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transportasse os montes, e nao tivesse amor, nada seria.”

(1 Corintios 13.1,2)



RESUMO

Objetivo: Avaliar prospectivamente as repercussdes sobre o metabolismo
0sseo de adolescentes de 12 a 20 anos incompletos usuérias de
anticoncepcional hormonal oral de baixa dosagem (ACO), contendo EE 20
pg/Desogestrel 150 ug ou EE 30 pg/Drospirenona 3 mg, por periodo de um
ano, confrontando os resultados aos obtidos entre adolescentes saudaveis

ndo usuarias de ACO.

Casuistica e Métodos: Trata-se de um estudo quase experimental. As
adolescentes incluidas foram divididas em trés grupos: grupo ACO1 (EE
20ug/Desogestrel 150 pg) composto por 42 adolescentes, grupo ACO2 (EE
30 pg/ Drospirenona 3 mg) com 66 participantes e 70 que compuseram 0
grupo controle. Todas as adolescentes no momento de inclusdao foram
submetidas a avaliacdo antropométrica, densitométrica (DXA), obtendo-se
densidade (DMO) e contetdo mineral 6sseo (CMO) de coluna lombar, corpo
total e subtotal, massa magra, massa de gordura e % de gordura, realizado
RX de idade 6ssea. Foram convidadas para a coleta sanguinea, obtendo-se
os marcadores de formacdo Ossea, osteocalcina (OC) e fosfatase alcalina
o0ssea FAO). Apos 12 meses de uso dos ACOs, as adolescentes foram
submetidas a nova avaliacdo semelhante a do momento inicial e solicitacdo
de dosagem de B Estradiol, apds seis meses de uso dos contraceptivos.
Para a comparagcdo entre as variaveis dos grupos de ndo usuarias e
usuarias de ACO1 e ACO2, no momento basal, utilizou-se o teste de Kruskal
Wallis e, para a comparacédo entre os grupos ACO1l e ACO2, na linha de
base, o teste de Mann-Whitney foi utilizado. Tanto no momento basal, como
na comparacdo momento basal e 12 meses de uso dos ACOs, o teste de
Wilcoxon, fixado o nivel de significancia em 5%. Para estudar o efeito da
idade sobre as varidveis nutricionais, densitométricas e sobre as
concentracbes dos marcadores 0sseos nas adolescentes ndo usuarias de
contraceptivos (controles), realizou-se Analise de Regressdo Linear. Para

todos os testes aceitou-se significancia quando p<0,05.

Resultados: No momento inicial do estudo, ndo foi observada diferenca

estatisticamente significaticativa em relagéo as variaveis analisadas entre os
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grupos ACO1, ACO2 e controle, a excecao do percentual de gordura
corporal, quando as adolescentes do grupo ACO?2 diferiram das controles e
do grupo ACO1. Pela analise da Regresséo Linear Simples evidenciou-se
que, para estudar o efeito de todos os indicadores em funcéo da idade, no
grupo controle, para cada ano de idade cronoldgica a mais, encontrou-se um
acréscimo na idade 6ssea de 1,04 anos, 3,42 kg de peso, 1,33 kg/m2 de IMC
e, de 0,1m na altura. Quanto as variaveis densitométricas analisadas,
constatou-se diferencas estatisticas significativas nas DMO de coluna
lombar, corpo total e subtotal, com acréscimo de 0,06 g/cm2 em cada ano a
mais. Observou-se acréscimos nos CMO de coluna lombar, corpo total e
subtotal, de 3,22g, 117,21g e 89,369 respectivamente, com diferencas
significativas, p <0,001. Quanto a massa de gordura e massa magra,
também houve incremento. No tocante aos marcadores de formacédo éssea
(FAO, OC) constatou-se uma reducdo na concentracdo da FAO de -
5,19U/L, estatisticamente significante. Em relacdo a OC, ndo houve
diferenca significativa. Quando as medianas das variaveis antropométricas,
densitométricas O0sseas, de composicado corporal e as concentracdes dos
marcadores 0sseos FAO e OC obtidas no momento basal foram
confrontadas as obtidas apds 12 meses, entre adolescentes expostas as
duas formulacbes de ACO, observou-se que houve diferenca estatistica em
relacdo a idade cronoldgica e a idade d6ssea. Quanto as demais variaveis
analisadas, constataram-se diferencas significativas entre as variaveis
antropométricas peso e IMC, nos dois grupos e, na estatura para o grupo
ACO2 e, ndo se observou diferencas para o percentil do IMC e escore z de
IMC. Quanto as variaveis obtidas pela DXA, nos diversos sitios analisados,
na comparagdo momento basal e um ano, entre as usuérias de ACOs, néo
se constatou diferencas significativas para DMO e CMO lombar, DMO e
CMO corpo total e DMO e CMO subtotal para o grupo ACO2 e de todas as
mesmas variaveis, a exce¢do do CMO de corpo total para o grupo ACO1,
p=0,001. No tocante as concentracdes dos biomarcadores de formacao
ossea (FAO, OC), verificou-se uma reducdo nas medianas da FAO na
comparacao momento basal frente a um ano de uso no ACO1 e ACO2, com

diferenca significativa, p=0,040 e p<0,001. Redug¢des nas concentracdes de
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osteocalcina também puderam ser observadas 12 meses apds, no grupo
ACO1, p=0,002, e no ACO2, p<0,001.

Conclusao: O uso das duas formulacbes de contraceptivos hormonais orais
de baixa dosagem, ap0s um ano de seguimento, se associa a efeitos
negativos sobre a massa 0ssea, com incrementos na densidade e contetudo
mineral 6sseo aquém daquele evidenciado para essa faixa etaria e com
reducao significativa das concentracdes do marcadores 0sseos de formacao
(FAO e OC), quando os resultados sdo confrontados com os advindos de

adolescentes controles ndo usuérias de contraceptivos.

Palavras chaves: adolescentes, anticoncepcionais orais, densidade 6ssea,

osteocalcina, remodelacéo 6ssea.
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Abstract.

Objective: The objective of this study was to evaluate prospectively the
repercussions on bone metabolism of incomplete adolescents from 12 to 20
years old, using oral low-dose hormonal contraceptive (COC), containing EE
20 pg/Desogestrel 150 ug or EE 30 pg Drospirenone 3 mg, for one year
period, comparing the results to those obtained among healthy adolescents
who did not use COC.

Case study and methods: This was a quasi-experimental study The
enclosed adolescents were divided into three groups: COC1 group (EE 20 ug
Desogestrel 150 ug) compounded of 42 adolescents, COC2 group (EE 30 ug
Drospirenone 3 mg) with 66 participants and 70 who composed the control
group. All the adolescents at the moment of the inclusion were submitted to
the anthropometric, densitrometric (DXA) evaluation, obtaining bone mineral
density (BMD) and bone mineral content(BMC) of lumbar spine, total and
subtotal body lean mass, fat mass and % fat, performed XR bone age. They
were invited to the blood collection, obtaining markers of bone formation,
osteocalcin (OC) and bone alkaline phosphatase. After 12 months of COCs
use, the adolescents were submitted to a new similar evaluation to that one
of the initial moment and request of  Estradiol dosage, after six months of
contraceptive use. For the comparison between the variables of the non-
users and users of COC1 and COC2 at baseline, the Krus Kal Wallis test
was used and, for the comparison between the groups COC1 and COC2 at
baseline, Mann-Whitney test was used. Either at baseline or in the
comparison baseline, and 12 months of use of the COCs, the Wilcoxom test,
set the level of significance at 5%. To study the effect of age on the
nutritional variables, densitometric measurements and on the concentrations
of bone markers in non-users adolescents of contraceptives (controls),Linear
regression Analysis was performed. For all tests meaningfulness was

accepted when p<0.05.
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Results: At the initial moment of the study, it wasn’t observed statistically
significant difference in relation to the analyzed variables, between COC1
and COC2 and control groups, except for the percentage of body fat, when
the adolescents of the COC2 group differed from the controls and the COC1
group. By the analysis of Simple Linear Regression it was evidenced that, in
order to study the effect of all indicators on the basis of age, in the control
group for each additional year of chronological age, there was an increase in
the bone age of 1.04 years, 3.42 kg of body weight, 1.33 kg/m2 of BMI and,
0.1 m in height.

Regarding to the densitometric variables analyzed, significant staticall
differences were found in lumbar spine BMD, total and subtotal body, with
an increase of 0.06 g /cm? in each additional year. There were increases
in lumbar spine BMD, total and subtotal body, of 3.22 g, 117.21 g and
89.369 respectively, with significant differences, p < 0.001. As regards to fat
mass and lean mass, there was also an increase. Concerning to markers of
bone formation (FAO,OC) there was a reduction in the FAO concentration of
5.48 UJ/L, statistically significant. There was no significant difference in
relation to OC. When the medians of the variable anthropometrics, bone
densitometrics of body corporal composition and the concentrations of the
bone markers FAO and OC obtained at baseline were compared to those
obtained after 12 months, among adolescents exposed at the two COC
formulations, it was observed that there was statistical difference regarding to

chronological age and bone age.

As for the other variables analyzed, there were significant differences
between the anthropometric variables weight and BMI, in both groups and, in
stature for the COC2 group and no differences were observed for the BMI
percentile and BMI z score. Regarding to the variables obtained by the DXA
in several analyzed sites in comparison of baseline and one year, among the
users of COCs, there were no significant differences for BMD and Lumbar
BMC, BMD and BMC total body and BMD and BMC subtotal for the group
COC2 and of all the same variables, except for the total body BMC for the

COCL1 group, p= 0.001. In regard to the concentrations of bone formation
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biomarkers (FAO,OC), there was a reduction, in the medians of the FAO in
baseline compared to one year of use in COC1 and COC2, with a significant
difference, p=0.040 and p < 0.001.

Reductions in osteocalcin concentrations could also be observed 12 months
later, in the COC1 group, p=0.002, and in COC2, p < 0.001.

Conclusion: The use of two formulations of low-dose oral hormonal
contraceptives, after one year of follow-up is associated to negative effects
on bone mass, with increases in density and bone mineral content short of
that evidenced for this age group and with a significant reduction in the
concentrations of bone markers of formation (FAO and OC), when the results
compared to those coming from control adolescents non users of

contraceptives.

Keywords: adolescents, oral contraceptives, bone density, osteocalcin, bone

remodeling.
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ANEXO

Anexo | Parecer do Projeto “ Comparagédo entre as densidades minerais
Osseas de adolescentes usuarias de duas formulagcbes de
anticoncepcionais hormonais de baixa dosagem e sua relagdo com os
marcadores 0sseos de formacao e reabsorcdo” na Plataforma Brasil com o

NUumero CAAE 52928416.6.00005411......ccccoiiiiimiiiiiieieeee et



ABREVIATURAS

ACO Anticoncepcional Oral Combinado

AR Receptor Androgénico

CMIA Imunoensaio de Microparticulas por Quimioluminescéncia
CMO Contetdo Mineral Osseo

CTX Telepeptideo Carboxi — Terminal tipo 1

DMO Densidade Mineral Ossea

DXA Densitometria Ossea

EE Etinilestradiol

EIA Enzima Imuno Ensaio

ERs Receptores Estrogénicos

FAO Fosfatase Alcalina Ossea

FSH Hormonio Foliculo Estimulante

GH Hormonio do Crescimento

GR Receptor Glicocorticoide

GNRH Hormonio Liberador de Gonadotrofinas
IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IGF-1 Fator de Crescimento semelhante a Insulina Tipo 1
IL Interleucinas

IMC indice de Massa Corporal

|0 Idade Ossea

ISCD Internatinal Society for Clinical Densitometry

LH Hormo6nio Luteinizante
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OC Osteocalcina
OPG Osteoprogerina

PHBMC Pico Maximo de Velocidade de incremento do Contelido de Massa

0ssea

PHV Pico Maximo de Crescimento

PINP Procolageno Tipo 1 de Propeptideo-aminoterminal
PNPP p Nitrofenilfosfato

S-CTX Telopeptideo Carboxiterminal
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1. INTRODUCAO

A gravidez que ocorre na adolescéncia € um dos mais importantes

fatores de perpetuacéo da pobreza e da exclusédo social (WHO, 2014).

Pesquisa realizada pelo IBGE (2012), demonstrou que, no Brasil, 28,7%
dos adolescentes de 13 a 15 anos de idade ja tinham vida sexual ativa. A taxa de
gravidez nimero de nascimentos para cada mil meninas, era de 20,9 no ano 2000,
caindo para 17,7 em 2011. Embora tenha caido a taxa de fecundidade de
adolescentes, ela ainda se mantém muito acima do desejavel. Dados do Ministério
da Saude de 2009 mostram que 2,8% das meninas entre 12 e 17 anos ja tiveram
filhos, sendo a incidéncia maior entre aquelas de 14 anos ou menos, com uma taxa
de natalidade de 9,6 para cada mil nascidos vivos. Entre jovens de 15 a 19 anos, de
2000 a 2009, houve uma reducédo da taxa de fecundidade de 34,6%, no Brasil.
Acredita-se que essa diminuicdo seja decorrente da maior escolaridade das
meninas e melhor perspectiva de entrada no mercado de trabalho, pelos cuidados
dispensados a sua saude e pela possibilidade de acesso ao controle da natalidade.

Assim, deixar de divulgar e prescrever medidas que colaborem nessa
perspectiva seria um retrocesso. Seria ignorar um grave problema de saude
publica. Entre os possiveis métodos de controle da natalidade, encontram-se os
contraceptivos hormonais, sendo o contraceptivo hormonal oral o segundo método

mais utilizado entre as mulheres.

Diante da necessidade inquestionavel de seu uso, o0s resultados
relativos a possivel comprometimento de aquisicdo da massa Ossea em
adolescentes devem ser amplamente avaliados, para que se dimensione o0 risco

potencial de osteopenia/osteoporose em idades mais avangadas.

Sabe-se que a adolescéncia corresponde ao periodo da vida
compreendido entre os 10 anos completos e 20 anos incompletos, segundo
recomendacdes promulgadas pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS, 2000).
Essa fase, que compreende a segunda década de vida, é caracterizada por
profundas transformacfes fisicas e psicossociais que marcam a transigdo entre
ainfancia e a idade adulta. Assim, esse periodo se caracteriza por alteracbes em
diversos niveis: fisico, biolégico, mental, espiritual, social etc. e representa, para o

individuo, um processo de distanciamento de formas de comportamento e
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privilégios tipicos da infancia e de aquisicdo de caracteristicas e competéncias que
0 capacitam a assumir 0s deveres e papéis sociais do adulto (Oerter e Dreher,
2002).

As mudancas fisicas que se manifestam durante a adolescéncia
transcorrem em um periodo relativamente curto, com cerca de dois a quatro anos
de duracéo, conhecido como puberdade, no qual ocorrem todas as modificagbes
biol6gicas dessa fase de transi¢cdo, culminando com a aquisicdo da capacidade
reprodutiva do individuo (WHO, 1986).

H& muitas controvérsias sobre a complexa dindmica do inicio da
ativagdo do eixo hormonal envolvido no desencadear da puberdade. Sabe-se que
esse momento se inicia ap0s a reativagcdo dos neurdnios hipotalamicos, que
secretam de forma pulsatii e bastante especifica o hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que atua sobre a hipdéfise anterior, estimulando a liberagéo
do hormonio luteinizante (LH) e do hormdnio foliculo estimulante (FSH), também de
forma pulsatil. Estes, por sua vez, atuam no ovario estimulando a liberagdo de
horménios sexuais (estrogénio e testosterona) (Eisenstein, 2008). O crescimento e
o desenvolvimento fisico, no entanto também sofrem influéncia de fatores inerentes
ao proprio individuo (constitucionais ou intrinsecos), e a outros representados por

circunstancias ambientais, que podem induzir modificacfes nesse processo.

E durante a puberdade que ocorre o processo de aceleracdo e
desaceleracdo do crescimento esquelético, estando este intimamente relacionado
com o grau de maturacao sexual (estagio de desenvolvimento puberal) em que se
encontra o adolescente, bem como, com as modificagdes da composi¢céo corporal
(Tanner, 1969; Neinstein, 2002).

O estrogénio, como relatado anteriormente, tem papel fundamental
sobre o crescimento longitudinal do osso, exercendo reconhecida influéncia sobre a
placa epifisaria. Assim, resultante de sua atuacdo, evidencia-se um aumento na
velocidade de crescimento durante o estirdo pubertario, em decorréncia de
concentracdes baixas de estrogénio entre 13 e 31pmol/L, quando do inicio do
estirdo observado em meninas em fase inicial de sua puberdade (Grumbach, 2000;
Albin et al., 2012). Além dessa fun¢do, o estrogénio também atua aumentando a
secrec¢do pulsatil do horménio de crescimento (GH), com consequente aumento do

fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1). Na sequéncia, a

persisténcia de altos niveis estrogénicos, observados no decorrer da puberdade,
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promovem a exaustdo proliferativa dos condrdcitos e fusdo epifiséria, determinando
o final do crescimento (Weise et al., 2001; Riggs et al., 2002; Emons et al., 2010).
Ainda, em fase pouco posterior a este processo de aceleracdo do crescimento
longitudinal do osso, observar-se-a o pico maximo de crescimento (PHV), evento
que sera acompanhado por um intersticio de talvez sete ou mais meses, para que
se atinja o pico maximo de velocidade de incremento do contetdo de massa 6ssea
(PHBMC), que também sofre influéncia estrogénica, sendo, além disso,
simultaneamente sensivel a toda cascata hormonal produzida pelo individuo, nessa
fase da vida (Vatanparast e Whiting, 2005; Albin et al., 2012).

A aquisicdo de uma adequada massa Ossea durante a infancia e
adolescéncia apresenta-se como um fator de protecdo a saude esquelética do
adulto (Rizzoli et al.,2010). Um dos fatores de risco para a constatacdo de
osteopenia/osteoporose e de fraturas por fragilidade durante a adulticia e senilidade
€ a observacdo da baixa densidade mineral 0ssea ou de sua ndo preservagéo
durante os anos citados. H4 uma redugéo natural da massa 0ssea a partir dos 50
anos de idade, aumentando a probabilidade da ocorréncia de osteoporose e,
consequentemente, tornando 0s 0SsS0S mais suceptiveis ao desarranjo de sua
microestrutura e as fraturas. Outro fator agravante para as mulheres é a
menopausa, quando chegam a perder entre 5 e 15% da massa 6ssea adquirida,
montante esse observado nos primeiros cinco anos pos menopausa, em virtude da

diminuicao dos niveis estrogénicos (Warholm et al., 2012).

Um exemplo do que vem ocorrendo em todo mundo, e também no
Brasil, é a troca de alimentos saudaveis lacteos por bebidas carbonatadas, os
refrigerantes. A troca do leite por refrigerantes ou por sucos ou bebidas energéticas
causa alta preocupacdo, principalmente quando presente na infancia e
adolescéncia, pois, resultante desse comportamento alimentar, a ingestao de célcio
dietético tem diminuido na maioria das faixas etarias. Diante do que se expés,
ocorre um lapso entre a recomendagdo de ingestdo de calcio (DRI, 2011) e o
consumo habitual das criangas, especialmente entre 9 e 18 anos de idade. A
ingestdo média desse grupo varia entre 700 e 1000 mg/dia, em paises
desenvolvidos, sendo inferior a 700mg, geralmente, naqueles provenientes de
paises em desenvolvimento, com ingestdo pouco maior entre os adolescentes do
sexo masculino frente as adolescentes. Evidencia-se, também, uma relacdo de

ingestao reduzida de céalcio com a precarizacao da condi¢do socio-econdmica, bem
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como com a situacdo nutricional da populacdo de adolescentes avaliados
(American Academy of Pediatrics,1999; Silva et al., 2004; Goldberg et al., 2009).

Quando os alimentos consumidos seguem as recomendacdes
promulgadas, observa-se que dois tercos do calcio da dieta sdo provenientes de
leite e derivados. A substituicdo do leite por bebidas pobres em calcio, assim como
alteracdes na relacdo calcio/fésforo irdo comprometer o individuo em crescimento,
interferindo no processo de alcance de seu pico maximo de incremento de massa
0ssea, programado geneticamente. Na atualidade, parece praticamente impossivel
aumentar o pico de massa 0ssea na vida adulta, ou seja, se o individuo em
desenvolvimento ndo adquirir a quantidade de massa 6ssea no momento
adequado, talvez sua saude e qualidade de vida sejam comprometidas
indelevelmente, em momento futuro. Ainda se pode destacar que cerca de 40 a
45% da massa Ossea evidenciada na fase da adulticia é adquirida durante a

adolescéncia (Bailey et al., 2000).

No tocante ao momento de aquisi¢do do pico de massa 0ssea, deve-se
ressaltar que ele difere em relacdo ao sitio esquelético avaliado, bem como,
apresenta dimorfismo sexual. As adolescentes do sexo feminino tém maior
incremento de massa 0ssea entre 13 e 14 anos, ou quando no estagio 3 de Tanner,
e os adolescentes do sexo masculino entre 14 e 15 anos, ou quando no estagio 4
de Tanner (Bailey et al., 2000; Silva et al., 2007; Moretto et al., 2011; Fortes et al.,
2014).

Diante do que foi explanado e da complexidade do metabolismo ésseo,
sabe-se que o tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto e tem funcéo de
sustentar o organismo, bem como promover a sua locomocdo, como também
proteger o sistema nervoso e a medula 6ssea, considerada sua funcgéo
biomecéanica. Sabe-se também que exerce a fungdo de contribuir para a regulacdo
da composi¢cdo do espaco extracelular, especialmente a concentracdo de calcio
ibnico, fosforo e carbonato, cooperando na manutencdo do equilibrio &cido-bésico,

reconhecida como funcao metabdlica (Giacaglia, Martin, Silva, 2011).

Anatomicamente, podem-se distinguir dois tipos de ossos no esqueleto:
planos e longos. No osso longo, temos a parte externa, formada por um
revestimento denso de tecido calcificado, reconhecido como 0sso cortical (0sso
compacto). Sua principal funcdo é promover forca mecéanica e protecdo. Quando

Y N

em direcdo a metéfise e a epifise, adelgaca-se progressivamente, tendo seu
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espaco interno ocupado por uma rede de trabéculas calcificadas finas, denominada
0SS0 esponjoso ou trabecular. O 0sso esponjoso apresenta como principal funcéo a
metabdlica (Seeman,1997; Giacaglia; Martin; Silva, 2011).

Os 0ssos sdo revestidos em suas superficies externas, periosteo e
internas, endosteo, por membranas conjuntivas que possuem células
osteogénicas. A camada mais superficial do peridsteo é formada principalmente por
fibras colagenas e fibroblastos. Na camada interna do peridésteo encontram-se
células osteoprogenitoras, que se multiplicam e se diferenciam em osteoblastos,
responsaveis pelo crescimento dos ossos e reparacdo de fraturas. O endosteo é
geralmente constituido por uma camada de células osteogénicas achatadas
revestindo as camadas do 0sso esponjoso e o canal medular (Giacaglia; Martin;
Silva, 2011).

O osso é um tecido extremamente dindmico e, durante toda a vida do
ser humano, ocorre o processo de formacdo e reabsorcao 6ssea. Na infancia e
adolescéncia, periodos em que ocorre 0 crescimento esquelético, a reabsorgéo e
formacdo produzem mudangas no tamanho e na forma do 0sSso, num processo
conhecido como modelacgdo; a reabsorgéo e a formacdo ocorrem de forma diversa
em diferentes locais e em diferentes momentos e, sdo considerados processos

acoplados (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002; Seibel, 2007).

No processo de modelacdo, os osteoblastos localizados no periésteo da
cortical sintetizam o rebordo osteoide que, posteriomente, se mineraliza,
aumentando a circunferéncia exterior de um 0sso longo ou de um corpo vertebral.
Concomitantemente, 0s osteoclastos reabsorvem 0sso na superficie interna
(endocortical) do cortex, deste modo, aumentando o tamanho da cavidade medular.
Durante a modelagdo, os osteoclastos normalmente removem menos tecido 0sseo,
depositado pelos osteoblastos, permitindo que durante o crescimento, ocorra um
aumento na massa 6ssea. Simultaneamente ocorre o processo de remodelacéo
0ssea: a formacgdo 6ssea somente acontece nos locais onde houve anteriormente
reabsor¢cdo, com o novo 0sso ocupando 0 mesmo local anatdmico que o0 antigo
(Eapen et al., 2008).

Varios marcadores bioquimicos do metabolismo 6ésseo tém sido
descritos (Lehtonen-Veromaa et al., 2000): Procolageno tipo | de propeptideo
aminoterminal (PINP), enzima fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e produtos derivados

da sintese da matriz Gssea, como osteocalcina (OC), como marcadores de
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formacdo O6ssea dependentes da acdo dos osteoblastos. Por outro lado, calcio
urinario, hidroxiprolina urinaria, fosfatase acida tartarato-resistente e moléculas
interligadoras do colageno tipo |, como o telopeptideo carboxiterminal (S-CTx), sé&o
reconhecidos como marcadores de reabsorcdo éssea, resultantes da acdo dos
osteoclastos.

Estudos indicam que criancas e adolescentes apresentam niveis
elevados de marcadores 6sseos quando comparados as concentragdes observadas
em adultos, evento resultante do crescimento linear e do intenso "turnover" 6sseo

verificados nessas fases da vida (Rauchenzauner et al., 2007; Eapen et al., 2008).

Além do papel diagndstico e da possibilidade de se inferir sobre riscos
de desenvolver doencas osteometabdlicas, os marcadores bioguimicos constituem
importantes ferramentas no acompanhamento evolutivo dessas doengas e das
respostas aos medicamentos utilizados em sua contencdo. Quando aliados a
avaliacdo da densidade mineral 6ssea, tém sido apontados como excelente recurso
guanto a aquisicdo do pico de massa 0ssea e intercorréncias sofridas durante todas
as fases da vida, que se associam a perda da massa 0ssea, desde a infancia até o
climatério e o envelhecimento (Rauchenzauner et al., 2007; Fortes, 2012; Fortes et
al., 2014).

A densitometria 6ssea (DXA), técnica quantitativa de avaliacdo da
massa 0ssea, € um exame realizado em poucos minutos, de custo relativamente
baixo, com utilizagdo de baixa quantidade de radiagao (de 1 a 6 yrem) e erro de
precisédo de 1 a 3 %, dependendo da regido analisada, sendo a coluna lombar o
local de menor erro (Lash et al., 2009; Dasher et al., 2010). Essas qualidades fazem
da DXA o exame escolhido pela OMS para o diagndstico e acompanhamento da
osteoporose em adultos (Kanis, 2007). A International Society for Clinical
Densitometry (ISCD), em suas recomendacdes oficiais, também orienta a DXA
como método preferencial para avaliagdo da densidade mineral 6ssea em criancas
e adolescentes, apontando a regido da coluna lombar e o corpo total sem o
segmento cefélico como os locais de melhor acuracia (Gordon et al., 2008; ISCD,
2010, 2013).

Estudos recentes, realizados com jovens do sexo masculino e feminino,
evidenciam a relacéo entre os marcadores de remodelagdo 6ssea como preditores
do desenvolvimento do conteddo mineral 6sseo (CMO) e da densidade mineral

O0ssea (DMO), no periodo de incremento maximo de massa Ossea. Os
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pesquisadores observaram que tanto as concentragbfes dos marcadores de
formacdo como as dos de reabsorcdo foram maiores nos anos de inicio da
puberdade, quando comparados aos obtidos em estdgio avancado do
desenvolvimento puberal (Gracia-Marco et al., 2010; Silva et al., 2011; Goldberg et
al., 2012; Fortes et al.,, 2014). Dessa forma, habitos saudaveis, como adequada
ingestao de célcio, segundo as recomendacgfes proprias a esse segmento etario,
ndo fumar, ndo ingerir bebidas alcodlicas e a pratica de atividade fisica durante o
periodo de maior aquisicdo de massa 0ssea, sdo fundamentais para a manutencao
da saude do esqueleto. Sabe-se ainda que a massa 0ssea sofre influéncia étnica,
bem como, pode estar exposta a atuacdo da prescricdo e consumo de
medicamentos, entre eles, alguns utilizados no controle das epilepsias, a utilizacao
prolongada de corticosteroides, entre tantos outros, além do uso de contraceptivos
hormonais. Esses ultimos tém sido recomendados em idades cada vez mais
precoces, resultando em protecdo as jovens quanto ao advento de gravidez nao
planejada, quando do inicio da atividade sexual (Vieira et al., 2007). Apresenta no
entanto, possiveis efeitos sobre o incremento da massa 6ssea, 0 que resulta em

disturbio a remodelacao 6ssea (Eapon et al., 2008; Biason et al., 2015).

No tocante a esse Ultimo grupo de medicamentos, 0s contraceptivos
hormonais, podem conter estrogénios e progestagénios. Divulga-se que o
estrogénio tem um papel fundamental na mineralizacdo 6ssea e na manutencédo da
massa 6ssea. Assim, tem sido relatada a presenca de receptores estrogénicos nos
osteoclastos, reduzindo-se, na sequéncia, a formacdo osteoclastica
(osteoclastogénese), o que resulta em menor reabsorcdo 6ssea, com aumento da
apoptose dessas células. Além disso, os estrogénios atuam nos receptores
presentes nos osteoblastos, onde apresentam efeitos positivos na formacdao,
diferenciacdo, proliferacdo, consequentemente, ocorre estimulagdo a formacgéo
6ssea (Kusec et al., 1998; Bord et al., 2001). E evidente a participacdo desse
hormdnio no processo de remodelacdo Ossea (Ferreira et al.,, 2000; Gai et al.,
2012) . Atuacdo mais especifica do 17 estradiol foi demonstrada em cultura de
células quando negativamente modula os osteoclastos, agdo essa mediada
indiretamente pela supressdo dos osteoclastos na produgdo de varios fatores
reabsortivos paracrinos pro-inflamatérios, tais como, a interleucinas IL-18, IL-6 e
TNF-a e por atuacao direta nos osteoblastos, através da mediacdo de receptores
estrogénicos (ERs), presentes nas células alvo (Taranta et al., 2002; Viereck et al.,
2003). Além dos mecanismos citados, divulga-se que o estradiol aumenta a

producdo da osteoprotegerina (OPG) pelo osteoblasto, pela ativacdo de receptores
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de estrogénio, ERa, sendo a citocina OPG considerada um potente inibidor da

reabsorcao 6ssea, por atuacdo no RANK L (Vierecket et al., 2003).

Nesse contexto, as estatisticas mundiais revelam um aumento do uso
de contraceptivos hormonais combinados entre as adolescentes. Isso tem gerado
guestionamentos: se a quantidade de estrogénio na sua formulacdo é adequada a
esse grupamento etario, quanto ao desenvolvimento ésseo e obtencdo de um pico
de massa Ossea adequado. Muitas das pesquisas divulgadas sobre o tema
apresentam uma gama de inclusdo de mulheres com idades diversas, quando sao
analisadas, muitas das vezes, incluindo conjuntamente adolescentes, jovens e até
adultas jovens, além de situacbes diversas de momentos de crescimento e
mineralizacdo 0ssea, 0 que resulta em dificuldades na interpretagcéo dos resultados,

em fungdo dos vérios pontos ressaltados (Warholmat et al., 2012).

Dentre os estudos com delineamento mais preciso, observa-se o
realizado por Pikkarainen e colaboradores, que acompanharam adolescentes de 12
a 19 anos divididas em trés grupos: dois grupos de usuarias de contraceptivos
hormonais orais (ACO) que se diferenciavam pelo tempo de uso, um grupo que
utilizou por um a dois anos e outro por mais de dois anos, ambos frente a um grupo
controle. ApOs quatro anos de seguimento, todos 0s grupos tiveram um aumento
estatisticamente significativo da DMO em relacdo ao momento de inclusédo no
estudo; o grupo controle teve, porém, uma aquisicdo 6éssea mais elevada quando
comparado ao grupo que fez uso por mais de dois anos do contraceptivo
(Pikkarainen et al., 2008).

Em outro estudo realizado por Beksinska e colaboradores, no qual as
adolescentes faziam uso do mesmo ACO por um periodo de 6 meses, 0s autores
ndo observaram diferenca estatistica na DMO entre as usuarias de ACO frente ao
grupo controle, mas ao final de quatro a cinco anos de seguimento, evidenciaram
um aumento da DMO estatisticamente significativo nas adolescentes que nao

faziam uso do contraceptivo (Beksinska et al.,2007, 2009).

Cromer e colaboradores acompanharam por um ano adolescentes que
iniciaram uso de ACO e compararam com grupo controle, concluindo que as do
grupo controle incrementavam de forma mais intensa sua DMO na coluna lombar,
quando comparadas as usuarias de ACO, sendo este resultado estatisticamente

significativo (Cromer et al., 2004).
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Diante de toda explanacgéo realizada e sabendo da importancia que o
estrogénio apresenta sobre o incremento da massa 6ssea, bem como, de sua
atuacdo no tocante a remodelacdo Ossea, evidencia-se a necessidade de
desenvolver estudos prospectivos especificamente voltados a adolescéncia,
momento sabidamente de maior aquisicdo de massa 0ssea, para que se possam
avaliar os efeitos dos contraceptivos hormonais sobre a salde 6ssea desse recorte

etério e delinear possiveis resultados futuros.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar prospectivamente as repercussées sobre o metabolismo dsseo

de adolescentes de 12 a 20 anos incompletos, usuéarias de ACO de baixa dosagem
(EE 20 pg/Desogestrel 150 ug) e de (EE 30 pg/Drospirenona 3 mg), por periodo de
um ano, frente a resultados provenientes de adolescentes saudaveis nao usuarias
de ACO.

2.2 Objetivos especificos
— Avaliar a Densidade Mineral Ossea (DMO) e o Contetdo Mineral Osseo

(CMO) da regido lombar, do corpo total e do corpo subtotal (sem o segmento
cefélico) de adolescentes do sexo feminino de 12 a 20 anos incompletos, usuarias
de ACO de baixa dosagem padronizado (EE 20 pg/Desogestrel 150 ug) e (EE 30
Mg/ Drospirenona 3 mg), por periodo de um ano de seu uso.

— Comparar resultados obtidos pela avaliacio das DMO e CMO em
adolescentes usuarias de ACO, pelo tempo programado, com resultados
provenientes de adolescentes saudaveis do mesmo sexo e faixa etaria, nao
usuérias de ACO.

— Avaliar os marcadores de formacédo (Osteocalcina e Fosfatase Alcalina
Ossea ) de adolescentes do sexo feminino de 12 a 20 anos incompletos, usuarias
de ACO de baixa dosagem padronizado (EE 20 pg/Desogestrel 150 ug) e (EE 30
pg/ Drospirenona 3 mg) por periodo de um ano de seu uso.

— Comparar dados obtidos pela avaliagdo dos biomarcadores 0sseos
propostos obtidos de adolescentes usuarias de ACO (EE 20 pg/Desogestrel 150
Hg) e (EE 30 pg/Drospirenona 3 mg) pelo tempo programado, com resultados
provenientes de adolescentes saudaveis do mesmo sexo e faixa etaria, ndo

usuarias de ACO.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Sujeitos

3.1.1 Célculo Amostral
Para o calculo amostral de adolescentes a serem incluidas em todos os

grupos propostos no atual estudo, realizamos pré-teste quando foram obtidos
marcadores de formacdo 6ssea ( FAO e OC), em um grupo que utilizou EE 20
pg/Desogestrel 150 pg, por um periodo de um ano, tendo-se observado uma
reducdo média da FAO de 11U/L = 23, reducdo maxima de 74 U/L e aumento
maximo de 21U/L. Para a OC, a reducdo média observada foi de 3ng/mL = 7, com

reducdo maxima de 19ng/mL e aumento maximo de 12ng/mL

Para o pré-teste do grupo que utilizou EE 30 ug/ Drospirenona 3 mg por
um periodo de um ano, houve uma reducdo média da FAO de 8 U/L +11, redugdo
méxima de 32U/L e aumento maximo de 5 U/L. Para a OC, a reducdo meédia
observada foi de 4ng/mL %4, reducdo méxima de 8 ng/mL e aumento maximo de

1ng/mL.

Supondo uma amostra aleatéria simples, erros tipo | e tipo Il iguais a
0,05 e 0,20, respectivamente, distribuicdo normal para os desfechos “reducdo da
FAQO” e “reducédo da OC”, em um ano, e desvios-padrao da “reducao da FAO” iguais
nos Grupos ACO1l e ACO2 a 23 e 11, respectivamente, serdo necessarias 35
participantes por grupo, para se detectar estatisticamente uma diferenca de 12 U/L
na evolugido da FAO entre os grupos e, para a variavel, “reducao da OC”, supondo
desvios-padrao nos grupos ACO1 e ACO2 , iguais a 7 e 4 , respectivamente, serdo
necessarios 32 por grupo, para se detectar uma diferenca de 4 pontos na evolucao
da OC.

Trata-se de um estudo quase experimental. Assim, foram incluidas 42
adolescentes do sexo feminino, de 12 a 20 anos incompletos, que aderiram ao
protocolo, voluntarias, saudaveis, pds-menarca e, portanto, em puberdade tardia
(estadiamento de desenvolvimento puberal de Tanner M4 ou M5), matriculadas no
ambulatério de Medicina de Adolescentes do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP e que tinham indicacdo de orientacdo e prescricao
de algum método contraceptivo, por apresentarem vida sexual ativa. Os métodos
contraceptivos recomendados e correntemente utilizados pelos profissionais da

saude, para essa faixa etaria, foram apresentados a todas as adolescentes e, por



30

opcéao pessoal e facilidade de uso, as mesmas escolheram o ACO. Padronizou-se o
uso de ACO contendo EE 20 pg/ 150ug de Desogestrel.

Da amostra inicial, 36 adolescentes completaram 0 seguimento
proposto de 12 meses e as demais foram excluidas desse estudo por interrupcao
ou descontinuidade do uso do ACO, que ocorreu devido a motivo de cunho pessoal.
Entretanto todas, mesmo as excluidas da pesquisa, tiveram direito ao
acompanhamento de saude que € oferecido nesse ambulatério. As avaliacdes
formais da referida pesquisa foram realizadas nos momentos iniciais e 12 meses
apos, porém as consultas no ambulatério de Medicina de Adolescentes ocorreram a
cada 2 meses; nessas ocasifes, era realizada consulta médica completa, com
especial atencdo a adesdo ao tratamento, presenca de efeitos colaterais e
intercorréncias no periodo de uso do ACO. As pacientes também eram estimuladas
ao uso do preservativo masculino concomitantemente ao uso do ACO, visando a

protecdo contra doencas sexualmente transmissiveis.

Para o segundo grupo, denominado de ACO2, foram incluidas 66
adolescentes na faixa etaria compreendida entre 12 anos e 20 anos incompletos,
com as mesmas caracteristicas citadas para as que compuseram o ACO1, elas
utilizaram outra formulacdo de ACO de baixa dosagem (EE 30ug/Drospirenona
3mg). Elas fizeram acompanhamento por 12 meses, sendo esse ACO fornecido
gratuitamente durante todo o periodo de acompanhamento. As adolescentes tinham
livre acesso ao mesmo ambulatério, para sanar suas duvidas e obter
esclarecimentos, além de obter o contraceptivo prescrito quando necessario. O
contato com a equipe de saude também foi realizado por meio eletrénico (e-mails)
utilizado para solucionar as duvidas e convoca-las para realizagcdo de exames
guando no periodo programado. Além disso, os mesmos cuidados relacionados a
salude das adolescentes, apresentado para o primeiro grupo, foram desenvolvidos

nesse novo delineamento.

Para realizacdo dos exames de ambos 0S grupos 0s pais ou
responsaveis pelas adolescentes receberam um documento, termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), e forneceram autorizacdo para que as
adolescentes sob sua responsabilidade pudessem participar das pesquisas. As
adolescentes também estavam cientes do conteldo da pesquisa e considerando-se

voluntérias, assinaram o consentimento livre e esclarecido (assentimento).
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Os resultados individuais das Densitometrias (DXA) e dos exames de
idade 6ssea foram entregues as adolescentes de forma gratuita. Tal procedimento
significou a possibilidade de conhecimento de sua massa 6ssea, servindo como um

parametro para sua vida futura.

Para a construcdo do grupo controle, foram utilizados dados
provenientes de 70 adolescentes saudaveis, do sexo feminino, sem alteragcbes do
ciclo menstrual, pertencentes as mesmas faixas etarias das que compuseram 0s

grupos denominados ACO1 e ACO2, porém nao usuarias de ACO.

O trabalho obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, da
Faculdade de Medicina de Botucatu e também foi cadastrado na Plataforma Brasil
CAAE 52928416.6.00005411 (Anexo ).

O presente estudo obteve Auxilio Pesquisa Fapesp, 14/14294-9 e
15/04040-2, sendo a Profa. Tamara B. L. Goldberg a Pesquisadora Responsavel

junto a esse 6rgao de fomento.

3.2 Critérios de Incluséao
Foram incluidas adolescentes do sexo feminino, matriculadas no

ambulatério de Medicina do Adolescente do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, e que iniciaram o uso de ACO com finalidade contraceptiva.
Essas adolescentes eram previamente higidas, com estatura entre o 5° e 0 95°
percentil para cada faixa de idade e com indice de massa corporal (IMC) variando
entre o 5° e < 95° percentil, segundo curvas elaboradas pelo Centers for Disease
Control and Prevention (Kuczmarski et al., 2002). Todas as adolescentes, quer
pertencessem aos grupos de usuarias de ACO ou ao das controles, ndo poderiam
ser tabagistas nem etilistas, ndo estavam vinculadas a qualquer modalidade
esportiva extra escolar, a excecdo apenas das aulas de Educacao Fisica do proprio

colégio, com duracdo inferior a duas horas semanais

3.3 Critérios de Nao Incluséo
Como critérios de nao inclusdo determinou-se que nao participariam do

estudo: adolescentes com histdria de prematuridade ou baixo peso ao nascimento,
as submetidas a terapia prolongada com corticoides ou que utilizassem

suplementacdo com calcio e /ou ferro nos Ultimos doze meses que antecediam a
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pesquisa. Também nado foram incluidas adolescentes portadoras de diabetes
mellitus, desnutricdo aguda ou crdnica, doencas 0sseas congénitas ou adquiridas,
doencas gastrintestinais acompanhadas de ma-absor¢éo, histéria de nefropatia,
com ou sem insuficiéncia renal crénica, endocrinopatias, puberdade precoce ou
atrasada, consumo crénico de drogas, fibrose cistica, doenca celiaca, ou ainda
adolescentes que utilizassem medicamentos que sabidamente afetam o
metabolismo 6sseo negativamente, como anticonvulsivantes e antiacidos com

aluminio.

Nao foram incluidas as que se utilizavam de contraceptivos hormonais
anteriormente a pesquisa, as gravidas no momento de selecdo ou com relato de
gestacdo e/ou amamentacdo pregressa, as com contraindicacdo ao uso de
horménios sexuais ou as menores de 18 anos que tinham necessidade de manter o
sigilo quanto a prescricdo de contracepcado, pela impossibilidade de obtencdo do

TCLE assinado por seus responsaveis.

Quanto & avaliagdo dietética, ndo foram incluidas as adolescentes que
fizessem uso exclusivo de dieta vegetariana, aguelas com alto consumo de fibras,

cafeina ou refrigerantes e as que nao consumiam produtos lacteos diariamente.

3.4 Critérios de Exclusao
Do total de 42 adolescentes incluidas no grupo que utilizou EE 20

Hg/150ug de Desogestrel foram excluidas 6 que, por qualquer motivagdo pessoal,
deixaram de utilizar os ACO como prescritos. No segundo grupo, quando
utilizamos EE 30ug/Drospirenona 3mg, foram incluidas 66 adolescentes, sendo 5
excluidas, pelos mesmos motivos do primeiro grupo e, ainda, nos dois grupos, por
ndo terem comparecido na data agendada para realizacdo da densitometria 0ssea
e coleta sanguinea. As adolescentes recebiam seus agendamentos de exames e

eram convocadas por pelo menos trés vezes, antes que excluidas.

Mesmo que excluidas do estudo, as adolescentes foram acompanhadas
em todas suas necessidades no Ambulatério de Medicina do Adolescente, obtendo
todos os cuidados oferecidos a todos 0s pacientes no tocante aos aspectos

relacionados a promoc¢ao, manutencao e recuperacao de sua saude integral.
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3.5 Antropometria
Informagdes relacionadas ao peso corporal foram verificadas por meio

de uma balanca eletrbnica da marca Filizola, com precisdo de 0,1Kg. Para a
obtencdo da estatura, as adolescentes colocaram-se na posi¢cao ortostatica, de
costas para a escala de medida, com os pés unidos no centro, sobre a base do
estadiometro, com olhar dirigido para frente, sem calgados. Para obtencdo dessas

medidas, vestiram o minimo de roupa possivel.

Os valores da medida de estatura foram obtidos mediante um
estadidmetro de madeira, com precisdo de 0,1 cm. As técnicas utilizadas para a
mensuracdo dessas variaveis foram aquelas propostas por Jelliffe (1968).
Buscando obter outros indicadores nutricionais dos adolescentes,de posse das
medidas de peso corporal e estatura, foi calculado o IMC mediante a relagéo

matematica: IMC = Peso Corporal (Kg)/ Estatura (m?).

3.6 Exame Clinico e Avaliacdo dos Caracteres Sexuais Secundarios
Foi realizado exame geral e especifico dessas adolescentes, para que

qualquer alteracao fisica fosse detectada. Nesse momento, foi realizado o exame
de avaliagdo dos caracteres sexuais secundarios, através da inspec¢éo visual de
mamas e pelos pubianos. O resultado foi confrontado com os critérios de Tanner
(Marshall e Tanner, 1969).

3.7 Radiografia de M&o e Punho
Na sequéncia, foi obtida a idade 6ssea (IO) para a avaliacdo do grau de

maturacdo esquelética de todas as adolescentes. O método utilizado foi o de
Greulich e Pyle (1959), chamado de método GP, em que se faz a radiografia de
m&o e punho a ser posteriormente comparada com o Atlas. A interpretacdo foi
realizada por um Unico avaliador habilitado para tal atividade (AST), que nao foi
informado a qual grupo pertencia a adolescente submetida ao exame. Esse
procedimento foi realizado nas usuéarias de ACO, no momento zero e apds 12
meses de seguimento das adolescentes e, também, naquelas pertencentes ao

grupo controle.
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3.8 Densitometria Ossea
As adolescentes que cumpriram todas as etapas anteriores foram

submetidas a avaliacdo da massa 6éssea no momento do inicio do uso do ACO
e no final do tempo de seguimento, mediante um exame de densitometria
6ssea, através de uma unidade de Densitometria Ossea por atenuacéo de raio
x de dupla energia, utilizando um aparelho Hologic QDR 4500 Discovery A
(Hologic Inc., Bedford, MA). Para a adequada avaliacdo da massa 0ssea, um
software pediatrico foi utilizado e os resultados do conteddo 6sseo foram
expressos em g e os da densidade, em g/cm? Foi realizada a mensuragéao das
regibes da coluna lombar entre L1-L4, densitometria de corpo total e subtotal
(sem segmento cefalico). Todas as avaliacbes foram realizadas por apenas um
profissional técnico, habilitado para tal, e 0 mesmo, ao realizar o exame de
densitometria, ndo era informado (avaliador cego) se a adolescente estava ou

ndo usando algum ACO.

As adolescentes ndo usuarias de ACO realizaram DXA no momento

de introducéo ao estudo.

3.9Marcadores Bioquimicos de Formac&o Ossea
Diante das recomendacdes efetuadas pela literatura, optou-se por

avaliar os seguintes marcadores bioquimicos de remodelacédo 0ssea: osteocalcina
(OC) e fosfatase alcalina 6ssea (FAO). Tal escolha foi embasada pela alta
especificidade e sensibilidade apresentada pela FAO, pela OC, marcadores 6sseos
de formacdo, segundo pesquisas apresentadas pela literatura nacional e
internacional (Vieira, 1999; Watts, 1999; Lethonen-Veromma et al., 2000; Seibel,
2002; Cremers Garnero, 2006) e pela tradicdo em pesquisa sobre Osteo-
metabolismo, desenvolvida neste servico, onde se utilizaram o0s mesmos
marcadores para o género masculino e feminino (Goldberg et al., 2009; Silva et al.,
2011; Fortes et al., 2014, Mosca et. al., 2016).
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Osteocalcina (OC)

A OC ou proteina 6ssea gla (GP) foi dosada pelo método Micro Vue
Osteocalcin EIA (enzyme immuno assay) kit da QUIDEL® ( USA, CA, San Diego),
como indicador de ‘“turnover” 6sseo. O imunoensaio € um teste de ELISA
competitivo, que quantifica somente a OC intacta e ndo detecta fragmentos de
tecido 6sseo reabsorvido. Para realizacdo desse teste utlizaram-se microplacas de
96 alvéolos previamente tratadas com osteocalcina, e sobre estes alvéolos ja
tratados, foram adicionados 25uL de cada padrdo reconstituido, controles e
amostras de soro dos individuos testados. Em seguida, adicionaram-se 125ul de
anticorpo anti-osteocalcina, com posterior incubacdo de 120 minutos a temperatura
ambiente e lavagem da placa com 30L de tampéao de lavagem, por trés vezes. Apés
lavagem da placa e retirada do anticorpo anti-osteocalcina, foi adicionado a IgG
anti-camundongo conjugada com fosfatase alcalina, com posterior incubagéo, por
60 minutos, a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente conforme
descrito anteriormente e adicionado o substrato contendo p-Nitrofenil fosfato
(PNPP) para o desenvolvimento de cor, por um periodo de 35-40 minutos. A reacao
foi blogueada com NaOH 0,5N e a leitura realizada em leitor de Elisa TP Reader,
Thermo Plate; no comprimento de onda de 405 nm. A obtencdo das concentracdes
de ostecalcina nas amostras de soro foram obtidas através da férmula y= (A-D) /
(1+ (x/C)B)+D. O intervalo de concentragéo utilizado para o teste foi de 1,6 a 2,8
ng/mL, com limite minimo de detec¢éo de 0,45 ng/mL, sendo determinado por trés
vezes 0 valor do desvio, para o padrao zero. O coeficiente de variacdo obtido para
a precisdo do ensaio descrito pelo fabricante foi de 8 a 10% para o intra-assay e

9,76 a 9,8% para o inter-assay.

Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

A FAO foi dosada utilizando o Micro Vue Osteocalcin EIA (enzyme
immuno assay) kit da QUIDEL® (USA, CA, San Diego), como indicador de atividade
osteoblastica. O imunoensaio € um teste que utiliza um anticorpo monoclonal anti-
FAO como captura e adsorvido a superficie dos alvéolos da microplaca de 96
orificios. Este anticorpo monoclonal, adsorvido a placa, captura a FAO presente nas
amostras de soro, padréo e controles, sendo possivel determinar a atividade da
FAO com o substrato p-Nitrofenil fosfato (pNPP). Para isto, um volume de 20 uL de

soro, controles e padrdo adicionado, constituido por 125uL de tampédo de ensaio
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foram acrescidos conjuntamente a placa. ApGs a retirada das amostras de soro,
padréo e controles, a placa foi entdo lavada quatro vezes com tampéo de lavagem
e adicionado 150 pL do pNPP. O desenvolvimento de cor ocorreu hum periodo de
30-35 minutos a temperatura ambiente, a reacdo bloqueada com NaOH 0,5N e a
leitura realizada em leitor de Elisa TP Reader, Thermo Plate, em comprimento de
onda de 405 nm. As concentracbes de FAO nas amostras de soro foram obtidas
através da férmula y= A+Bx+Cx2. O intervalo de concentragédo utilizado para o teste
e montagem da curva padrdo compreendeu concentracfes entre 2 a 140 U/L. O
limite minimo de detecc¢éo para este ensaio fornecido pelo fabricante era de 0,7UI/L,
sendo determinado por trés vezes o valor do desvio para o padrdo zero. O
coeficiente de variacdo obtido para a precisdo do ensaio era de 3,9 a 5,8% para o

intra-assay e 5,0 a 7,6% para o inter-assay.

A fosfatase alcalina especifica do osso (BAP) foi medida
quantitativamente no soro através do Metra MBAP EIA kit — Biosystemscomo um

indicador da atividade osteoblastica. O ensaio Metral MBAP é um imunoensaio
guantitativo, num formato de tira de microtitulagdo que utiliza um anticorpo
monoclonal anti - BAP revestido na tira para captar a BAP na amostra. A atividade
enzimatica da BAP captada é detectada com um substrato de p-Nitrofenil- fosfato
(PNPP). A leitura foi realizada em microleitor de ELISA, no comprimento de onda de
405 nm. O ensaio foi realizado no Laborat6rio Experimental da Pediatria, Faculdade
de Medicina de Botucatu- UNESP.

3.10 Dosagem de Estradiol Sérico
Entre as usuarias de AOC, depois de seis meses de seu uso, foram

obtidas amostras sanguineas para dosagem de estradiol, que foi realizada através
de imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia (CMIA), utilizando-se o
Kit ARCHITECT® Estradiol (AbbottLaboratories, USA) que apresenta precisao <
5pg/ml para concentracbes do controle baixo (alvo a 45 pg/ml) e < 7% para
concentra¢des no intervalo dos controles médio e alto (alvo a 190 e 600 pg/ml,
respectivamente). As adolescentes pertencentes ao grupo controle ndo foram
submetidas a dosagem do estradiol sérico, inferindo-se que, por serem
adolescentes saudaveis, possuiam niveis de estradiol compativeis com valores de
referéncia, para seu grau maturacional (M4 e M5), valores esses ja bem

estabelecido pela literatura (Finkelstein, 1980).
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3.11 Analise estatistica
Para a comparacdo entre as varidveis dos grupos de ndo usuarias e

usuérias de ACO1 e ACO2, no momento basal, utilizou-se o teste de Kruskal Wallis
e, para a comparacéo entre os grupos ACO1 e ACO2 o teste de Mann —Whitney,

fixado o nivel de significancia em 5%.

Para estudar o efeito da idade sobre as varidveis nutricionais,
densitométricas e sobre as concentracdes dos marcadores 6sseos provenientes de
adolescentes ndo usuarias de contraceptivos (controles), realizou-se Analise de

Regressao Linear..

Na comparagdo das variaveis antropométricas, densitométricas e das
concentracbes dos marcadores 0sseos, obtidas entre as usuarias de EE
20pg/Desogestrel 150ug e EE 30ug/Drospirenona 3mg, no momento basal e 12
meses, foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para todos os testes aceitou-se

significancia quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

Na tabela 1, compararam-se as varidveis antropométricas,
densitométricas 6sseas e de composicao corporal obtidas pela densitometria e as
concentracdes dos marcadores 6sseos FAO e OC obtidos entre adolescentes que
foram incluidas no grupo controle, momento inicial, frente as mesmas variaveis
obtidas entre as adolescentes pertencentes ao grupo ACO1, ho momento basal, e
aguelas que compuseram o grupo ACO2, no momento de introducdo ao estudo.
Observa-se que as variaveis analisadas ndo apresentaram diferencas estatisticas,
a excecao do percentual de gordura corporal, quando as adolescentes do grupo
ACO2 diferiram das controles e do grupo ACOL1 (Tabela 1).

Na sequéncia, pela analise da Regressao Linear Simples, evidenciou-se
gue, para estudar o efeito de todos os indicadores em funcéo da idade, no grupo
controle, para cada ano de idade cronolégica a mais, encontrou-se um acréscimo
na idade 6ssea de 1,04 anos, 3,42 kg de peso, 1,33 kg/m? de IMC e, de 0,1m na
altura. Analisando as variaveis densitométricas nos diversos sitios esqueléticos
estudados, pdde-se constatar que houve diferencas estatisticas significativas na
densidade mineral 6ssea da coluna lombar (DMO lombar), corpo total (DMO corpo
total) e corpo subtotal (DMO subtotal) com acréscimo de 0,06 g/cm2 em cada ano a
mais. No tocante ao conteddo mineral 6sseo, também se observou acréscimos no
CMO da coluna lombar , CMO corpo total e CMO subtotal com incremento de
3,22g, 117,219 e 89,369 respectivamente, p <0,001. Quanto a massa de gordura e
massa magra, foram observados acréscimos de 1045,85g e de 2238,40

respectivamente (Tabela 2).

No tocante aos marcadores de formacédo 6ssea (FAO, OC) constatou-se
uma reducgdo na concentragdo da FAO, de - 5,19U/L, com um ano a mais de idade
cronoldgica, estatisticamente significante. Em relagdo & OC, ndo houve diferenca

estatistica significativa (Tabela 2).

Continuando a andlise dos resultados, observa-se na tabela 3 que, as
medianas das variaveis antropomeétricas, densitométricas 6sseas, de composicao
corporal obtidas pela densitometria e as concentragdes dos marcadores 6sseos
FAO e OC obtidas no momento basal foram confrontadas as obtidas ap6s 12
meses, provenientes das adolescentes que foram expostas as duas formulacdes de
ACO, contendo EE 20 pg/Desogestre 150 pg e EE 30ug/Drospirenona 3mg

Observa-se que houve diferenca estatistica em relacdo a idade cronologica e a
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idade Ossea, na comparagdo momento inicial e final, com medianas de idade
cronoldgica de 15,00 e 16,00 anos, apds um ano de seguimento seja para o ACO1
e ACO2. O mesmo comportamento foi observado para a idade 6ssea com mediana
de 16,00 e 18,00 anos para o0 ACO1 e mediana de 17,00 anos nos dois momentos
analisados para o grupo ACO2. Quanto as demais variaveis analisadas, constatou-
se diferencas significativas entre as variaveis antropométricas peso e IMC, nos dois
grupos e, na estatura para o grupo ACO2 e, ndo se observou diferencas para o

percentil do IMC e escore z de IMC.

Quanto as variaveis densitométricas 6sseas obtidas nos diversos sitios
analisados, na comparacdo momento basal e um ano ap6és o uso dos ACOs
preconizados, ndo se constatou diferencas significativas nas seguintes variaveis
DMO lombar, CMO lombar, DMO corpo total, CMO corpo total, DMO subtotal e
CMO subtotal para o grupo ACO2 e de todas as mesmas variaveis, a excegdo do
CMO de corpo total para o grupo ACOL1, com p=0,001. Quanto a massa de gordura,
e percentual de gordura corporal, constatou-se diferencas estatisticamente
significativas entre o momento basal e 12 meses, para ambas composi¢cfes de
contraceptivos. O mesmo efeito ndo foi evidenciado em relagdo a massa magra

avaliada no grupo ACO2 (Tabela 3).

No tocante as concentracbes dos biomarcadores de formacgédo 6ssea
(FAO, OC), verificou-se uma redugédo nas medianas da FAO de 53,92U/L para
41,48U/L, na comparagdo momento basal frente a um ano de uso do ACO1,
contendo EE 20ug EE/Desogestrel 150 pg, com diferenca estatisticamente
significativa, p=0,080 e de 43,10U/L para 27,14U/L quando foi utilizado EE 30
pg/Drospirenona 3 mg (ACO2), p<0,001. Reducdes nas concentracbes de
osteocalcina também puderam ser observadas, de 8,00ng/mL no momento basal
para 4,69ng/mL, 12 meses apds nhas adolescentes que compunham o grupo ACO1,
p=0,002, e de 10,43ng/mL para 1,47ng/mL, no grupo ACO2, com diferencas
significantes, com p<0,001 (Tabela 3).
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Tabela 1. Comparagdo entre variaveis de adolescentes pertencentes ao grupo controle e grupo de usudrias de contraceptivos contendo20pugEE/150ug

Desogestrel (ACO1) e 30EE pg/3mg Drospirenona (ACO2) no momento basal.

20pugEE/150ugDesogestrel ACO1

30ugEE/3mgDrospirenona ACO2

Controle (n=70) (n=36) (n=61)
Med Min Max Med Min Max Med Min Max Pa pb

Idade (anos) 16,00 12,00 19,40 15,00 11,00 20,00 15,00 12,00 18,00 0,663 0,182
Idade dssea (anos) 17,00 14,00 19,00 16,00 14,00 18,00 17,00 14,00 21,00 0,245 0,402
Peso (kg) 52,55 41,00 69,90 54,00 39,00 73,40 54,00 38,50 69,00 0,855 0,971
Estatura (m) 1,60 1,49 1,72 1,59 1,49 1,67 1,59 1,39 1,71 0,862 0,212
IMC (kg/m?) ¢ 20,30 16,44 26,78 21,35 17,1 26,78 21,50 15,82 26,86 0,512 0,052
EscorezIMC ¢ -0,02 -1,40 1,15 0,27 -1,39 1,27 0,24 -1,73 1,24 0,840 0,113
Percentil IMC ¢ 48,89 8,07 87,46 58,72 8,21 89,78 59,89 8,18 89,22 0,692 0,066
BMD Lombar (g/cm?) 0,951 0,724 1,174 0,963 0,770 1,169 0,955 0,744 1,242 0,987 0,874
BMC Lombar (g) 51,00 29,94 76,64 49,82 38,54 72,99 50,19 34,61 79,39 0,579 0,854
Escore z Lombar -0,300 -1,800 1,630 0 -1,400 1,900 0 -1,800 2,400 0,774 0,637
BMD Corpo Total

(g/cm?) 1,017 0,859 1,205 0,995 0,845 1,130 1,017 0,884 1,240 0,152 0,213
BMC Corpo Total (g) 1886,75 1260,69 2473,26 1848,59 1291,25 2130,32 1804,57 1377,30 2719,86 0,620 0,743
Escore z Corpo Total -0,900 -1,900 1,800 -0,500 -1,900 1,800 0,219 0,219
BMD Subtotal (g/cm?) 0,886 0,753 1,043 0,874 0,726 0,950 0,888 0,790 1,161 0,077 0,185
BMC Subtotal (g) 1445,81 923,07 1901,61 1443,84 945,38 1609,56 1395,64 1032,23 2254,86 0,541 0,782
Massa de Gordura (g) 15315,20 9539,10 29019,90 16111,70 7740,60 25324,60 17593,45 10151,70 29019,90 0,037 0,069
Massa Magra (g) 35636,00 26173,60 48669,10 37105,10 29294,40 48669,10 35325,60 25993,70 51819,50 0,209 0,358
% de Gordura 29,400 20,400 41,800 29,100 20,000 38,500 32,550 19,600 41,300 0,002 0,008
FAO (U/L) 59,92 15,41 87,90 44,86 3,94 132,766 39,885 19,3124 103,404 0,093 0,225
OC (ng/mL) 6,68 1,12 30,11 8,0015 1,711 25,998 10,427 0,269 28,146 0,295 0,301

Nota “a” Teste de Mann —Whitney comparagdo entre ACOle ACO2

“b” Teste de Kruskal Wallis comparagdo entre os 3 grupos

“c” ANOVA (valores apresentados em media).



Tabela 2. Estudo de Regressdo Linear para estudar o efeito sobre as variaveis nutricionais,
densitométricas e dos marcadores dsseos de adolescentes ndo usudrias de contraceptivos (grupo
controle) em fungdo da idade.

Controles
B p 1C95%
Idade 6ssea (anos) 1,04 <0,001 1,02 1,06
Peso (kg) 3,42 <0,001 3,30 3,54
Estatura (m) 0,10 <0,001 0,10 0,10
IMC (kg/m?) 1,33 <0,001 1,29 1,37
Escore z IMC 0,01 0,342 -0,01 0,02
Percentil IMC 3,31 <0,001 2,93 3,68
BMD Lombar (g/cmz) 0,060 <0,001 0,058 0,06
BMC Lombar (g) 3,223 <0,001 3,086 3,36
Escore z Lombar -0,012 0,105 -0,026 0,00
BMD Corpo Total (g/cm?) 0,064 <0,001 0,062 0,07
BMC Corpo Total (g) 117,21 <0,001 113,150 121,27
BMD Subtotal (g/cm?) 0,056 <0,001 0,055 0,06
BMC Subtotal (g) 89,36 <0,001 86,041 92,68
Massa de Gordura (g) 1045,85 <0,001 974,54 1117,16
Massa Magra (g) 2238,40 <0,001 2150,19 2326,62
% de Gordura 1,910 <0,001 1,82 2,00
FAO (U/L) -5,19 <0,001 -7,24 -3,14

OC (ng/mL) -0,30 0,540 -1,23 0,65
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Tabela 3. Comparagdo entre as variaveis antropométricas, densitométricas e dos marcadores dsseos de adolescentes pertencentes aos grupos ACO1 e
ACO2 no momento basal e 12 meses.

ACO1 ACO2
ACO Momento Basal (n=36) Momento Basal (n=61)
Med Min Max z p Med Min Max z p

Idade (anos) 15,00 11,00 20,00 -4,4 0,000 15,00 12,00 18,00 -5,6 0,000
Idade dssea (anos) 16,00 14,00 18,00 -4,1 0,000 17,00 14,00 18,00 -4,9 0,000
Peso (kg) 54,00 39,00 73,40 -3,2 0,001 54,00 38,50 69,00 -2,9 0,004
Estatura (m) 1,59 1,49 1,67 -1,3 0,179 1,59 1,39 1,71 -3,4 0,001
IMC (kg/m’) a 21,35 17,10 26,78 -2,9 0,037 21,50 15,82 26,86 -2,5 0.450
Escore z (IMC) a 0,27 -1,39 1,27 -1,2 0,175 0,24 -1,73 1,24 -0,7 0.759
Percentil IMC a 58,72 8,21 89,78 -1,0 0,194 59,89 8,18 89,22 -0,9 0.908
BMD lombar (g/cm?) 0,968 0,771 1,169 -1,7 0,088 0,955 0,744 1,242 -1,6 0,116
BMC lombar (g) 49,82 38,54 72,99 -1,4 0,166 50,19 34,61 79,39 -0,8 0,437
Escore z lombar 0,000 -1,400 1,900 -1,7 0,081 0,000 -1,800 2,400 -2,8 0,005
BMD corpo total (g/cmz) 1,000 0,845 1,130 -1,9 0,059 1,017 0,884 1,240 -1,6 0,102
BMC corpo total (g) 1848,59  1291,25 2130,32 -3,2 0,001 1804,57 1377,30 2719,86 -0,3 0,751
Escore z corpo total -0,900 -1,900 1,800 -2,7 0,007 -0,500 -1,900 1,800 -2,3 0,021
BMD subtotal (g/cmz) 0,874 0,726 0,950 -0,3 0,765 0,888 0,790 1,161 -1,9 0,055
BMC subtotal (g) 1443,84 945,38 1609,56 -1,5 0,126 1395,64 1032,23 2254,86 -1,2 0,224
Massa de Gordura (g) 16111,70 7740,60 25324,60 -3,3 0,001 17593,45 10151,70  29019,90 -4,1 0,000
Massa Magra (g) 37105,10 29294,40 48669,10 -2,5 0,012 35325,60 25993,70 51819,50 -0,2 0,873
% de gordura 29,100 20,000 38,500 -3,2 0,001 32,550 19,600 41,300 -4,0 0,000
FAO (U/L) 53,92 3,94 132,77 -2,1 0,080 43,10 19,31 103,40 -4,0 0,001
0OC (ng/mL) 8,00 1,71 26,00 -3,1 0,002 10,43 0,27 28,15 -4,1 0,000

nota: ACO1: adolescentes que receberam contraceptivo oral contendo 20 ug EE/150 g desogestrel; ACO2: adolescentes que receberam contraceptivo oral contendo 30 ug EE/3mg drospirenona.
Teste Wilcoxon para comparagdo entre momentos entre ACO1 e ACO2. “a” Teste Pareado (valores em media)
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que adolescentes saudaveis, na faixa
etaria compreendida entre 12 anos completos e 20 anos incompletos, ndo usuarias
de contraceptivo hormonal oral, apresentaram um incremento de massa 0ssea
significativo quando analisado pela densitometria O0ssea nos Varios sitios
esqueléticos propostos. Em relacdo aos marcadores 0Osseos de formacao,
observou-se um aumento em suas concentragdes, coincidente com o momento
etario do pico de velocidade de crescimento (PHV) para a populacdo de meninas
brasileiras, confirmando um paralelismo entre esses eventos. Na sequéncia,
observou-se um decréscimo nas concentragbes dos biomarcadores,
acompanhando a desaceleracdo prevista quanto a velocidade de crescimento em
estatura (Moretto et al., 2011; Fortes et al., 2014).

E possivel destacar que os trés grupos estudados denominados grupo
controle, grupo ACOL1 e grupo ACO2, no momento basal foram muito homogéneos
entre si no tocante as caracteristicas antropométricas, densitométricas e nas
avaliacbes dos marcadores 0Osseos de formacgdo. Entretanto, quando aquelas
usuérias das duas formulacées de ACO foram comparadas as adolescentes que
compunham o grupo controle, no momento 12 meses, as pertencentes aos grupos
ACO tiveram um incremento 6sseo aquém do estimado naquelas consideradas
controles, evidenciando um efeito negativo de ambas formulacdes sobre a massa
Ossea de adolescentes. Deve-se ressaltar que esse periodo da vida que
compreende a segunda década é considerado Unico e primordial para a saude
Ossea futura, uma vez que 92% da massa 6ssea total é adquirida até por volta dos
18 anos de idade e 99%, até os 26 anos de idade (Rabinovich, 2004; Harel et al.,
2007; Lattakova et al., 2009).

Dados da literatura demonstraram gque mulheres que usavam ACO nao
apresentavam as altas concentracdes do estrogénio enddgeno, evidenciadas no
meio do ciclo, caracteristica dos ciclos espontaneos (Lattakova et al., 2009), assim
como as oscilagbes observadas durante as varias fases do ciclo menstrual, fase
folicular, fase ovulatéria e fase do corpo lateo. A busca em reduzir os efeitos
colaterais e, principalmente, as complicagdes cardiovasculares resultantes do uso

de ACO constatadas nas Ultimas décadas levou a reducdo gradativa das
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concentracbes de estrogénio nas formulagbes dos anticoncepcionais, o que
possivelmente resultou em efeito deletério sobre a DMO. Em virtude de uma
concentracdo menor dos esteroides sexuais na circulagdo, péde-se constatar um
menor incremento do pico de massa 6ssea a ser adquirido na adolescéncia (Reed
et al.,, 2003), ainda que outros 6rgdos e sistemas fossem protegidos por essa
reducdo nas concentracdes do etinilestradiol presente nos contraceptivos.

Além dos efeitos relacionados ao estrogénio, deve-se levar em
consideracdo o impacto dos progestagénios sobre a massa 6ssea, com diferentes
mecanismos que requerem consideracdo. Primeiro, divulga-se que efeitos 6bvios e
bem estabelecidos confirmam que doses altas de progesterona atuam sobre 0 eixo
hipotalamico-hipofise-gonadal, resultando em hipoestrogenismo, remodelagéo
Ossea acelerada e rapida perda de massa 6ssea (Prince et al., 2007; Herrmann e
Seibel, 2010). Outra possibilidade difundida é que existem evidéncias de que a
progesterona apresentaria efeito estimulatério, através de receptores de
progesterona e de receptores androgénicos (Wiren et al., 2006; Takai et al., 2007).
Os receptores de progesterona e androgénio (AR) sao expressos em osteoblastos
e osteoclastos e a ativacdo desses dois receptores tem-se revelado por um
aumento da massa Ossea, por elevarem a atividade osteoblastica e reduzirem a
reabsorcao 6ssea resultante da estimulacdo osteoclastica (Wiren et al., 2005; Wiren
et al., 2006). Outra possibilidade sugerida divulga que os progestagénios, em
particular o Acetato de Medroxiprogesterona, se unem ao receptor de
glicocorticoide (GR), o que poderia resultar em inibicdo da atividade osteoblastica.
Enquanto as concentracfes fisiolégicas de glicocorticoides sao essenciais para
proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos, os niveis supra-fisiolégicos de
glicocorticoides sao conhecidos por induzirem a perda éssea, sobretudo através da
inibicdo da atividade osteoblastica (Alesci et al., 2005; Mazziotti et al., 2006).
Considerando essas interacdes complexas, sugere-se que o encadeamento de
efeitos dos progestagénios sobre as células 6sseas seja comumente determinado
pelo grau de interacdo entre o hipoestrogenismo induzido, bem como pela acéo
estimulatéria ou inibitéria resultante de sua agdo sobre os varios receptores
hormonais. Deve-se destacar que a dose e a formulacdo dos progestagénios

utilizados poderiam ser responsabilizados pelos efeitos ésseos observados.

Quimicamente, os progestagénios podem ser classificados em duas
familias: os derivados de progesterona e os derivados de 19 Nortestosterona

(Herrmann e Seibel, 2010). A maioria dos progestagénios contidos nos
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contraceptivos hormonais modernos, é derivada da 19 Nortestosterona, embora a
composicao individual possa exibir diferencas significantes em potencial e na
capacidade de ligar-se aos receptores de horménios esteroides, relatados como
receptores androgénicos (AR), receptores de glicocorticoides (GR) ou receptores de
mineralocorticoides (MR).

Muitos  progestagénios comprometidos com 0SS  receptores
androgénicos, como por exemplo, a Drospirenona e o Desogestrel, que estdo
presentes na composicdo dos ACO do presente estudo, levam a ativacdo de
receptores androgénicos por uma inibicdo competitiva, podendo prevenir a acao
androgénica endogena. Esse mecanismo de atuacdo resulta em efeitos
antiandrogénicos, de grande importancia sobre o metabolismo 6sseo, uma vez que
a testosterona exerce um papel fundamental na aquisicdo de massa 6ssea. Em
decorréncia da identificagdo de poucos estudos na literatura sobre a influéncia dos
progestagénios presentes nas formulacdes de ACOs, resulta a complexidade em
distinguir quais efeitos seriam advindos da progesterona ou resultantes dos niveis
reduzidos de estrogénio sobre o metabolismo 6sseo. No presente estudo, pode-se
destacar, como resultado final, um menor incremento de massa 6ssea entre as

usuarias de ACO, ap6s um ano de seguimento.

Estudos também evidenciaram uma forte correlagdo entre o estrogénio
enddégeno e os marcadores de formacédo e reabsorcdo 6ssea, com concentracdes
elevadas dos biomarcadores no periodo inicial da puberdade, com valores de pico
coincidentes com o pico da velocidade de crescimento e declinio significativo das
concentracdes na puberdade tardia, sendo essas préximas as verificadas entre
adultos (Van Coeverden et al., 2002; Fortes et al., 2014).

E importante ressaltar que os marcadores do metabolismo 6sseo e a
massa 0ssea se relacionam as mudancas pubertarias evidenciadas durante o
crescimento observado na segunda década de vida. Durante o periodo de
aceleracdo do crescimento, constatado no estagio 2 de Tanner, no sexo feminino,
ocorre aumento dos marcadores de remodelacdo 6ssea. A massa 6ssea também
apresenta incremento, ocorrendo pico nas concentracbes dos marcadores
coincidente com o pico da velocidade de crescimento, observado no estagio 3 de
Tanner. Na sequéncia, no momento de desaceleracdo do crescimento, 0s
marcadores do metabolismo 6sseo declinam, enquanto a massa 0ssea continua

sendo incrementada, provavelmente, devido aos niveis aumentados dos esteroides
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sexuais e do IGF-1 (insuline-like growth fator-1), fendmeno este que foi constatado
por Tobiume e colaboradores, que mensuraram niveis séricos maximos de FAO
durante a média puberdade (estagio 3 no sexo feminino), e declinio em puberdade
tardia, com posterior manuteng&o dos seus niveis até a adulticia (Van Coeverden et
al., 2002; Fortes et al., 2014).

Diante do que foi exposto e sabendo que todas as adolescentes que
compuseram a amostra do presente estudo encontravam-se em puberdade tardia,
pode-se inferir que a reducdo nas concentracdes dos marcadores de formacéo
0ssea, OC e FAO, foram decorrentes da influéncia do uso de ACO, uma vez que a
média do estradiol circulante obtido para tais adolescentes foi de 54 pg/mL,
concentragcdes menores quando comparadas as de uma adolescente ndo usuéria
de contraceptivo hormonal, cujas concentrages reportadas na literatura sdo de
87pg/mL na fase folicular, podendo atingir valores de 150 a 350pg/mL, durante o
periodo ovulatério (Lattakova et al., 2009). Assim, os resultados evidenciados,
quanto aos marcadores 0sseos, nesse estudo, ndo parecem ser decorrentes
apenas da influéncia da idade, mas resultantes do hipoestrogenismo a que as
usuéarias de ambos ACO foram submetidas, mesmo que frente as diferencas das
apresentacdes de etinilestradiol presente nas duas formulagoes.

Quando comparamos os resultados do presente estudo com os dados
advindos da literatura, pudemos confirmar que o uso do ACO exerce efeito negativo
sobre a massa Ossea de adolescentes, visto que as pacientes consideradas
controles, ou seja, ndo usuarias de ACO tiveram um aumento na DMO e no CMO
de todos os sitios esqueléticos analisados, com resultados que confirmam aqueles
apresentados por Polatti e colaboradores, quando controles aumentaram a DMO
em 7,8% (Polatti et al.,1995; Ziglar, 2012). Em contrapartida, em nosso estudo,
guando a analise do incremento da massa 0ssea, avaliada pela densitometria, das
usuarias de anticoncepcional hormonal oral, apds 12 meses, foi realizada frente aos
valores basais, constatou-se que as mesmas incrementaram de forma muito

discreta sua massa 0ssea, porém sem significancia estatistica.

Cromer e colaboradores, em seu estudo, analisaram a evolugdo da
massa 0ssea de 370 adolescentes na faixa etaria de 12 a 18 anos, por um periodo
de 12 meses, agrupando-as em usuarias e nao usuarias de contraceptivo hormonal
e concluiram que as usuérias de Acetato de Medroxiprogesterona apresentaram,

em média, reducao de 1,4% na DMO na coluna lombar (p<0,001); as que usaram
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ACO contento EE 20pg e 100pg de Levonorgestrel ganharam 2,3 % na DMO da
coluna lombar. Entretanto, o grupo controle teve acréscimo de 3,8%na coluna
lombar. Ressalta-se que, tanto no estudo de Cromer e colaboradores como no
presente estudo, as usuérias de ACO tiveram acréscimo em suas DMO, mas esse
incremento foi menor que o observado no grupo de ndo usuarias de
anticoncepcional. Diante desses resultados, pode-se supor que 0sS modestos
ganhos nas DMO das adolescentes que fizeram uso de ACO de baixa dosagem,
permitem algum incremento na massa 0ssea, mas ndo a mineralizacdo 6Ossea
maxima possivel e necesséria, que atuaria como um "banco de reserva" para 0s
anos da adulticia e velhice (Polatti et al., 1995;Cromer et al., 2004; Cromer et al.,
2008; Biason et al., 2015).

Quando avaliamos os marcadores de formacdo 0ssea e confrontamos
com os resultados presentes na literatura, pudemos verificar que no estudo de
Paoletti e pesquisadores, no qual analisaram 28 mulheres entre 20 e 30 anos de
idade que fizeram uso de ACO contendo EE 30ug/Drospirenona 3mg e as
compararam com nao usuarias na mesma faixa etaria, observaram que, apés seis
meses de uso, as concentracfes séricas dos marcadores de formacdo éssea
analisados, FAO e OC, haviam diminuido em 20 a 30% em usuarias de ACO, mas
permaneceram inalterados entre as controles (Paoletti et al., 2004).

No presente estudo também foi constatada reducéo das concentracées
séricas dos marcadores de formacdo O6ssea nos dois grupos avaliados ap6s 12
meses de uso de ACO, com reducdes em 20 a 30 % nas concentracdes da FAO e
40 a 86% nas concentracdes da OC. Entre as adolescentes do grupo controle, as
concentracdes sofreram decréscimo significativo, quando analisada a FAO. No

caso da OC, tal constatacdo nao foi evidenciada.

Estudo realizado por Lattakova e colaboradores, no qual examinaram os
efeitos de diferentes formulagbes de ACO contendo EE 30pug e EE 15ug sobre
marcadores de remodelagdo 0ssea, incluindo a Osteocalcina e 0 CTX (telopetideo
carboxiterminal) em adolescentes, os autores concluiram que os niveis de OC e
CTX diminuiram ap6s um ano de uso das duas dosagens de contraceptivos, em
ambos os grupos, mas a diferenca entre os grupos nado foi estatisticamente
significativa ap6s ajustes dos fatores confundidores, como idade, IMC, idade da
menarca, ingestdo de calcio e atividade fisica (Lattakova et al., 2009). Em nosso

estudo, ndo houve necessidade de ajustes para tais fatores confundidores, uma vez
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gue as adolescentes de todos o0s grupo apresentavam homogeneidade na
comparacdo de suas variaveis e foram selecionadas segundo critérios rigidos de
inclusdo e exclusdo no estudo. Assim, a constatacdo na reducdo dos
biomarcadores de formacdo pode ser imputada ao efeito negativo resultante da
utilizagdo do anticoncepcionais utilizados, confirmada pela presenca de diferencas
estatisticamente significantes observadas na comparacdo da FAO e OC, no
seguimento das adolescentes por periodo de um ano.
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6. CONCLUSAO

O uso de duas formulacbes de contraceptivos hormonais orais de baixa
dosagem, ap6s um ano de seguimento, se associa a efeitos negativos sobre a
massa 0ssea, com incrementos na densidade e conteddo mineral 6sseos aquém
daqguele evidenciado para essa faixa etaria, quando os resultados sédo confrontados

com os advindos de adolescentes ndo usuarias de contraceptivos.

Os niveis de estradiol evidenciados entre as usudrias das formulacdes
de contraceptivos hormonais de baixa dosagem sdo inferiores aos niveis de
estrogénio enddégeno circulantes avaliados em adolescentes saudaveis nao
usuarias de anticoncepcionais, ndo sendo possivelmente suficientes para sustentar

uma aquisicao 6ssea maxima, que deveria ocorrer nessa fase da vida.

Ha evidéncias de que o uso desses contraceptivos, quando introduzidos
durante a segunda década de vida, se relaciona a niveis consistentemente menores
dos marcadores de formagéo 6ssea OC e FAO, confirmando o efeito negativo sobre

0sso ja demonstrado pela realizagcédo da densitometria mineral 6ssea.
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7. CONSIDERACOES

Diante dos resultados apresentados nesse estudo, algumas
consideracbes podem ser realizadas, para que se facam reflexbes sobre
sexualidade e saude reprodutiva de nossas adolescentes, bem como na busca de
solucBes e no delineamento e continuidade de novas pesquisas relacionadas ao

tema proposto.

Diante da necessidade inquestionavel do uso de métodos
contraceptivos por adolescentes e, sendo 0s anticoncepcionais orais de baixa
dosagem um dos métodos mais utilizados, os resultados relativos ao
comprometimento de aquisigdo da massa 0ssea em adolescentes devem ser
amplamente divulgados, para que se avalie o0 risco potencial de
osteopenia/osteoporose em idades mais avancadas. Deve-se no entanto, buscar

medidas possiveis de serem implementadas para contornar esse dilema.

Cada aumento de 10% da massa 0ssea na adolescéncia diminui o risco
de fraturas em 50%, e teoricamente atrasaria 0 aparecimento da osteoporose em
13 anos (WHO,1994).

Embora alguns investigadores sugiram um ligeiro aumento do risco de
fraturas em alguns sitios, este fato ndo foi constatado entre as adolescentes que
compuseram nossa amostra, pelo tempo de seguimento proposto. Sugerimos que
novos estudos sejam realizados por um periodo observacional maior, para melhor
avaliarmos a influéncia dos ACOs sobre a massa 6ssea e, também, sobre os

marcadores de formagéo e reabsorgdo 0ssea nessa faixa etaria.

Cabe a nés, profissionais da salude que se empenham pelo bem estar e
qualidade de vida dos adolescentes, orienta-los quanto a medidas que possam
resultar em beneficio a sua saude 6ssea atual e futura, como a pratica de atividade
fisica, alimentagcdo saudavel e adequada para cada estdgio de seu
desenvolvimento, suprindo as necessidades energético-proteicas e minerais, bem
como orientando quanto a ingestdo adequada de calcio, exposi¢do solar, ingestéo
ou suplementacéo de vitamina D, medidas essenciais para o bom desenvolvimento

esquelético e equilibrio do metabolismo ésseo.
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Apresentacao do Projeto:

O prasente estudo consiste na andkse dos dados onundos de trés estudos prévios reakzados com
adolescentes matncudadas no Ambulatono de Medicna do Adolescente da Faculdade de Mediana de
Botucatu, cujos participantes sfio adolescentes

do sexo feminno de 12 a 20 anos incompiatos, usudanas de contracepinvo oral

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar prospectivamente as repercussdes sobre o metaboksmo 0sseo de adolescentas de 12 a 20 anos
incompletos, usuanas de congtraceplivo oral de baixa

dosagem por periodo de um ano rente a resuliados provenientes de adolescantes

Objetivo Secundano

Avakar a Denskade Mineral Ossea (DMO) e o Conteddo Mineral Osseo da regsdo lombar, do colo do témur
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do saxo femmnino de 12 a 20 anos incompietos usuanas de COC de baixa dosagam padronzado por periodo
de um ano de Seu uso

- Comparar dados obtidos pela avaliaclio das DMO e CMO em adolescentes usudias de COC, pelo lempo
programado, com resultados provementes de adolescentas saudavers do mesmo sexo e faixa etana, ndo
usudrias de COC,

- Avalar os marcadores de formacdo (Osteocalcina e Fosfatase Alcalina Ossea ) e de reabsorglio (S-CTx)
de adolescentes do sexo feminino de 12 o 20 anos incompletos, usuarias de COC de boxa dosagem
padronazado por periodo de um ano de seu uso

- Comparar dados obtidos pela avakacso dos biomarcadores $sseos propostos obtidos
de adolescentos usuisias de COC pelo lempo programado, com resultados
provenientes de adolescentes saudavels do masmo sexo & faxa etana, ndo usuanas de COC.
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aprovados por este CEP com delineamento bem estruturado O tamanbo amostral o1 de 122
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pacientas. Constam cnténos de mchusdo e exclusdo utilzados e analse estatistica dos dados

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Constam todos os termos exigidos por este CEP. Como é apenas uma analise de dados ja coletados, os
autores solicitam dispensa do TCLE, o que & pertinenta no presenta caso.
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