico ndo afetou o
metabolismo glicémico (128;133;138). Apenas a associacdo do estradiol transdérmico com a
didrogesterona promoveu melhora da sensibilidade insulinica avaliada pelo CEH (138;283). E
importante ressaltar que dois destes estudos foram realizados em mulheres com DM2
(137;283). Deste modo, parece que 0 estrogénio transdérmico mostrou ser 0 mais seguro com

relacdo ao metabolismo glicémico comparado ao oral.
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Avaliando outros desfechos, que ndo seja a captacdo de glicose periférica avaliada
pelo CEH, podemos extrair outras informacdes dos efeitos da THM sobre o metabolismo
glicémico, principalmente se selecionarmos estudos onde as participantes apresentavam
caracteristicas clinicas ou laboratoriais de resisténcia insulinica. Um destes estudos (138),
avaliou em 21 mulheres com IMC de 27 kg/m?, o uso de estradiol patch 50 pg/dia por trés
meses. Apds este periodo, associava-se didrogesterona oral para um seguimento de mais trés
meses. As avaliacdes foram realizadas no basal, ap6s o uso de estradiol isolado e apos trés
meses da associacdo da progesterona. As mulheres foram subdivididas em
normoinsulinémicas (n=12) e hiperinsulinémicas (n=9) conforme a AUC da insulina. Apoés a
terapia hormonal, a AUC da glicemia no TOTG néo apresentou diferenca comparada ao basal
em todos os grupos de participantes. A AUC da insulina apresentou diminuicdo tanto com o
estradiol isolado quanto associado a progesterona, porém apenas nas hiperinsulinémicas,
assim como houve aumento da depuracéo insulinica hepética apenas neste grupo. A AUC do
peptideo-C aumentou tanto nas normoinsulinémicas quanto nas hiperinsulinémicas. A
utilizacdo periférica da glicose durante o CEH aumentou apenas na associacao das terapias,
ndo demonstrando efeito significativo com o estrogénio isolado. Cuccinelli e colaboradores
concluiram com esse estudo que o uso transdérmico do estrogénio isolado ou associado a
didrogesterona reduz a hiperinsulinemia provocada pela sobrecarga glicEmica em mulheres na
pGs-menopausa com resisténcia insulinica. De acordo com este resultado, o uso por 12 meses
de valerato de estradiol oral associado a didrogesterona a cada trés meses em 31 mulheres ndo
diabéticas obesas com IMC de 32 kg/m?, foi capaz de diminuir os niveis de glicose e insulina
em jejum comparado aos valores basais, assim como 0 HOMA-IR. Além disso, apesar de no
TOTG ocorrer um aumento da AUC da glicemia e dos niveis de peptideo-C ap6s 30 min da
sobrecarga glicémica, houve diminuicdo dos niveis de insulina aos 60 e 120 min do TOTG,
além da AUC da insulina apresentar uma tendéncia a redu¢do (P=0,07). A depuracgdo hepatica
da insulina no jejum aumentou comparada ao valor basal e ndo houve diferenca na
sensibilidade insulinica aferida pelo CEH (142). Deste modo parece que alguns tipos de
THM, principalmente em mulheres com resisténcia insulinica, tanto promove um aumento da
secrecdo pancreatica insulinica, observada pelo aumento dos niveis de peptideo-C, como
aumenta sua depuracdo. Assim, a populacdo que parece mais se beneficiar dos efeitos da

reposicdo estrogénica sobre a homeostase glicémica, ou pelo menos qual o efeito € mais
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aparente, é a que apresenta algum grau de resisténcia insulinica, embora ainda existam
controvérsias (284-286).

Aproximadamente 65% das participantes do nosso estudo apresentavam resisténcia
insulinica baseado no HOMA-IR (287). Porém com a metodologia empregada em nosso
estudo, ndo temos como confirmar se a reducdo dos niveis de insulina ocorreu por uma
melhora da acdo insulinica nos tecidos periféricos ou se foi por um aumento em sua
depuracdo. Se este achado apresenta alguma relevancia clinica, ndo sabemos, no entanto, a
inducdo de hiperinsulinemia cronica fisiolégica em ratos (288) e em humanos (289)
demonstrou alterar alguns mecanismos de acgdo insulinica através de uma redugdo da
supressdo de &cidos graxos livres plasmaticos e menor utilizacdo da glicose periférica
(288;289). Assim, é possivel que a reducdo nos niveis de insulina encontrado em nossa
populacdo, possa trazer beneficios ao metabolismo glicémico, justificando talvez, a menor
incidéncia de DM2 encontrada em grandes estudos clinicos (126;273).

A menopausa esta associada a um aumento acelerado da rigidez vascular das grandes
artérias relacionado com a idade (290) e mulheres na pds-menopausa tém niveis superiores de
pressdo arterial sistémica, tanto em repouso quanto em resposta ao estresse mental ao
compara-las com aquelas na pré-menopausa de mesma idade (291;292). Este aumento da
pressdo arterial poderia explicar parcialmente o aumento do risco de eventos cardiovasculares
observados nesta populacdo (29). No entanto, em mulheres saudaveis ou com doenca
coronariana estabelecida alguns grandes estudos clinicos encontraram aumento da PAS com a
reposicdo de EEC isolado ou associado a progesterona (13;43). O estudo WHI constatou que
apos seguimento das participantes por dois anos havia um aumento significativo na PAS. Ao
comparar 0s grupos que usaram EEC associado a MPA e aquelas que usaram EEC isolado
com o placebo, este aumento na PAS foi de 1,5 e 1,1 mmHg, respectivamente, entretanto ndo
houve diferencas na PAD (43). Avaliando esses resultados, sugere-se que o uso de estrogénio
oral poderia desencadear um aumento da PAS, porém, cabe ressaltar que estes ensaios
clinicos utilizaram EEC na THM, que contém uma elevada porcentagem de derivados equinos
(30-40%) e outros componentes de origem animal que ndo sdo naturalmente produzidos no
humano. Tal fato pode ser o responsavel pelo efeito negativo dos EEC na pressdo arterial,
além disso a administracdo oral pode promover aumento dos niveis hormonais de maneira
suprafisiologica no figado, o que altera a sintese de proteinas ou substancias capazes de

exercer alguma influéncia nos niveis pressoricos.
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Ainda ndo ha um grande estudo avaliando o efeito do uso do estrogénio transdérmico
sobre 0s niveis pressdricos, porém na analise conjunta de estudos randomizados e controlados
com placebo a pressdo arterial permaneceu clinicamente inalterada. Em estudos que
utilizaram a monitorizagdo ambulatorial da presséo arterial por 24 horas (MAPA 24h) como
método de aferi¢do, houve reducdo de 4-5 mmHg na PAS e de 2-3 mmHg na PAD (293-299)
com o uso deste estrogénio. A reducdo foi observada tanto em normotensas (294;300;301)
quanto em hipertensas (296). Nossos resultados demonstraram uma reducdo de 7 mmHg na
PAS e 5 mmHg na PAD, o que possivelmente promoveria redugédo de risco cardiovascular
nessa populacédo se analisado isoladamente. Modena e colaboradores observaram que a adigéo
do estrogénio transdérmico a terapia antihipertensiva também é capaz de promover uma maior
reducdo da massa ventricular esquerda comparada aquelas que usaram apenas
antihipertensivos (299), sugerindo um papel protetor deste estrogénio sobre 0s niveis
pressoricos.

Diferentes mecanismos fisiopatoldgicos tém sido estudados para explicar o possivel
efeito divergente da administracdo oral ou transdérmica do estrogénio sobre a pressédo arterial.
Dentre estes mecanismos podemos citar 0 SRAA, o sistema nervoso simpético, as
concentracOes do fator-1 de crescimento insulina-simile (IGF-1) e efeitos na rigidez arterial.
O estrogénio oral aumenta a producdo hepatica de angiotensinogénio (302), com simultaneo
aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina Il, o que poderia justificar um aumento da
pressdo arterial, apesar de ndo exercer alteragdes nos niveis de renina plasmatica ou da
atividade da enzima conversora de angiotensina (302;303). O estrogénio transdérmico néo
interfere na producdo hepética de angiotensinogénio (302) e ndo altera os niveis circulantes de
renina ou aldosterona (294;304). Porém, em mulheres na p6s-menopausa submetidas a uma
sobrecarga oral de sal, o estradiol transdérmico atenuou o aumento da pressdo arterial,
sugerindo um possivel efeito protetor (305). Em mulheres saudaveis na p6s-menopausa a
administracdo de estrogénio transdérmico diminuiu a atividade do sistema nervoso simpatico,
um estimulo neural para a liberagdo de noradrenalina (300;306;307), com isso, diminuindo 0s
niveis plasmaticos de catecolaminas em repouso (308) ou em resposta ao estresse mental
(309), enquanto o estrogeno oral ndo desempenhou efeito significativo (300;306;307). A
reducdo da atividade simpatica com o estrogénio transdermico foi associada com uma reducéo
significativa na pressao arterial, evidente apenas com o uso crénico da medicacdo e ndo com a

administragdo aguda, 0 que sugere um mecanismo gendmico para essa acdo (300). O
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estrogénio oral diminui a sintese hepética de IGF-1 (310), enquanto o transdérmico néo
exerce essa influéncia (311). A administracdo de IGF-1 diminui a atividade simpatica e a PA
em ratos (312), assim como a deficiéncia deste fator de crescimento esta associada com
hiperatividade simpatica e elevacdo da PA em humanos (313). Outro mecanismo que poderia
explicar a reducdo da PAS é a demonstracdo de que a administragcdo do estrogénio diminuiu a
rigidez arterial observada através de reducédo na velocidade de onda de pulso aortica (293) e
exerceu um aumento da complacéncia arterial carotidea avaliada por ressonancia magnética
(314). Um estudo indicou que o estrogénio transdérmico foi mais eficaz do que o oral para
reduzir indices de rigidez adrtica (315), embora existam controvérsias (316). Apesar de ndo
ser 0 objetivo deste trabalho o estudo dos mecanismos que geraram os efeitos benéficos
observados nos niveis pressoricos, acreditamos que a reducdo desses se deu pelo efeito
vasodilatador do estrogénio com consequente diminuicdo da resisténcia vascular periférica,
demonstrados pela POV, associado a uma provavel melhora da complacéncia arterial e/ou
diminuicdo da atividade simpatica.

A viscosidade do sangue é um fator preditor de doencas cardiovasculares, como HAS
e AVE (317). Diversas variaveis podem exercer influéncia sobre a viscosidade sanguinea,
incluindo o hematdcrito, a agregacao dos eritrdcitos e ainda a viscosidade plasmatica (317-
321). Um dos principais determinantes da viscosidade plasmaética sdo os niveis de
fibrinogénio (322). Enquanto a visao tradicional postula que um aumento da viscosidade do
sangue tem sempre um impacto negativo sobre a perfusao tecidual (323), uma hipdtese mais
recente sugere que um pequeno aumento da viscosidade teria efeitos benéficos por aumentar a
tensdo de cisalhamento sobre o endotélio e com isso estimular a producdo de substancias
vasodilatadores derivadas do endotélio, com consequente melhora da perfusdo tecidual (324-
326). Nossos resultados demonstraram reducdo da viscosidade plasmatica e da viscosidade
sanguinea com hematdcrito nativo no grupo ET comparado ao basal. No entanto, quando a
viscosidade sanguinea é corrigida pelo valor do hematocrito esta reducédo perde a significancia
(P=0,07). A viscosidade relativa, obtida a partir da subtragdo da viscosidade sanguinea
corrigida pelo hematocrito pela viscosidade plasmatica, com a finalidade de avaliar
principalmente as propriedades mecénicas dos eritrocitos, como sua deformabilidade, também
ndo demonstrou diferencas entre os grupos. Estes dados sugerem que a reducdo da
viscosidade observada em nosso estudo ocorreu principalmente por alteracdo de algum

componente plasmatico. Alguns estudos demonstraram reducgdo da viscosidade plasmatica em
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mulheres na pds-menopausa apos administracdo da THM (327), tanto com o uso do estradiol
oral isolado (185) quanto com o transdérmico associado a MPA (186;328;329). A reducao da
viscosidade foi correlacionada com a reducéo dos niveis de fibrinogénio (185;327), efeito ja
bem demonstrado em mulheres que fazem a THM (40;330;331), inclusive com 0 estrogénio
transdérmico (332;333). Embora ndo tenhamos observado correlagbes das viscosidades
sanguinea e plasmatica com as varidveis microvasculares em nossos resultados, podemos
notar uma correlacdo positiva com os niveis soltveis de ICAM, sugerindo que a diminuicéo
da viscosidade sanguinea ou plasmatica apds o uso do estrogénio estaria relacionada a uma
menor ativacdo endotelial, e talvez, desta maneira justificando a reducdo nos niveis de
fibrinogénio encontrado por alguns estudos (332;333).

A disfuncdo microvascular esta presente na obesidade, na HAS e em estados de
resisténcia a insulina. As anormalidades microvasculares encontradas nestas patologias
ocasionam uma piora da perfusdo tecidual, condi¢do esta sisttémica, que afeta multiplos
tecidos e 6rgdos (334-336), estando envolvida com lesdes e complicacbes em varios leitos
vasculares, como retinopatia, acidente vascular cerebral lacunar, microalbumindria e
insuficiéncia cardiaca (334). A disfuncdo microvascular € um indicador prognostico e
aumenta a incidéncia de eventos cardiovasculares (68;69) . O ERF esta inversamente
correlacionado com o recrutamento capilar da pele (73), densidade cutanea capilar maxima
(337) e reserva do fluxo coronario (338). Uma nova hipdtese sugere que as alteracdes
microvasculares presentes na obesidade ndo seriam apenas consequéncia desta, mas estariam
envolvidas na génese de suas complicacGes como a HAS e a resisténcia insulinica (339;340).

Durante muitos anos a rarefacdo microvascular foi reconhecida como uma alteragéo
secundaria a elevacdo sustentada da pressdo sanguinea (334), porém, atualmente ha
evidéncias de que as alteracfes na microcirculacdo precedem o aumento na pressao arterial e
portanto, pode ser um componente causal. Estudos prospectivos, com base populacional,
demonstram que um menor diametro arteriolar da retina em individuos normotensos de meia-
idade foi capaz de predizer o desenvolvimento de HAS (341;342). Em modelos matematicos
baseados na microcirculagdo, foi observado uma relacdo exponencial entre o numero de
capilares e arteriolas com a resisténcia vascular (343). Uma rarefacdo superior a 42% (dentro
da faixa observada em humanos hipertensos) pode aumentar a resisténcia vascular tecidual em
21% (344). Assim, parece provavel que as anormalidades microvasculares na obesidade

podem tanto causar quanto contribuir para o desenvolvimento da HAS (345).
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No endotélio de individuos saudaveis, a insulina em concentracdes fisioldgicas atua
como um vasodilatador por estimular a producdo endotelial de NO, além de ativar a via da
PI3K e regular a producdo da NO insulino-dependente (346). Consequentemente, além de sua
acdo metabolica, a insulina apresenta acdo hemodindmica. Na microcirculacdo do tecido
muscular, este estimulo a vasodilatacdo em arteriolas pré-capilares, por reducdo do tdnus
arteriolar pre-capilar e/ou alteracdo da vasomotricidade arteriolar, determina um aumento no
recrutamento capilar. Tal fato resulta em uma maior area de perfusdo tecidual e pode
promover a liberacdo da propria insulina e de seu substrato aos tecidos insulino-sensiveis em
maior quantidade. A agdo hemodindmica da insulina determina um aumento do fluxo
sanglineo total (347) e paralelamente ocorre aumento na captacdo de glicose insulino-
mediada (348;349). Foi demonstrado que esse aumento na captacdo de glicose precede o
aumento do fluxo sanguineo total. Isto sugere que a atuacdo da insulina no recrutamento
capilar funcional precede o aumento de fluxo sanguineo total e direciona o fluxo
microvascular de sitios ndo-nutritivos para nutritivos, com subsequente aumento de superficie
tissular de troca, ocasionando uma maior captacdo de glicose em tecidos sensiveis (350;351).
No entanto, em estados de resisténcia insulinica, a sinalizacdo insulinica endotelial encontra-
se alterada. A insulina passa a ativar predominantemente outa via de sinalizacdo, a da MAPK,
gue aumenta a producdo de ET-1 por intermédio de ERK1/2 (352). Assim, em estados de
resisténcia insulinica, tanto o recrutamento capilar durante a hiperemia reativa quanto a
vasomotricidade microvascular dos tecidos muscular e cutdneo encontram-se comprometidos
(353;354). Um estudo muito interessante demonstrou que a piora da sinalizacdo insulinica nas
células endoteliais, devido a reducdo na expressdo dos substratos do receptor da insulina 2
(IRS2) e fosforilacdo da eNOS insulino-mediada, causou atenuacdo do recrutamento capilar e
consequentemente reduziu a captacdo de glicose pelo masculo esquelético. A restauracdo da
fosforilagdo da eNOS insulino-mediada reverteu completamente a reducdo do recrutamento
capilar e a captacdo de glicose pelo musculo esquelético em ratos com knockout do IRS2
(355). Desta maneira, a “resisténcia insulinica microvascular” pode contribuir para uma
reducdo na captacdo total de glicose em tecidos insulino-sensiveis (355). Recentemente, uma
metanalise realizada por Muris e colaboradores demonstra a capacidade preditora para 0 DM2
de populagdes com disfuncdo microvascular, analisadas através de quatro metodologias

distintas (356), e corrobora achados descritos acima.
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Em nosso estudo, os niveis de estradiol apresentaram correlagdes com as variaveis
microvasculares em estado de repouso e realizando as correlacdes apenas com as participantes
do grupo ET, os niveis de estradiol também se correlacionaram com a RV periférica durante a
hiperemia reativa, um dado que fortalece os efeitos positivos do estrogénio sobre a
microcirculacdo. Avaliando todas as participantes, houve correlacdo negativa dos niveis de
estradiol com os niveis soltveis de ICAM-1, justificando um provavel efeito antiinflamorio.
Além disso, os niveis de estradiol também se correlacionaram negativamente com a PAD e
HOMA-IR, sugerindo um efeito protetor cardiometabolico importante do estrogénio.
Podemos observar que o fluxo microvascular muscular correlacionou-se positivamente com o
ISI Belfiore e negativamente com o0s niveis pressoricos e 0 HOMA-IR, reforcando a hipétese
de que a funcdo microvascular, a pressao arterial e a sensibilidade insulinica estdo integradas.
Nesse sentido, também observamos que a PAS e a PAD apresentaram correlacdo negativa
com o ISI Belfiore. O aumento do fluxo sanguineo microvascular causado pelo estradiol
transdérmico ndo significa necessariamente que houve um aumento do recrutamento capilar
(357;358), porém como houve diversas correlagdes entre as variaveis microvasculares e
metabdlicas sugere-se que o estradiol pode ter promovido aumento no recrutamento capilar,
seja atraves de uma melhora na sensibilidade insulinica e/ou pela diminuicdo da RV
periférica. Essa afirmacdo pode ser validada com dados previamente publicados em sujeitos
saudaveis submetidos a um estimulo da fase cefalica da digestdo utilizando como sitio de
estudo o tecido cutdneo, onde observou-se aumento do recrutamento capilar
concomitantemente com o incremento do fluxo microvascular e reducdo do tempo de
reperfusdo microvascular (359). Com base nessa afirmacdo deveriamos observar uma
associacdo entre a sensibilidade insulinica e a fun¢do microvascular no grupo ET, entretanto
este grupo ndao manteve as correlacbes do HOMA-IR e do ISI Belfiore com as variaveis
microvasculares.

Devemos ressaltar que os niveis de estradiol correlacionaram-se positivamente com 0s
niveis de SHBG e avaliando apenas as correlagbes no grupo ET, os niveis de estradiol
também se correlacionaram negativamente com os de testosterona livre (tho = -0,57). E
descrito que um baixo nivel de SHBG é um fator de risco independente para o
desenvolvimento de DM2 (360;361) e mulheres na poés-menopausa com DM2 parecem ser
relativamente hiperandrogénicas em comparacdo a mulheres sauddveis da mesma idade e

IMC (362). Observa-se também que mulheres com sindrome dos ovarios policisticos,
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caracterizadas por um hiperandrogenismo, apresentam maior risco para o desenvolvimento de
DM2 (363). Desta maneira, postula-se que a resisténcia insulinica poderia ser uma
consequéncia dos efeitos androgénicos (364). O uso de androgénios em mulheres transexuais
(365) e em pacientes com anemia aplésica (366) pode desencadear resisténcia insulinica e ser
parcialmente revertida com a administracdo de estrogénio (137). No entanto, em nossa
populacéo os niveis de SHBG e testosterona livre ndo se correlacionaram com as variaveis do
metabolismo glicémico.

Um dado interessante do nosso estudo é que mesmo com o uso do placebo as mulheres
apresentaram uma reducdo significativa dos sintomas da menopausa testadas pelo IMKB.
Acreditamos que o efeito placebo associado ao acompanhamento frequente das participantes,
realizado por contato telefénico semanal e consultas mensais, pode ter contribuido para este
resultado.

Como limitagdes do estudo podemos citar o uso de antihipertensivos pelas
participantes, onde alguns exercem efeitos sobre a funcdo endotelial, o que pode ter
influenciado nossos resultados, porém, além da randomizagdo, tentamos contornar esta
situacdo ndo alterando as medicacBes durante o periodo de avaliacdo e selecionando
participantes que estavam no minimo a trés meses com 0 mesmo esquema antihipertensivo.
Deve ser enfatizado que nossa populacdo, devido suas caracteristicas, apresenta alta
prevaléncia de HAS, assim, é coerente que as mulheres hipertensas participassem do estudo.
Os métodos utilizados para avaliacdo da sensibilidade insulinica estdo sujeitos a criticas por
conta de sua sensibilidade e especificidade para a mensuracdo da sensibilidade insulinica e
ndo nos permite uma compreensdo precisa dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos, no
entanto, a reducdo do HOMA-IR e dos niveis de insulina durante o TOTG, sugerem um efeito
benéfico no metabolismo dos carboidratos. Os exames microvasculares e bioguimicos nao
foram realizados no mesmo dia, 0 que pode ter exercido influéncia nas correlagcdes das
variaveis, uma vez que ndo foram obtidos no mesmo momento. No entanto, as condi¢fes para
a realizacdo de todos os exames foram as mais semelhantes possiveis. Os exames
microvasculares levavam em média 3,5 horas para sua execugdo e a participante permanecia
em jejum durante todo este periodo, 0 que tornava impossivel a submisséo da paciente a uma
prova de sobrecarga glicémica no mesmo dia. Devido a alta prevaléncia do nimero de
sangramentos vaginais ou aumento da espessura endometrial com o uso isolado por trés

meses do estradiol transdermico na populagdo estudada, ndo podemos afirmar que o0s
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beneficios endoteliais e em outros fatores de risco cardiovascular alcangados possam
suplantar os riscos da hiperplasia endometrial em mulheres com Gtero intacto.

Em concluséo, nosso estudo demonstrou que mulheres ndo diabéticas com excesso de
peso, menopausa recente e sem evento cardiovascular prévio, apresentaram respostas
benéficas sobre alguns fatores de risco cardiovascular com o uso transdérmico do estradiol,
demonstrados pela melhora da funcdo endotelial e reducdo dos niveis pressoricos. Também
observamos melhora em indices utilizados para avaliar a sensibilidade insulinica, sugerindo
um possivel efeito benéfico sobre o metabolismo glicémico e ainda uma reducdo da
viscosidade plasmatica que pode ter exercido um efeito adicional positivo na funcgéo
endotelial. Estes dados sdo muito relevantes, uma vez que ha um progressivo envelhecimento
e incremento na prevaléncia da obesidade populacional, com consequente aumento no
percentual de mulheres com excesso de peso na menopausa. As mulheres com sobrepeso
referem uma maior frequéncia de sintomas menopausicos (367), assim uma grande parte delas
poderé ter indicacdo clinica para o uso da THM. E importante para este grupo de mulheres,
gue apresentam um maior nimero de eventos cardiovasculares, a escolha de uma medicacao
segura, que além de oferecer alivio dos sintomas menopausicos possa também oferecer

beneficios cardiometabolicos e reducao de risco cardiovascular.
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RESUMO DOS ACHADOS

Com este estudo foi possivel observar que mulheres com excesso de peso e
menopausa recente apresentaram apds o uso de curto prazo de estradiol transdérmico:

- Melhora da reatividade mirovascular e da fungao endotelial,

- Melhora nos indices utilizados para aferir a sensibilidade insulinica;

- Reducéo da viscosidade plasmatica;

Além disso, nestas pacientes observamos ainda:

- Uma correlagdo positiva entre a fungdo microvascular e alguns indices da
sensibilidade insulinica;

- Auséncia de correlacdo entre funcdo microvascular e a viscosidade sanguinea e

plasmatica.
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CONCLUSAO

Em mulheres ndo diabéticas com excesso de peso, menopausa recente e sem evento
cardiovascular prévio, o uso por curto prazo de estradiol transdémico demonstrou efeitos
benéficos na funcdo endotelial, no metabolismo glicémico e ainda reducdo da viscosidade
plasmatica.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e informado do estudo

MO, BioVasc
?;o Uﬁ{ J 5 (Laboratorio de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia Vascular)
2 &
OOESTAQOQD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este termo tem o objetivo de obter seu consentimento para participar desta pesquisa clinica.
Leia atentamente e, caso haja palavras ou informagdes que ndo tenha entendido perfeitamente,
pergunte aos membros da equipe de estudo que estdo a disposi¢do para esclarecé-la. Vocé recebera
uma copia deste documento para seu registro.

Equipe de estudo: Luiz Guilherme Kraemer de Aguiar, Diogo Guarnieri Panazzolo, Lenora Maria
Camarate Silveira Martins Le&o, Lucia Henriques Alves da Silva.

Local de estudo: Laboratdrio de Pesquisas Clinicas e Experimentais em Biologia Vascular (BioVasc).
Objetivo do estudo

O objetivo deste estudo é avaliar se, em mulheres que fizeram a menopausa e que estejam
acima do peso ideal (até determinado grau), a terapia hormonal com estrogénio via percutanea €
benéfica em melhorar a fungdo da microcirculagdo e sua interferéncia na coagulagdo sanguinea e
inflamacé&o.

Descrigao do estudo

As pacientes selecionadas, que voluntariamente concordarem em participar do estudo e que
nao apresentem contraindicagdes a terapia hormonal da menopausa, serdo submetidas ao tratamento
com estrogénio em gel, via percutanea (aplicada na pele) durante um periodo de trés meses. Antes e
depois da intervengao, serdo avaliados fun¢do dos vasos sanguineos que compdem a microcirculagéo,
além de parametros relacionados a coagulagao sanguinea e inflamagéao.

Duragéo da participagao no estudo

Sua participacdo neste estudo sera de trés meses. Apds este periodo, se assim desejar, 0
acompanhamento médico continuara no ambulatério de Climatério do Hospital Universitario Pedro
Ernesto.

Etapas do estudo

e Primeira visita: Neste primeiro contato, sera feita uma avaliagao clinica geral, a coleta de amostras
de sangue e, se necessario for, a solicitagdo de exames complementares (exame colpocitolégico
preventivo, mamografia e ultrassonografia transvaginal). Isto é necessario para avaliar se vocé
podera participar efetivamente do estudo. Se vocé for selecionada para o estudo, passa-se para a
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proxima etapa. Se ndo for, vocé sera encaminhada ao ambulatério de Climatério do Hospital
Universitario Pedro Emnesto para o seguimento de seu tratamento.

e Segunda visita: Nesta fase, se apos a avaliagdo preliminar for selecionada para participar do
estudo, vocé sera submetida a exames ndo-invasivos (ou seja, que ndo necessitam de qualquer
puncdo, abertura ou agressao a seu corpo) que tem o objetivo de avaliar a microcirculagdo. Os
exames sdo 0s seguintes:

- Videocapilaroscopia: exame indolor que avalia a microcirculacdo através da cuticula. Pedimos
que vocé ndo retire a cuticula das unhas do quarto dedo (anular) da méo esquerda por trés
semanas antes do exame.

- Laser-doppler fluxometria: exame indolor em que sdo colocados adesivos plasticos no seu
antebraco. Nestes adesivos serdo colocadas duas substancias que provocardo a dilatacdo dos
vasos sanguineos daquele local apenas. Apds a retirada dos adesivos, € comum a presenga de
discreta vermelhid&o que desaparecera espontaneamente apds alguns minutos.

- Pletismografia: exame indolor em que vocé devera estar em jejum ha 12 horas. Vocé sera
conduzida a uma sala com um leito onde permanecera deitada, em repouso. Um manguito,
semelhante a um aparelho de presséo sera colocado em seu brago e no punho, ambos do lado
esquerdo e sera avaliada a variagdo do fluxo sanguineo no local através do enchimento destes
manguitos. No outro brago, sera feita a medida da presséo arterial de forma tradicional.

Apbs estes exames, vocé poderd retornar normalmente a suas atividades habituais e, se
necessario for, forneceremos declaragédo de comparecimento caso vocé tenha perdido horas de
trabalho.

e Terceira visita: Os exames de sangue e 0s exames nao-invasivos serdo repetidos apos os trés
meses do inicio do tratamento para avaliar se realmente houve beneficio.

Riscos
Os exames realizados nao trazem nenhum risco a sua saulde.

Beneficios
Todos os exames serdo realizados gratuitamente. Os resultados deste estudo poderdo contribuir
com o0 avango do conhecimento médico nesta area através da publicacdo dos resultados em
artigos e apresentacdes em congressos cientificos.

Confidencialidade

As informacdes obtidas para o estudo, incluindo identificacdo e registros médicos-hospitalares
serdo tratadas de forma confidencial e ndo serdo reveladas sem seu consentimento por escrito.

Participacao

Sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode recusar-se a participar a qualquer
momento. Caso esta seja sua deciséo, solicitamos que telefone para os membros da equipe e isto nao
afetara qualquer beneficio que tenha recebido neste local. Vocé serd comunicado sobre qualquer
achado no decorrer do estudo que possa influenciar no seu desejo de continuar no mesmo.
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Declaro que li e entendi as informagées precedentes descritas neste documento e todas
as minhas dividas foram respondidas de forma adequada. Dou meu livre consentimento para
participagao neste estudo até que eu decida pelo contrario.

Rio de Janeiro de de 20

Nome completo da paciente

Assinatura da paciente

Nome do investigador

Assinatura do investigador
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APENDICE B - Anlncios e cartazes para divulgaco do projeto

= Se vocé esta acima do peso,
" possui entre 47 - 55 anos,
nao é diabética, esta na menopausa

e nunca fez reposi¢cao hormonal,
Nnos procure para que possamos te ajudar!!!

SINTOMAS DA MENOPAUSA

» Ondas de calor; » Menor desejo sexual; » Ressecamento vaginal;
» Suores noturnos; - |rritabilidade; » Dor durante o ato sexual;
P Insonia; » Depressio; » Diminuig&o da memodria.

Venha participar da nossa pesquisa em
menopausa, sem qualquer custo!!!

ceP 20550019 " Informages: 2334 — 0703 (Eliza)

Projeto Satude na
Menopausa: GRATUITO! |

Publico-alvo: 3'
Mulheres entre 47 a 55 anos, acima do peso,
com sintomas da menopausa (ondas de calor,
irritabilidade...), sem apr tar menstruacao
ha mais de 01 ano. Ndao pode ser diabética e
nem fumante.

O projeto prevé:
Exames médico, laboratorial e
de imagem (Mamografia).
Tratamento gratuito.

Laboratoério BioVasc

UERJ (Maracana

Contato: 2334-0703 (Eliza)




APENDICE C - Ficha de anamnese e exame fisico do estudo

Ficha Estudo: Terapia Hormonal na Menopausa

Data: / / Prontuério:
Identificacéo:
Nome:

Idade: Data de Nascimento Profissao:
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Endereco:

Cidade: UF: CEP:
Telefone: Celular: E-mail

Escolaridade: [ Nenhuma 1°Grau 1 2° Grau [ Superior
Estado Civil: dCasada [OSolteira(sem unido estavel) OSolteira(com unido estavel)

Cor: [MHBranca [ONao-Branca
Naturalidade:
Disponibilidade de horarios: dmanha tarde

Vidva

Antecedentes Pessoais:
Obesidade SN desde anos de idade

Doenca Cardio-cerebrovascular S N
OHAS JAVC dIAM aTVvP dTromboflebite [dOutra
GJ alterada/IG S QN Dislipidemias S N

Tireoidopatia S UN Gastrite/colecistopatia S N

Nefropatia 1S QN Hepatopatia S N

Cirurgia/Fratura S N

Céancer S N

Alergias S LN

doencas S LN

Habitos de Vida:

Outras

Tabagismo S QN cigarros/dia Ex-tabagistadS N inicou aos____anos e parou aos____anos

Etilismo 1S QN Tipo bebida Frequéncia

Atividade fisica [dS QN Tempo/semana em min.

Renda familiar dJaté 01 SM J2-3 SM 13-5 SM 1>05 SM

Medicacdes em uso S N

Antecedentes Familiares(1- mae e pai; 2- irmaos; 3 avos)
DM QSAN Obesidade LISUN Dislipidemias SUN

Cancer de mama [AS N Cancer de Utero S N Cancer de ovario S N

Céncer célon IS UN Osteoporose 1S LN Cérdio-cerebrovascular SON__

OHAS JAVC UIAM ATVP dOutra

Outros S N




Antecedentes Tocoginecoldgicos

Menarca anos  Ciclos regulares S QN

G: P. A ldade do 1° parto DM Gestacional S UN

DUM [/ |  IdadeMenopausa:._ Tempo de menopausa:

Patologias prévias: ddmiomas nddulos mamarios Qcancer de mama
Qcancer de Gtero Ucéancer de ovario  endometriose QasoP

Tipo de Menopausa:

UNatural

QCirargica Histerectomia QS N

Ooforectoma bilateral S UN
Uso prévio de Horménios

Pilula: AS QN Qual? Tempo de uso:
Reposicdo hormonal S N Qual? Dose: Tempo de uso:
Atividade sexual atual IS IN: [ dispareunia [ disuria/infecgdes urinarias repeticao

(d reducgao de libido
Dados Antropomeétricos:

Visital [ |/ Visita2 [ [/ Visita3 [/ [/

PA1l

PA 2

FC

Altura (cm)

Peso (kg)

C. abdominal / / /

C. quadril / / /

RCQ

IMC

IM de BK

Bioimpedancia

Acantose nigricans:
Hirsutismo:

Tiredide:

Aparelho cardiovascular:
Aparelho pulmonar:
Abdémen:

MMII:

Visital [ |/ Visita2 [ |/ Visita3 [/ [/

Blatt e Kupperman

USG Transvaginal

Citologia Vaginal

Mamografia

USG Mamas

Efeitos colaterais do Estradiol - Data:
Mastalgia S QN Distensédo abd. ou pélvica 1S 0N

Ansiedade IS UN Nervosismo/Agressividade S N
Outros:
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ANEXO - Carta de aprovacdo do estudo pelo comité de ética e pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto

Ky N UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO .
2 u%’m g‘- HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO | :
% tsnun COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Profa. Patricia Maria C. O. Duque
Para: Coord. Prof. Luiz Guilherme Kraemer de Aguiar

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Ernesto, apds avaliagao,
considerou o projeto (2499-CEP/HUPE — CAAE: 0074.0.228.000-09) "SOBREPESO/ OBESIDADE,
RESISTENCIA INSULINICA, DISFUNGAO ENDOTELIAL E MICROVASCULAR EM MULHERES NA
PERIMENOUPAUSA" aprovado, encontrando-se este dentro dos padrGes éticos da pesquisa em
seres humanos, conforme Resolugdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, bem como o consentimento livre e
esclarecido.

O pesquisador deveré informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta
comissdo um sumario dos resultados do projeto.

L %
Profa| Patricia Mana €. 0. D
Membro do Comité de Etica em

S

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



