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Lista de abreviacbes em Portugués

ACHO Anticoncepcional combinado hormonal oral

ACHO1 Grupo estudo com formulacéo Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel 150mg

ACHO2 Grupo estudo com formulacgéo Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg
CMO Conteudo mineral 6ssea

CMO Conteudo mineral 6sseo

DMO Densidade mineral 6ssea

DMPA Acetato de medroxiprogesterona

DXA Densitometria 6ssea

EE Etinilestradiol

FAO Fosfatase alcalina 0ssea

FSH Hormaonio foliculo estimulante

GC Grupo Controle

GH Hormonio de crescimento

GnRH Hormonio liberador de gonadotrofinas
IGF-1 Fator de crescimento semelhante a insulina
IL Interleucina

IMC indice de massa corpérea

10 Idade 6ssea

IST InfeccBes sexualmente transmissiveis

LH Hormaonio luteinizante

oC Osteocalcina

OMS Organizacdo Mundial de Saude

OPG Osteoprotegerina

PVC Pico de velocidade de crescimento

PMO Pico de Massa Ossea

S-CTx Telopeptideo-carboxiterminal

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido

TNFa Fator de necrose tumoral
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LINHA DO TEMPO




Em 2002, a Profa. Tamara Beres Lederer Goldberg e sua orientada inscrita
no Programa de PoOs-graduacdo em Pediatria - UNESP — nivel Mestrado Carla
Cristiane da Silva, bolsista do CNPq, iniciaram as primeiras investigacdes sobre a
Densidade Mineral Ossea e o Metabolismo Osseo de Adolescentes do sexo
masculino. O pioneirismo nessa area do conhecimento resultou em publicacdes
nacionais e internacionais em virtude da qualidade e relevancia das pesquisas
realizadas, além da obtencao do titulo de Mestre pela Profa. Carla (1-4).

Na sequéncia, outros profissionais se associaram ao grupo de pesquisa, a
exemplo da Profa. Dra Cilmery Suemi Kurokawa, agregando sua vivéncia e
conhecimento em laboratorio de pesquisa. Assim, outros alunos de PG, residentes e
aprimorandos da especialidade em Medicina do Adolescente e alunos de Iniciacdo
Cientifica foram se inscrevendo nos respectivos Programas e a producdo cientifica
tomando corpo. Em 2007, a Profa. Tamara passa a integrar o corpo de docentes do
Programa de Pés-Graduacdo em Ginecologia, Obstetricia e Mastologia, atual
Programa de PG em Tocoginecologia, transferindo sua linha de pesquisa e projetos
de pesquisa para esse Programa contando com auxilio FAPESP, CNPq, Reitoria
UNESP, entre outros.

Na sequéncia, outras alunas do Programa de PG em Tocoginecologia, Mestre
Maria Regina Moretto de Oliveira e Dra. Cristina Maria Teixeira Fortes desenvolveram
estudos, sob sua orientacéo, voltados a compreenséo do acréscimo da massa 0ssea
durante a segunda década de vida, periodo reconhecido como Adolescéncia.

Seus resultados detalharam a evolugdo da Densidade Mineral Ossea (DMO)
de adolescentes em funcéo da faixa etaria, da maturacdo esquelética avaliada pela

idade 6ssea, bem como pelos caracteres sexuais secundarios, indicando que a maior



aguisicdo de massa 6ssea no sexo feminino ocorre entre os 13 e 14 anos de idade
cronoldgica, quando estdo em desenvolvimento pubertario, Mamas 3, concluindo ser
esse 0 periodo critico para o acumulo de tecido 6sseo em todos os sitios analisados
(5).

Em 2012, demonstraram a relevancia da determinacéo dos biomarcadores do
metabolismo 0sseo e sua relagcdo com a densidade mineral 6ssea em adolescentes
do sexo feminino, acompanhando adolescentes saudaveis de 10 a 20 anos e
revelando o paralelismo entre as curvas de concentracdes dos biomarcadores ésseos
analisados com o pico de velocidade de crescimento (PHV), evidenciando correlacbes
negativas entre as DMO nos sitios avaliados e marcadores 0sseos. Além disso,
destacaram as altas concentracfes dos marcadores 6sseos nos primeiros anos da
adolescéncia e concentracdes significativamente reduzidas ao final da segunda
década de vida (6).

Na sequéncia, na conducao de pesquisas desenvolvidas no Programa de Pés-
graduacdo em Tocoginecologia, a Profa. Tamara propde reflexdo sobre o uso de
anticoncepcionais e suas possiveis consequéncias sobre o incremento de massa
Ossea de adolescentes usuarias de algumas formula¢gdes. Com esse estudo, iniciado
em 2009, a Mestre Talita Poli Biason obteve seu titulo de Mestre em 2013, tendo seu
Projeto de Pesquisa o titulo “Densidade mineral 6ssea em adolescentes usuarias de
anticoncepcional oral combinado”.

Nesse estudo foram introduzidas adolescentes usuarias de anticoncepcionais
hormonais orais combinados (ACHO) de baixa dose (Etinil Estradiol (EE)
20mcg/Desogestrel150mcg) por periodo de um ano, observando-se a evolugcao da

densidade e do conteudo mineral 6sseo que foram comparados aos de suas controles



saudaveis, também na faixa etaria de 12 e 20 anos. Assim, concluiu-se que o ACHO
prescrito  (EE20mcg/Desogestrel150mcg) afetou negativamente o0 processo de
aguisicao de massa 6ssea em adolescentes (7).

Em novo estudo, acompanhando adolescentes em uso de duas formulacdes
de ACHO, contendo EE 20ug/Desogestrel 150 e EE 30ug/ Drospirenona 3mg por
periodo de 12 meses, 0 grupo de pesquisa observou efeito negativo sobre a massa
O0ssea, assim como, sobre os marcadores de formacdo O&ssea analisados
(Osteocalcina, Fosfatase Alcalina Ossea) (8).

Em 2014, nova pesquisa com ampliacdo da amostra foi desenvolvida pela
Pos-graduanda nivel Doutorado Anapaula da C. Bisi Rizzo, cujos resultados foram
publicados em 2019. Este estudo verificou as repercussdes sobre o metabolismo
0sseo de adolescentes que utilizaram duas formulacbes de ACHO com doses
diferentes (EE 20ug/Desogestrel 150mg e EE 30ug/Drospirenona 3mg) comparadas
a adolescentes saudaveis ndo usuarias de contraceptivos com idades entre 12 e 20
anos, por periodo de 12 meses. A equipe de pesquisa concluiu que apos 1 ano de
seguimento o uso das duas formulacdes de contraceptivos se associou a efeitos
deletérios sobre a massa 6ssea com incremento na densidade e no conteddo mineral
0sseo aquém daquele evidenciado para essa faixa etéria, além de reducéo
significativa das concentracdes dos marcadores 0sseos de formacédo (FAO e OC) em
relacdo as adolescentes que ndo usavam contraceptivos (9).

Recentemente, Dissertacdo de Mestrado defendida pela aluna do Programa
de PG em Tocoginecologia, Lilian Rodrigues Orsolini, encaminhada para publicacéo,
comparou grupos de adolescentes entre 12 e 20 anos de idade, por periodo de 2 anos,

usuarias de anticoncepcionais hormonais combinados de diferentes formulacdes



(Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel 150mg e Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg),
a adolescentes pertencentes ao grupo controle de ndo usuéarias, indicando que o
impacto mais negativo sobre a densidade mineral 6ssea de regido lombar, corpo total
e subtotal ocorreu no grupo que utilizou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg.

Até o momento, ndo localizamos estudo na literatura cientifica consultada que
demonstrasse o impacto do uso de contraceptivos hormonais orais combinados por
adolescentes com mais de 15 anos de idade, portanto, com idade ginecoldgica
superior a trés anos, acompanhadas por periodo de 2 anos, que avaliasse a massa
0ssea por densitometria mineral 6ssea acrescida de andlise de biomarcadores 6sseos
de formacéo, além de marcador de reabsorcao telopeptideo carboxiterminal (S-CTx).

Além desse estudo, propusemos realizacdo de uma analise de relacdes entre
marcadores de formacéo e reabsorcdo, indice de Balanco Osseo, em adolescentes
com idades entre 15 a 20 anos.

A presente Tese se propde a preencher lacunas do conhecimento relativo a
massa Ossea de adolescentes, tendo sido gerada ao longo destes anos de
investigacdo, relacionando-se aos projetos de pesquisa liderados e orientados pela
Profa. Tamara B.L. Goldberg. A aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
para seu desenvolvimento tem o CAAE 52928416.6.0000.5411 (Anexo 1).

Esta Tese foi elaborada em conformidade com as normas estabelecidas pelo
Programa de Pos-Graduacdo em Tocoginecologia e os resultados provenientes deste
estudo serdo apresentados na forma de dois artigos.

Artigo 1 intitulado Impacto de duas combinacdes de anticoncepcionais
orais de baixa dose sobre a massa 0ssea de adolescentes: ensaio clinico com

dois anos de acompanhamento.
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Caldeirdo TD. IMPACTO DE DUAS COMBINACOES DE ANTICONCEPCIONAIS
ORAIS DE BAIXA DOSE SOBRE A MASSA OSSEA DE ADOLESCENTES: ENSAIO
CLINICO NAO RANDOMIZADO COM DOIS ANOS DE ACOMPANHAMENTO. 2021.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista, Brasil.

Introducédo: A adolescéncia é um periodo critico para estabelecer a saude 0ssea,
gquando quase metade do pico de massa 6ssea € adquirido. Os marcadores de
renovacgao 0ssea podem fornecer informacgdes sobre a salude 6ssea em adolescentes,
mas foram pouco estudados neste grupo demografico.

Objetivo: Avaliar em adolescentes, ao longo de dois anos, a interferéncia sobre o
incremento de massa Ossea resultante ao uso de duas combinacfes de
anticoncepcionais hormonais orais de baixa dose Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel
150mg (ACHO1) ou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg (ACHOZ2), por intermédio
da realizacdo de densitometria 6ssea (BMD) e de biomarcadores de remodelagéo
ossea.

Desenho do Estudo: Ensaio clinico controlado paralelo ndo randomizado com
participacdo de 127 adolescentes, divididas nos grupos controle e expostas a
anticoncepcionais ACHO 1 e ACHO 2, submetidas a avaliacdo antropométrica, dos
caracteres sexuais secundarios (critérios de Tanner), da idade 6ssea (I0O). Obtidos
Densitometria Ossea por atenuacéo de raio X de dupla energia (DXA) e dosagem de
biomarcadores 6sseos fosfatase alcalina éssea (BAP) e osteocalcina (OC) e
telopetideo carboxiterminal (S-CT-x) no momento inicial e ap6s 24 meses.
Resultados: Nao foram observadas diferencas significativas nas variaveis analisadas
entre as usuarias de ACHO 1, ACHO 2 e o grupo controle, no momento basal. Apés
24 meses de observacéo, as ndo usudrias incorporaram mais massa 6ssea (conteudo
e densidade) que ambos os grupos que utilizaram anticoncepcional, sendo o impacto
negativo mais evidente no grupo ACHO2 frente ao grupo ACHO 1. Reducéo
significativa nos valores percentuais de fosfatase alcalina 6ssea e osteocalcina foram
observados nas usuérias de contraceptivos orais.

Conclusdes: Observou-se prejuizo na aquisicdo de massa 6ssea em adolescentes
usuarias de anticoncepcionais hormonais combinados sendo mais evidente o impacto
nas adolescentes usuarias de anticoncepcionais que continham EE
30ug/Drospirenona 3 mg.

Palavras-Chaves: Anticoncepcionais, Biomarcadores, Densitometria, Remodelacéo

Ossea
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Caldeirdao TD. IMPACT OF TWO COMBINATIONS OF LOW-DOSE ORAL
CONTRACEPTIVES ON ADOLESCENT BONE MASS: A CLINICAL TRIAL WITH
TWO YEARS FOLLOW-UP.2021.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the effect of two combinations of low-dose oral hormonal
contraceptives [20 pg ethinyl estradiol (EE)/150 mg desogestrel (ACHO1) or 30 pg
EE/3 mg drospirenone (ACHOZ2)] on bone mass acquisition in adolescents over two
years by means of bone densitometry and measurement of biomarkers of bone
remodeling.

Study Design: Parallel-group, non-randomized controlled clinical trial of 127
adolescents divided into a control group and two groups receiving either ACHO1 or
ACHO2. The participants were submitted to anthropometric assessment and
evaluation of secondary sexual characteristics (Tanner criteria) and bone age. Bone
densitometry by dual-energy X-ray absorptiometry and measurement of bone
biomarkers (bone alkaline phosphatase, osteocalcin, and C-terminal telopeptide) were
performed at baseline and after 24 months.

Results: No significant differences in the variables analyzed were observed between
ACHO1 or ACHO2 users and the control group at baseline. After 24 months, non-users
had incorporated more bone mass (content and density) than either group of
contraceptive users. This negative impact was more pronounced in the ACHO2 group
than in the ACHOL group. A significant reduction in the percentage values of bone
alkaline phosphatase and osteocalcin was observed in users of oral contraceptives.
Conclusions: Bone mass acquisition was compromised in adolescent users of
combined hormonal contraceptives. The negative impact was more pronounced in

adolescents using contraceptives that contain 30 ug EE/3 mg drospirenone.

Keywords: adolescents, anticoncepcional, contraceptivos, bone density, bone

resorption, bone remodeling
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1. Introducéo
1.1 Conceitos e definicdes

Adolescéncia € o periodo de transicdo entre a infancia e a vida adulta, €
momento crucial e peculiar na vida e no desenvolvimento dos individuos,
caracterizada pelo desenvolvimento fisico, mental, emocional, sexual e social, em
gue se observam inumeras transformacdes resultantes da interacdo de mudltiplos
fatores (1).

Embora ndo haja consenso no tocante aos limites etarios propostos a
delimitacdo da adolescéncia, entre as agéncias ou entidades relacionadas a saude e
aguelas relacionadas ao direito, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2)
reconhece a adolescéncia como o periodo entre os 10 anos completos e 20 anos
incompletos.

Este periodo também reconhecido no Brasil, referendado tanto pelo Ministério
da Saude como pela Sociedade Brasileira de Pediatria, como aquele que se refere a
segunda década de vida (2). No Brasil, estima-se que o grupo populacional de
adolescente é composto por 21 milhdes de individuos(3), o que representa 11% da
populacao de nosso pais.

A puberdade corresponde as mudancas biolégicas que ocorrem durante o
processo da adolescéncia, as quais se representam por importantes alteracdes
morfolégicas e fisioldgicas, periodo que se relaciona ao inicio da capacidade
reprodutiva humana. Estas mudancas sdo resultantes da reativacdo do complexo
mecanismo neuro-hormonal do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal-gonadal. (1,4,5).

O inicio de todo este processo bioldgico ocorre na fase embrionaria e culmina

com o advento da puberdade, com o completo crescimento estatural, fuséo total das
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epifises Osseas, desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios e com a
completa maturacdo do sistema reprodutivo do individuo. Desta forma, ndo se pode
compreender a adolescéncia como uma etapa separada do desenvolvimento humano
(1,6).

Nas meninas, o desenvolvimento das gbnadas desencadeia a producéo de
horménios sexuais, dando inicio ao desenvolvimento mamario e pilificacdo em regiao
pubiana e axilar. Aléem desses eventos, a puberdade em meninas é marcada pela
presenca da primeira menstruacdo, denominada menarca, marco importante que
ocorre em torno dos 12 aos 16 anos de idade. Entretanto, cabe destacar que em
meédia, as meninas brasileiras apresentam sua menarca aos 12,4 anos de idade

(1,7,8), momento posterior ao pico maximo de crescimento estatural (PHV).

1.2 Adolescéncia iniciacdo sexual e risco reprodutivo

Esta sequéncia de eventos, que é universal, concomitantemente dard inicio
as descobertas relativas a sexualidade envolvendo transformacfes de atitudes,
comportamentos e opinides (9). Na atualidade, observa-se tendéncia a iniciacdo da
atividade sexual dos adolescentes brasileiros, em idades mais precoces, sendo que a
média de idade da primeira relacéo sexual € descrita como ocorrendo aos 14,9 anos
(10-15).

Neste contexto, a OMS destaca, em seu relatorio de 2018 que, no mundo € a
cada ano, aproximadamente, 16 milhdes de adolescentes tornam-se maes. No Brasil,
elas superam 500 mil casos por ano (16,17). Embora exista reducéo gradual desses
indices nos ultimos 20 anos, essa taxa ainda é muito superior a de paises

desenvolvidos.
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O fenbmeno gravidez precoce tem acontecido de modo diversificado, sendo
mais comum em algumas regifes brasileiras e em alguns grupos sociais,
principalmente entre os mais pobres e com menor nivel de educacao (18,19). Dados
do Ministério da Saude (19) revelam que em 2014 nasceram 28.244 criancas filhos de
meninas entre 10 e 14 anos e 534.364 criancas filhos de méaes com idades
compreendidas entre 15 e 19 anos (17,20).

O risco de morte materna evidenciado entre essas adolescentes duplica,
gquando comparado com o observado em mulheres adultas (21,22). Além disso,
gestacdes nado planejadas apresentam-se como consequéncia nessa faixa etaria, e
resulta que 75% delas abandonam a escola e ficam expostas a situacdes de maior
vulnerabilidade, reproduzindo padrbes de pobreza e excluséo social (23,24).

Outro agravante € a alta incidéncia de prematuridade e baixo peso entre os
recém-nascidos filhos destas adolescentes, principalmente quando engravidam em
idades muito precoces, ou seja, abaixo dos 15 anos de idade (17,21).

A gravidez néo planejada pode expo0-las a situagOes de alta vulnerabilidade,
desta forma existe necessidade de orientacdo quanto aos varios métodos
contraceptivos e, dentre eles, quanto a prescricdo, disponibilizacdo e uso de

Anticoncepcionais Hormonais Orais (ACHOs) (13,14,25).

1.3 Anticoncepcionais Hormonais Orais na Adolescéncia
Os anticoncepcionais completaram 60 anos de uso e ao longo deste periodo
diversas mudancas em sua composi¢cao e via de administragdo ocorreram, visando

maior eficacia e menores efeitos colaterais. Estudos realizados em diferentes paises

32



divulgam que o uso de anticoncepcionais hormonais tornou-se pratica mundial, com
milhdes de adolescentes usuarias deste método (26,27).

No Brasil, € consenso que o uso de métodos contraceptivos na adolescéncia
limita-se, dentre todos os disponiveis a serem utilizados por essa faixa etaria,
basicamente ao emprego do preservativo masculino e ao de anticoncepcionais orais
(11,28,29). Apesar da evidéncia da necessidade de uso, estudos demonstram que
entre 3%(28) e 18% (28,29) das adolescentes que apresentam vida sexual ativa ndo
utilizam nenhum tipo de método contraceptivo.

O grupo de pesquisa do projeto Estudo dos Riscos Cardiovasculares em
Adolescentes (ERICA)(25), entre suas producfes, desenvolveu subprojeto com
objetivo de estimar a prevaléncia de iniciacdo sexual e uso de métodos contraceptivos
em adolescentes com vida sexual ativa. Este estudo revelou que entre as
adolescentes avaliadas, 85,2% referiram uso de métodos contraceptivos, dentre os
métodos, 68,8% das adolescentes referiram uso de preservativo masculino pelo
parceiro e, anticoncepcional hormonal oral (ACHO) por 20,8% delas (25).

A analise dos dados sobre sexualidade e contracep¢cdo evidencia que a
heterogeneidade na prevaléncia de iniciagdo sexual e uso de métodos contraceptivos

observada entre os adolescentes brasileiros esta relacionada aos fatores idade, a

[N

variabilidade dos locais em que vivem e, da qualidade da educagcdo que lhes
oferecida (25).

Entre os multiplos fatores relacionados a gravidez precoce podemos citar a
maturagdo sexual acelerada, inicio precoce da vida sexual, falta de acesso aos

métodos contraceptivos; desconhecimento da fisiologia da fertilidade e da
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sexualidade; fragilidade na tutela familiar e falta de perspectivas de ascensédo
econbmica e académica-educacional (17,20,22,24,30).

Outros fatores resultam em funcdo da desigualdade social, em que a
maternidade se constitui como projeto de vida; liberdade sexual; gestacdo como forma
de agresséo e desafio a familia e a sociedade. A crenca de que por ser adolescente
nao corre o risco de conceber, em que pensamentos equivocados como “uma relagao
apenas nao é suficiente para engravidar’ ou que “isto ndo vai acontecer comigo”
também constituem fatores que propiciam a gestacéo nao planejada (17,20,22,24,30).

Desta forma iniciativas voltadas ao empoderamento feminino e a educacao
sexual abrangente podem aumentar a igualdade e equidade de género, bem como o
comportamento sexual responsavel, para minimizar a prevaléncia de gravidez precoce
e ndo planejada, além das infeccbes sexualmente transmissiveis (31).

A adolescéncia € momento de grande vulnerabilidade no que tange ao
crescimento e desenvolvimento(1l), quanto as possiveis consequéncias resultantes
ao uso de contraceptivos hormonais quando utilizados por individuos pertencentes a
esse recorte etario (11,12,25,28). Deve-se refletir sobre as interferéncias destes
horménios exdgenos na fisiologia do crescimento e desenvolvimento, principalmente
sua acdo no sistema esquelético pois, a adolescéncia é fase especialmente
importante no que concerne a saude Gssea (32).

1.4 Acdo hormonal na fisiologia do crescimento e desenvolvimento no sistema
esquelético

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na mineralizacdo 0ssea,
especialmente aqueles que ocorrem no periodo puberal, podem propiciar o

desenvolvimento de uma massa 6ssea de qualidade (33).
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Por muito tempo o conjunto de ossos que formam o esqueleto humano foi
considerado um arcabouco mineral, tecido inerte; entretanto, nos ultimos anos, pode-
se afirmar que o tecido 0sseo é vivo, que entre tantas competéncias participa das
funcdes biomecanicas de locomoc¢ao e sustentacdo; tem papel protetor de 6rgaos
internos, sistema nervoso e da medula 0ssea; participa da regulacdo do pH sérico e
da concentracdo de minerais. Recentemente foi considerado 6rgdao com funcéo
endocrina, produzindo hormdnios e regulando diversos mecanismos relacionados ao
nivel glicémico e a resisténcia a insulina (34,35).

O osso é tecido metabolicamente ativo, composto por populacédo heterogénea
de células, em diferentes estagios de diferenciacdo celular, que esta em processo
permanente de mineralizacéo relacionado a formacéo e reabsorcdo da massa 6ssea
(36—38). O conteudo mineral 6sseo (CMO) acumulado durante a adolescéncia é
considerado fator de protecdo quanto a possivel incidéncia de osteopenia e/ou
osteoporose e fraturas por deterioracdo da microarquitetura, que serdo evidenciadas
na vida adulta e, certamente, na senilidade (39).

Durante o crescimento e desenvolvimento observados nos anos que
correspondem a adolescéncia, o crescimento do esqueleto prossegue pela acao
coordenada de deposicdo e reabsorcdo Ossea para permitir que 0S 0SS0S se
expandam (aposicao periosteal do osso cortical) e se alonguem (ossificacao
endocondral) até sua forma adulta (33). Na puberdade, a taxa de formacédo Ossea
supera a de reabsorg¢éao, favorecendo o incremento 0sseo (39).

A literatura cientifica atual (40,41) evidencia que a aquisicdo de massa 0ssea
se relaciona ao avanco do estadiamento puberal de Tanner (1), sendo mais

significativa entre os estadiamentos 3 e 4, respectivamente, para o sexo feminino e
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masculino. Em meninas, o pico maximo de velocidade de crescimento (PHV), ocorre
dois anos apos o inicio do desenvolvimento das mamas (M2) e antecede em um ano
a menarca, ocorrendo, quando as meninas estdo em estagio M3 de mamas pelos
critérios de Tanner (40-42).

Com diferenca de sete a doze meses ap0s o PHV observa-se o pico de massa
ossea (PMO), confirmando-se que 25% da massa 6ssea € depositada nos meses
préximos ao evento menarca (33).

O PMO é considerado como a quantidade de osso adquirida quando o sistema
esquelético se apresenta estavel, sendo atingido durante a idade adulta jovem. O
conceito de pico de massa 0ssea captura de forma mais ampla o pico de forca 0ssea,
gue € caracterizado por massa, densidade, microarquitetura, mecanismos de micro
reparo e propriedades geométricas que fornecem resisténcia estrutural (33).

Existem varias nuances neste conceito que merecem reconhecimento. O
conceito de PMO ¢é diferente quando aplicado a um individuo e ao conjunto da
populacdo. Para um individuo, o pico de massa 6ssea pode se referir a quantidade
maxima de osso acumulado durante um periodo até que alcance a idade adulta jovem
(43).

Alternativamente, o conceito de PMO pode se referir ao potencial maximo ou
genético do individuo para a resisténcia 0ssea, ou seja, conteudo mineral 6sseo
(CMO), densidade mineral 0ssea segmentar ou outras medidas de resisténcia 0ssea.
Em nivel populacional, o PMO é atingido quando as alteracdes relacionadas a idade
no resultado 6sseo ndo sao mais positivas e se atinge um platé ou valor maximo (43).

O conteudo mineral 6sseo (CMO) aumenta gradualmente durante a infancia

e verifica-se aumento exponencial durante a adolescéncia. Apos o estabelecimento
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da estatura final, a massa 0ssea continua a aumentar por mais algum periodo, até
atingir montante que pode ser definido como a quantidade maxima da massa 6ssea
gue o individuo acumula desde o nascimento até a maturidade 6ssea. Esse importante
periodo de incremento de massa 0ssea pode ser considerado como uma janela de
oportunidades no que concerne a saude 0ssea (40,42,44).

Em adolescentes do sexo feminino, o PMO, tanto para a regido lombar quanto
para o corpo total, foi observado entre 18 e 20 anos (45). Desta forma preocupacao
crescente com a baixa massa Ossea e suas consequéncias conduziram ao
progressivo interesse e preocupacdo no entendimento da modelacdo e da
remodelacdo 0ssea, durante as duas primeiras décadas de vida do ser humano (33).

Esses fendbmenos dependem da a¢éo coordenada de trés tipos de células: os
osteoblastos, osteoclastos e os ostedcitos(46) sob participacdo direta do estrogénio
através de receptores especificos presentes em osteoblastos e osteoclastos no
processo de remodelacdo Ossea, sendo que, apds os 40-50 anos, a reabsor¢cao
predominara sobre a formacao Gssea, principalmente no sexo feminino, resultando
em desorganizacdo da microarquitetura, fragilidade 6ssea e maior risco de fratura
(44,46).

Estudos demonstram a correlagdo entre os marcadores 0sseos como
preditores do desenvolvimento de CMO e DMO, evidenciando que as concentracdes
de marcadores de formacéo e reabsorcdo 0ssea sdo mais elevadas nos primeiros
anos da puberdade do que nos estagios avancados do desenvolvimento puberal,
gquando se aproximam das concentracdes evidenciadas no inicio da vida adulta

(28,41,47,48).
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Pode-se inferir entdo que o comprometimento do incremento 0sseo durante
este periodo pode conduzir a um PMO “subétimo”, situacdo que predispde a
ocorréncia de fraturas ainda na infancia até a senilidade, levando ao surgimento
precoce de quadros de osteopenia/osteoporose em individuos com baixa reserva
Ossea (33,41,42,49), sendo a baixa DMO o principal preditor para o risco de fraturas
(50).

A saude Ossea é influenciada por fatores endégenos como, a genética e
exposicao aos hormoénios sexuais e, exdgenos, representados pela atividade fisica,
nutricdo, tabagismo e uso de medicamentos(38,51-54).

Conforme revelado por estudos in vitro e in vivo, o estrogénio é fator
importante na regulacdo do metabolismo do tecido 0Osseo(55), pois afeta
positivamente a formacdo e proliferacdo dos osteoblastos(55), enquanto
simultaneamente inibe a apoptose de osteoclastos responsaveis pela reabsorcao
Ossea (56).

A acao estrogénica consiste na inibicdo da producéo de interleucinas (IL-1f,
IL-6) e prostaglandinas (E2), que séo importantes reguladores da reabsorcédo e
estimuladores da producao de Osteoprotegerina (OPG), tolhendo também o fator de
necrose tumoral (TNF), conhecido como inibidor da osteoclatogénese(57-59).

O efeito bifasico promovido pelo estrogénio de estimular a deposic¢ao de célcio
no periosteo e inibir a reabsorcdo do endosteo, mediante a interacdo com 0 hormonio
de crescimento (Growth Hormone - GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF) 1 e 2, possibilitam a maximiza¢do do crescimento e resisténcia 0sseos(60).

A importancia do papel do estrogénio sob células 6sseas também foi demonstrada em

estudo experimental que utilizou o estrogénio 17-B-estradiol em células osteoblasticas
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evidenciando aumento da secrecdo de OPG, assim como, aumento da expressao
génica das células osteoblasticas em comparacdo com as células sem estimulo
hormonal (59).

Diante dessas constatacfes pode-se afirmar que o estrogénio € um dos
principais determinantes do incremento de massa 0ssea, afetando tanto na aquisicao
do PMO durante adolescéncia, resultante ao aumento da densidade mineral 0ssea
(DMO) nesses anos e nos primeiros anos da terceira década de vida (55,61,62).

Além dos efeitos relacionados ao estrogénio, o impacto da progesterona sobre
a massa Ossea também deve ser considerado, com diferentes mecanismos
subjacentes. A progesterona tem acdo sobre o tecido 0sseo, pois estimula a
proliferacéo e a diferenciacédo dos osteoblastos e consequentemente ativa a formacao
dos 0ssos, minimizando, assim, a perda 0ssea (63—65).

Aquisicao insuficiente de massa 6ssea durante o desenvolvimento esquelético
e/ou perda 0ssea acelerada ap0s a obtencdo do pico maximo de incremento de massa
0ssea sdo, teoricamente, os dois processos que predispdem as fraturas por fragilidade
entre as mulheres pdés-menopausa. Assim, diante dessas constatacdes, pode-se
afirmar que a massa 6ssea adquirida no final do periodo de crescimento parece ser
mais importante do que a perda 6ssea que ocorre durante a vida adulta, uma vez que
aumento de 10% no PMO retarda o inicio da osteoporose em 13 anos(58).

Em mulheres jovens aparentemente saudaveis que tiveram inicio tardio da
puberdade, foi observada baixa densidade mineral na regido trabecular e menor
espessura no radio distal, sendo que os achados foram associados a reducdo da

resisténcia 0ssea e aumento do risco de fratura durante o crescimento (45,66).
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A puberdade tardia esta associada ao aumento da incidéncia de fratura
durante a infancia, adolescéncia e vida adulta de mulheres saudaveis (67),
evidenciando sua influéncia sobre a microestrutura 6ssea prejudicada em momento
de aquisicdo do PMO (66,67). A relacdo positiva existente entre a menarca precoce e
a maior densidade O0ssea reforca o papel do estrogénio na aquisicdo de massa
0ssea(45,66).

Frente a esse apanhado, pode-se observar que a progesterona e o estrogénio
sdo importantes reguladores do metabolismo 6sseo (32,37,68) e, assim, é plausivel
supor que o uso de ACHOs possa afetar a saude 6ssea. Em adolescentes, que estédo
em processo de construcdo e acumulacdo de massa 0ssea, esta interferéncia pode
ser ainda mais impactante, uma vez que praticamente metade do montante total de
massa Ossea obtida na vida adulta de uma mulher é incorporada durante a
adolescéncia (69).

Reabsorcdo e formacdo s&o processos intimamente acoplados na
remodelacdo 6ssea, sendo 0 estrogénio importante regulador em ambos os
processos. Entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo molecular dos horménios
sintéticos tanto os progestagenos como o0s estrogénios sobre a remodelacdo 6ssea
(70).

O principal efeito pretendido por todos os ACHOs ¢é a inibicdo da ovulagao,
por reducéo da liberagdo da gonadotrofina no meio do ciclo menstrual, pela supressao
da secreg¢do de gonadotrofinas durante a fase folicular do ciclo, que previne a
maturacao folicular e, acrescido a esses efeitos, pela dificuldade de implantacdo do

zigoto no endométrio indspito (71).
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Além de seus efeitos anticoncepcionais, deve-se destacar que apresentam
efeitos considerados benéficos a saude, como a prevencao do cancer de endométrio
e de ovario, alivio da dismenorreia e controle de irregularidade menstrual (71).

No entanto, podem apresentar efeitos adversos, como aumento quanto ao
risco de eventos cardiovasculares como o tromboembolismo venoso, acidente

vascular cerebral e infarto do miocardio entre outros (71,72).

1.5 Biomarcadores e métodos de avaliacdo do metabolismo 6sseo

Para determinar valores dinamicos do metabolismo 0sseo e sua relacdo com
exposicdo hormonal, sdo utilizados diferentes biomarcadores. Para a avaliacdo da
massa 0ssea, a densidade mineral 6ssea (DMO) obtida por atenuacéo de raios X de
dupla energia (DXA), denominada densitometria 6ssea, € considerada o método mais
adequado (45,73,74).

Trata-se de método rapido, reprodutivel, seguro, ndo invasivo, preciso e de
baixa exposicdo a radiacdo. A coluna lombar e o corpo total, com e sem o0 segmento
da cabeca, sdo os sitios esqueléticos considerados ideais para avaliagdo do CMO e
da DMO na maioria dos pacientes pediatricos e entre os adolescentes (45,73,74).

Entretanto, mesmo sendo considerada o método indicado, é medida pontual
estética e, portanto, ndo reflete as alteracbes dinamicas as quais o tecido ésseo se
submete, sendo seu resultado considerado apenas um momento do quadro evolutivo
(73,75,76).

Para suprir essa limitacdo e melhorar a sensibilidade, a especificidade e o

dinamismo dessas avaliacdes, o uso de alguns marcadores biolégicos vem sendo
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recomendado para permitir compreender e avaliar o processo da remodelacao 6ssea
(73,75,76).

Sao moléculas derivadas da sintese ou da degradacdo de matriz 6ssea e
dividem-se em duas categorias: a de formacéo 0ssea, como a Osteocalcina (OC) e a
Fosfatase Alcalina Ossea (FAO), e a de reabsorcdo, como o fragmento Telopeptideo-
carboxiterminal(S-CTx) (75,77).

A OC é a proteina ndo-colagena da matriz 6ssea mais abundante e produzida
por osteoblastos diferenciados. Relaciona-se a mineralizacdo da matriz ostedide e as
vitaminas D e K1 sdo importantes cofatores(75). Imunoensaios demonstram
correlacéo entre valores elevados de OC com aumento da formacgédo 6ssea como no
processo de crescimento rapido, bem como, no hipertireoidismo e na ocorréncia de
metastases 6sseas (24).

A FAO consiste numa enzima especifica encontrada na membrana plasmatica
de osteoblastos e também esta envolvida nos processos de formacao e mineralizacao
Ossea (75).

O S-CTx é considerado um dos interligadores do colageno, produtos da
degradacdo do colageno tipo | pela acao dos osteoclastos. Niveis elevados de S-CTx
indicam rapida perda 0ssea e se correlacionam com risco de osteoporose e fraturas
(41,78-80).

A andlise e 0 acompanhamento dos niveis séricos dos biomarcadores 6sseos
oferecem uma contribuicdo importante para a compreensédo do metabolismo 0sseo,
sendo uma ferramenta na complementacdo das avaliagOes estaticas obtidas pela

realizacdo da densitometria 0ssea (41,75,81,82).
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Assim é possivel antever que os marcadores de formacdo Ossea se
encontram proporcionalmente mais elevados durante a infancia e a adolescéncia do
gue os de reabsorcéo e as concentracdes dos marcadores sdo elevadas nos primeiros
anos da adolescéncia e diminuem significativamente com o0 avancar da mesma

(41,48).

1.6 Efeitos dos ACHOs em adolescentes disponiveis na literatura

Os efeitos do uso de ACHO em adolescentes foram amplamente estudados,
entretanto, os resultados encontrados na literatura cientifica sobre os efeitos do uso
de ACHO na saude o¢ssea de adolescentes sdo conflitantes. Isso se deve a
heterogeneidade dos estudos em relacdo aos critérios de inclusdo, nimero de
participantes e randomizacdo dos grupos; quanto ao tipo de contraceptivo,
componentes e suas doses em cada medicamento, periodo de observacéao,
interferéncia de fatores como atividade fisica, idade, tabagismo, raca-etnia, indice de
massa corporal e ingestédo de vitamina D e célcio (83—-85).

Desta forma, ainda ndo esta esclarecido o efeito dos ACHOs sobre o
incremento de massa 6ssea de adolescentes e seu impacto quanto ao risco de
osteoporose na vida senil (83—-85).

Alguns ACHOs induzem a reducao de producao de estrogénio enddgeno e a
supressao da produgdo endogena de progesterona pelos ovarios. Nessas mulheres
que os utilizam, os niveis circulantes de esteroides sexuais sao principalmente
determinados pelas doses presentes na formulacdo do anticoncepcional (36),
contudo, cabe ressaltar que a dosagem inclua analises de EE e que o B estradiol pode

nao ter sido dosado.
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Se a formulacdo do anticoncepcional contém dose baixa ou muito baixa de
EE ou se o uso de formulacdes resulta em concentracdes estrogénicas baixas, o
metabolismo do tecido 6sseo pode ser afetado. Isso é particularmente verdadeiro
durante a adolescéncia, quando o eixo hipotalamo-hipéfise—gbnadas nao esta
completamente maduro (55,69,84,86).

Os efeitos esqueléticos de algumas formas de contraceptivos hormonais séo
mais evidentes em mulheres adolescentes do que em mulheres maduras, sendo o
uso de acetato de medroxiprogesterona (DMPA) injetavel trimestral associado a
menores ganhos ou também a perdas mais expressivas de massa 0ssea em
adolescentes(86).

Segundo recomendacdes da National Osteoporosis Foudation (33) o DMPA
€ nivel B de evidéncia sobre impacto negativo no ganho de massa 6ssea. Sua agao
principal € por meio da deficiéncia estrogénica, entretanto, sabe-se que pode alterar
a expressao de genes de receptores de glicocorticéides resultando em reducédo da
DMO em usuéarias de DMPA quando comparada com adolescentes ndo usuarias
(87,88).

Os efeitos do uso de progesterona em doses elevadas estdo bem
estabelecidos na literatura e confirmam que sua atuacdo sobre o eixo hipotalamo-
hip6fise-gbnada podem causar hipoestrogenismo, reabsorcdo éssea antecipada e
rapida perda de massa 6ssea (37,89).

Os progestagenos como a Drospirenona e o Desogestrel, que mimetizam o
efeito da progesterona, ativam os receptores de andrégenos por inibicdo competitiva,
bloqueando assim, a acdo androgénica endogena. Esse mecanismo de acgéo resulta

em importantes efeitos antiandrogénicos que também se manifestam no metabolismo
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0sseo, pois a testosterona desempenha papel fundamental na obtencdo de massa
ossea (80).

Alguns estudos que investigaram a influéncia dos progestagenos, presentes
nas formulacdes dos ACHOs, ndo foram suficientes para esclarecer e distinguir se 0s
efeitos sobre o metabolismo 0sseo resultam da progesterona ou dos niveis reduzidos
de estrogénio (80,90,91).

Entretanto, ndo ha discordancia entre os especialistas quanto a prescricédo de
ACHOS com doses cada vez menores de Etinilestradiol, no tocante a reducao de
complicacBes tromboembdlicas(85) Ainda assim, a combinacdo hormonal encontrada
nos ACHOs pode reduzir o nivel de IGF-1, hormdnio importante no crescimento e
desenvolvimento do esqueleto (78).

Os horménios Estradiol e Etinilestradiol (EE) agem em receptores
estrogénicos, por meio dos mesmos mecanismos biolégicos e, € reconhecida, a
poténcia maior do EE sobre os tecidos-alvos (79). Entretanto, a potente atividade
estrogénica do EE ndo se reflete nos trabalhos que avaliaram a saude Ossea das
adolescentes. Embora na atualidade sejam denominados de baixa dose, o EE

apresenta equivaléncia cinco vezes superior ao estrogénio endégeno (85).
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2. Justificativa

As considerac0des realizadas na Linha do Tempo e na Introducéo da presente
Tese deixam evidente que investigacdes sobre as relacdes entre uso de ACHOs de
baixa dose na adolescéncia e a saude 6ssea tém sido realizadas nas trés dltimas
décadas, contudo, ainda ndo ha consenso cientifico sobre as possiveis repercussoes
gue possam resultar de sua utilizacdo sobre a massa 0ssea na adolescéncia e
repercussoes futuras.

Diante da importancia do tema e das lacunas do conhecimento, o presente
estudo se diferencia e apresenta ineditismo em relacdo ao tempo de acompanhamento
de adolescentes por periodo de 24 meses, por utilizar a faixa etaria da etapa tardia da
adolescéncia, 15 a 20 anos, como também, pela avaliacdo das concentracdes do S-
CTx como biomarcador de reabsorgéo 6ssea.

O desenvolvimento dessa Tese pretende ampliar a compreenséo das relacoes
do uso de ACHOs sobre a salde 6ssea de adolescentes usuarias de anticoncepcionais

ao longo de 2 anos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar em adolescentes ao longo de dois anos, a interferéncia da exposi¢cao
ao uso das combinacbes de anticoncepcionais hormonais orais de baixa dose
Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel 150mg ou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg,
sobre a saude 6ssea avaliada por intermédio de biomarcadores de formacéo,
fosfatase alcalina, osteocalcina e de reabsorcao, telopeptideo carboxiterminal e pela

realizaciio da Densidade Mineral Ossea.

3.2 Objetivos Especificos

Todos os objetivos elencados contemplam andlises entre os momentos da
coorte ao longo dos dois anos e estado descritos abaixo:

Determinar e comparar as concentracdes dos marcadores bioquimicos de
formacao (FAO e OC) e reabsorcdo 6ssea (S-CTx) e os resultados advindos da
realizacdo da Densitometria Mineral Ossea em regi&o lombar, corpo total e subtotal
entre grupos e nos momentos 0 e 24 meses.

Avaliar e analisar a evolucdo absoluta e em percentual dos marcadores de
remodelacdo Ossea (osteocalcina e fosfatase alcalina e S-CTx) e da Densidade
Mineral Ossea entre os momentos: 0 a 24 meses e compara-los entre os grupos de

adolescentes, controles e usuérias de anticoncepcionais.

a7



4. Método

4.1. Desenho, participantes e local do estudo

Trata-se de estudo controlado paralelo ndo randomizado, sendo as
participantes voluntarias acompanhadas por periodo de dois anos, quando incluidas
no atual estudo. A selecdo da amostra ocorreu no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu-UNESP, no ambulatério de Medicina de Adolescentes,
Ambulatério de Convénios - Adolescentes e, no Instituto de Atendimento a Mulher do
Municipio de Assis-SP.

O projeto teve aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu e respeitou todas as orientacdes para pesquisas envolvendo
seres humanos sob o nimero CAAE: 52928416.6.0000.5411 (Anexo 1) e foi aprovada
emenda sob o nimero 2.766.807 (Anexo 2) para dar continuidade a coleta de dados.
Os financiamentos que viabilizaram o desenvolvimento desta pesquisa foram o Auxilio
Pesquisa FAPESP numero 15/04040-2 e patrocinio da Unimed — Assis (Anexo 3).

As participantes e/ou responsaveis foram informados a respeito de todos os
procedimentos da coleta de dados e, ao autorizarem a participacdo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 4) sendo que, quando
maiores de 18 anos de idade foi assinado por elas e, quando menores de 18 anos, 0

responsavel assinou o TCLE e a adolescente o Termo de Assentimento.

4.2 Critérios de elegibilidade, inclusé&o, n&o incluséo e excluséo
Os critérios de inclusao foram: idade entre 15 e 20 anos, com estatura entre
0 5° e 95° percentil para cada faixa de idade e indice de massa corporal (IMC) variando
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entre 0 5° percentil e menor que 95° percentil (4), com ciclos menstruais regulares,
estadiamento de desenvolvimento puberal de Mamas M4 ou M5, pelo critério de
Tanner(1), ndo ter utlizado anticoncepcional previamente, sem comorbidades,
nuligesta e que tinham assinado o Termo de Assentimento ou quando coube, o TCLE.

Os critérios de nao inclusdo foram: tabagismo, etilismo, histéria de
prematuridade ou baixo peso ao hascimento, corticoterapia prolongada ou utilizacao
de medicamentos que sabidamente afetam o metabolismo 6sseo negativamente,
como anticonvulsivantes, anticoagulantes, antirretrovirais e antidcidos com aluminio
assim como suplementacdo com calcio e /ou ferro, pratica de exercicios fisicos em
tempo superior a duas horas semanais, diferente do previsto no calendario escolar do
pais.

Os critérios de descontinuidade foram: as participantes que mudaram o
método contraceptivo proposto pelo estudo, por vontade propria ou por indicacao
médica, que engravidaram, ou que por motivos particulares ndo desejaram continuar
nesse estudo, adolescentes pertencentes ao grupo controle, foram excluidas por
apresentarem necessidade de prescricdo de algum método contraceptivo, o que
invalidava sua permanéncia no grupo controle.

Também foram excluidas do estudo aquelas que ndo compareceram no dia
agendado para realizarem sua densitometria ou coleta sanguinea. A todas foram
oferecidos novos agendamentos, em dias proximos aos definidos para realizagéo dos
exames. Caso ndo comparecessem nas trés oportunidades oferecidas, para

realizacdo dos exames, eram excluidas.
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Mesmo que excluidas do estudo, a todas foram oferecidos os mesmos
cuidados prestados as que permaneceram no acompanhamento pelo tempo proposto
e, de acordo com as normas dos Servi¢os de Saude que utilizavam.

A todas as adolescentes foi informado o numero de WhatsApp das

pesquisadoras e, a qualquer duvida, faziam contato ou enviavam mensagens.

4.3 Composicao dos grupos e célculo amostral

Baseando-se em estudos prévios, realizados com adolescentes, sob as
mesmas condicbes do presente estudo (91,92) admitiu-se nivel de significancia de
5% para o intervalo de confianca de 95%, aceitou-se distribuicdo normal, com z=1,96,
realizou-se o calculo da amostra.

Diante disso, o céalculo amostral de adolescentes a serem incluidas em todos
0S grupos propostos no atual estudo, foi baseado em pré-teste quando foram obtidos
marcadores de formacdo d6ssea (FAO e OC), em um grupo que utilizou EE 20
pg/Desogestrel 150 ug, por periodo de um ano, tendo-se observado a reducdo média
da FAO de 11U/L % 23, reducdo maxima de 74 U/L e aumento maximo de 21U/L. Para
a OC, a reducao média observada foi de 3ng/mL + 7, com redu¢do maxima de
19ng/mL e aumento maximo de 12ng/mL.

Para o pré-teste do grupo que utilizou EE 30 pg/ Drospirenona 3 mg por
periodo de um ano, houve reducdo média da FAO de 8 U/L +11, reducdo maxima de
32U/L e aumento maximo de 5 U/L. Para a OC, a redugdo média observada foi de
4ng/mL £4, redugcdo maxima de 8 ng/mL e aumento maximo de 1ng/mL.

Supondo amostra aleatdria simples, erros tipo | e tipo Il iguais a 0,05 e 0,20,

respectivamente, distribuicdo normal para os desfechos “reducao da FAO” e “reducao
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da OC”, em um ano, e desvios-padrao da “reduc¢ao da FAO” iguais nos Grupos ACHO1
e ACHO2 a 23 e 11, respectivamente, seriam necessarias 35 participantes por grupo,
para se detectar estatisticamente uma diferenca de 12 U/L na evolucédo da FAO entre
0S grupos e, para a variavel, “redugcao da OC”, supondo desvios-padrdo nos grupos
ACHO1 e ACHO2, iguais a 7 e 4, respectivamente, seriam necessarios 32 por grupo,
para se detectar uma diferenca de 4 pontos na evolucéo da OC.

Para responder as perguntas desta pesquisa foram compostos inicialmente
dois grupos, um com participantes que necessitavam da prescricdo de método
contraceptivo e outro, com participantes ndo usuarias de qualquer método
contraceptivo, que compuseram o Grupo Controle.

As participantes que referiram ter vida sexual ativa, receberam orientacoes
sobre todos os demais métodos contraceptivos e as que optaram por ACHO,
compuseram a base do grupo estudo.

As participantes do grupo ACHO foram distribuidas em dois grupos, sendo que
cada um deles fez uso de uma das duas combinac¢fes de dose propostas. O grupo
ACHOL1 foi composto por participantes submetidas ao uso de Etinilestradiol 20ug/
Desogestrel 150mg e, o grupo ACHO2 foi submetido ao uso de Etinilestradiol 30ug/
Drospirenona 3mg. O Grupo Controle ndo recebeu nenhum tipo de ACHO ou
tratamento placebo.

Assim, foram constituidos para analise trés grupos, a saber: Grupo Controle, e
dois grupos estudo, ACHO1 e ACHOZ2. Todas as participantes dos grupos ACHO
foram orientadas sobre a forma correta do uso do ACHO e incentivadas ao uso de
dupla protecéo, para prevencao quanto as Infeccdes Sexualmente Transmissiveis, por

meio do uso do preservativo masculino.
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A composicdo dos grupos considerou a situacdo da atividade sexual no
momento da inclusdo no estudo, e participar do estudo néo interferiu ou influenciou
sobre a deciséo de iniciar ou interromper tanto a atividade sexual quanto o uso de
ACHO, entretanto, todas foram acompanhadas e orientadas pelos Servicos de

Medicina do Adolescente quanto a atencéao integral que Ihes é dispensada.

4.3.1 Coleta de dados

Os trés grupos foram acompanhados por dois anos e avaliados de trés em
trés meses, em consultas agendadas ou caso apresentassem alguma necessidade
de aconselhamento em consulta extra a rotina.

No que tange aos exames que foram obtidos e analisados para o atual
estudo, foram incluidos aqueles obtidos em dois momentos distintos, sendo o 1°
momento denominado inicial, 0 2° momento com 24 meses apos o inicio da coleta de
dados no momento inicial.

Todas as participantes foram submetidas nos dois momentos a avaliacao
antropomeétrica, maturacdo sexual, maturacdo esquelética, coleta de sangue para
dosar os marcadores de metabolismo dsseo e realizacdo de densitometria 6ssea.

A coleta de dados pessoais e clinicos foram realizadas em sala adequada,
previamente reservada para este fim. Os exames de DMO, Idade Ossea foram
realizados no setor de Radiologia da Faculdade de Medicina de Botucatu. Todos os

procedimentos de coleta seguiram rigorosamente a mesma sequéncia.
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4.5 Avaliacao antropométrica

Para obtencdo das variaveis antropométricas, utilizou-se uma balanca
eletrbnica da marca Filizola, com precisdo de 0,1Kg para obtencéo do peso corporal.
Para afericAo da estatura, utilizou-se estadibmetro, com precisdo de 0,1 cm em
posicdo ortostatica, de costas para a escala de medida, com os pés unidos, e olhar
dirigido para frente, descalca. Para obtencédo dessas medidas, vestiram o minimo de
roupa possivel.

As técnicas utilizadas para a mensuracdo dessas variaveis foram aquelas
propostas por Jelliffe em 1968 (93). Buscando obter outros indicadores nutricionais
dos adolescentes, de posse das medidas de peso corporal e estatura, foi calculado o

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

4.6 Avaliacdo dos estagios de Maturacao Sexual e de Maturacdo Esquelética

A avaliacdo dos estagios de maturacdo sexual foi realizada por médica
experiente, através da inspecéo visual de mamas e pelos pubianos, o resultado foi
confrontado aos critérios de Tanner (1,94).

A avaliacdo da maturacao esquelética foi obtida pela obtencéo da idade 6ssea
(10). O método utilizado foi o de Greulich & Pyle(95) chamado de método GP, em que
se faz a radiografia de m&o e punho a ser posteriormente comparada ao Atlas. Este
exame foi realizado sob superviséo e orientacdo de profissional especializado, sem

prévio conhecimento a que grupo a adolescente pertencia (cegamento do avaliador).
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4.7 Marcadores de metabolismo 6sseo

Diante das recomendacOes efetuadas pela literatura, foram avaliados os
seguintes marcadores bioquimicos de remodelacdo Ossea: osteocalcina (OC),
fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e o telopeptideo carboxiterminal (S-CTx).

Esta escolha foi embasada pela alta especificidade e sensibilidade
apresentada pela FAO, pela OC, marcadores 6sseos de formacao, e pelo S-CTx,
marcador 6sseo de reabsorcdo, segundo pesquisas apresentadas pela literatura
nacional e internacional (37,41,47,48,73,96-99), e pela tradicdo em pesquisa sobre
osteometabolismo, desenvolvida neste servico, onde se utilizou os mesmos
marcadores para o género masculino e feminino (41,47,99).

A coleta de sangue no grupo controle néao foi realizada de forma sistematizada
durante a mesma fase do ciclo menstrual, tanto quando da inclusdo no estudo como
apos 24 meses, isso porque nao ha consenso na literatura sobre a influéncia das fases
do ciclo menstrual sobre os marcadores dsseos analisados.

Amostras de sangue foram obtidas pela manha, ap6s 10 horas de jejum pelas
adolescentes, e coletadas por técnicos treinados de laboratério ou técnicas de
enfermagem, sendo enviadas ao Laboratorio Central do HC da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

As Amostras de sangue foram coletadas por puncao venosa e centrifugadas
por 15 minutos a 1.500 g para a separacdo do soro; as amostras de soro foram
armazenadas a -80 °C até a analise dos biomarcadores fosfatase alcalina (FAO) e
osteocalcina (OC). ApOs essas testagens, a outra fracdo das amostras foi

encaminhada ao Centro de Doengas Osteometabdlicas da UNIFESP (CEDOM).
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4.7.1 Osteocalcina (OC)

A osteocalcina foi dosada através do MetraTM Osteocalcin EIA kit —
Biosystems como indicador de remodelacdo 6ssea. O imunoensaio MetraTM
Osteocalcin, competitivo, mediu quantitativamente a osteocalcina intacta no soro. A
OC ou proteina 6ssea gla (GP) foi dosada pelo método MicroVue Osteocalcin EIA
(enzyme immunoassay) kit da QUIDEL® (USA, CA, San Diego), como indicador da
remodelacéo Ossea.

O imunoensaio é teste de ELISA competitivo que quantifica somente a OC
intacta e ndo detecta fragmentos de tecido 6sseo reabsorvido. Para realizacdo deste
teste foram utilizadas microplacas de 96 alvéolos previamente tratadas com
osteocalcina e sobre estes alvéolos ja tratados, foram adicionados 25uL de cada
padrao reconstituido, controles e amostras de soro dos individuos testados.

Em seguida, foi adicionado 125yl de anticorpo anti-osteocalcina, com
posterior incubacdo de 120 minutos a temperatura ambiente e lavagem da placa com
30ul de tampéo de lavagem, por trés vezes. ApoOs lavagem da placa e retirada do
anticorpo anti-osteocalcina, foi adicionado a IgG anti-camundongo conjugada com
fosfatase alcalina, com posterior incubacéo por 60 minutos, a temperatura ambiente.

A placa foi lavada novamente conforme descrito anteriormente e adicionado
0 substrato contendo p-Nitrofenil fosfato (pNPP) para o desenvolvimento de cor por
um periodo de 35-40 minutos. A reacao foi bloqueada com NaOH 0,5N e a leitura
realizada em leitor de Elisa TP Reader, Thermo Plate; no comprimento de onda de
405 nm. A obtencao das concentracdes de ostecalcina nas amostras de soro foram

obtidas através da férmula y= (A-D) / (1+ (x/C)B)+D. O intervalo de concentracao
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utilizado para o teste foi de 1,6 a 2,8 ng/mL com limite minimo de deteccao de 0,45
ng/mL, sendo determinado por trés vezes o valor do desvio, para o padréo zero.

O coeficiente de variacdo obtido para a precisdo do ensaio, descrito pelo
fabricante é de 5 a 10,0% para o intra-ensaio e 5 a 8% para o inter-ensaio. A leitura
foi realizada em microleitor de ELISA, no comprimento de onda de 405 nm. O ensaio
foi realizado no Laboratério Experimental da Pediatria, Faculdade de Medicina de

Botucatu- UNESP.

4.7.2 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina especifica do osso foi medida quantitativamente no soro
através do o MicroVue BAP (enzyme immunoassay) kit da QUIDEL® (USA, CA, San
Diego), como um indicador da 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, padrdo 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 padrao adicionados, constituido por 125uL de tampao de ensaio seréo
acrescidos conjuntamente a placa.

ApoOs a retirada das amostras de soro, padrdo e controles a placa foi entdo
lavada quatro vezes com tampao de lavagem e adicionado 150 uL do pNPP. O
desenvolvimento de cor ocorreu num periodo de 30-35 minutos a temperatura
ambiente, a reacao bloqueada com NaOH 0,5N e a leitura realizada em leitor de Elisa

TP Reader, Thermo Plate, em comprimento de onda de 405 nm. A obtencdo das
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concentracbes de FAO nas amostras de soro foi obtida através da férmula y=
A+Bx+Cx2.

O intervalo de concentracdo utilizado para o teste e montagem da curva
padrdo compreendeu concentracdes entre 2 a 140 U/L. O limite minimo de detecc¢éo
para este ensaio fornecido pelo fabricante € de 0,7U/L, sendo determinado por trés
vezes o valor do desvio para o padréo zero.

O coeficiente de variacao obtido para a precisdo do ensaio foi de 3,9 a 5,8%
para o intra-ensaio e 5,0 a 7,6% para o inter-ensaio. A leitura foi realizada em
microleitor de ELISA, no comprimento de onda de 405 nm. O ensaio foi realizado no

Laboratério Experimental, Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP.

4.7.3 Telopeptideo carboxiterminal (S-CTx)

O S-CTx foi dosado pelo kit Elecsys B-CrossLAPS/ serum por eletro-
imunoquimioluminescéncia ou ECLIA em equipamento automatizado ELECSYS-
ROCHE TM (RocheTM, Indianapolis, IN, EUA), coeficiente de variacdo inter-ensaio
foi de 5%.

E um ensaio especifico para isémeros interligados de fragmentos de
colageno do tipo |, independente de sua natureza.

A especificidade do teste € garantida através do uso de dois anticorpos
monoclonais, 0s quais reconhecem de forma linear os octapeptideos -8AA. Portanto
a metodologia empregada quantifica a forma beta do acido aspartico do telopeptideos
C-Terminais (B-CTx). Essas dosagens foram realizadas pelo Centro de Doencas

Osteometabdlicas da UNIFESP (CEDOM).
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4.8 Densitometria 6ssea (DXA)

As participantes foram agendadas e submetidas a avaliacdo da massa 6ssea
mediante exame de densitometria 6ssea (DXA), utilizando aparelho Hologic QDR
4500. A técnica baseia-se na atenuacdo, pelo corpo do paciente, de um feixe de
radiacdo gerado por uma fonte de raio-X com dois niveis de energia.

Os resultados demonstraram CV de 0,6% e 1,3% para a coluna lombar e corpo
total, os resultados das densidades foram expressos em g/cm? e do contetido mineral
0sseo (BMC) em gramas.

Para o exame de coluna lombar, a dose que o paciente recebe € de 6,7 a 31
NSV e uma dose ainda menor no exame de corpo total, dose semelhante aquela a
gual seria exposta em um banho de sol.

O examinador localizou a coluna lombar nas vértebras de L1 a L4, corpo total
e subtotal (com exclusdo do segmento da cabeca). Assim obtivemos resultados para
cada um dos locais relacionados a area total em cm? da regido, DMO expressa em
g/lcm? e 0 CMO em g.

A avaliacédo foi efetuada por um Unico avaliador experiente e treinado para tal
afericdo. A varredura foi obtida na posi¢ao supina para coluna vertebral e corpo total.

Para obtencédo dos dados relativos a coluna vertebral, utilizou-se um apoio
para os membros inferiores de maneira que fosse mantida uma flexdo do joelho de 90
graus na regiao coxofemoral. Este procedimento visou retificar a lordose fisiologica e
com isto obter uma separacéao ideal entre as vértebras lombares.

O nivel de varredura foi estabelecido de 1 a 2 centimetros abaixo das cristas
iliacas, a aquisicdo da imagem foi obtida no sentido caudo-cranial, sendo o exame

interrompido com a visualizagdo na tela do monitor da 122 vértebra toracica.

58



Para a obtencdo da Densitometria de Corpo Total, a paciente permaneceu
centrada na mesa, com a cranio a 2,5 cm abaixo da linha horizontal, que demarca até
onde o braco do scanner alcanca. Bracos ao longo do corpo e palmas das maos
apoiadas na mesa. Utilizaram-se cintas para a paciente ndo mover as pernas e 0S
pés, nem o restante do corpo.

Pelo emprego da Densitometria de Corpo Total pode-se também proceder a
analise da composicao corporal, pois € método de grande acuracia (100).Todas as
avaliacoes, acima referidas, foram executadas mantendo-se total privacidade.

Seguiu-se o protocolo de instru¢des do fabricante do aparelho e as normas
preconizadas pela Sociedade Internacional de Densitometria(101-103). Ressalta-se
gue a quantidade de radiacdo a que as adolescentes foram expostas € considerada

segura e sem prejuizo para sua saude atual e futura.

5.0 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram armazenados e analisados no programa software
SPSS 21. Quanto a analise estatistica, iniciou-se pela verificacdo da homogeneidade
entre 0s grupos. Pressuposicdes dos testes foram avaliados utilizando-se os testes
de Levene para homogeneidade de variancias e Shapiro-Wilk para normalidade dos
dados.

Para a caracterizacdo de cada grupo foi realizada estatistica descritiva,
apresentando-se mediana e valores extremos, média e desvio padrdo. Para a
comparacdo entre os trés grupos estudados (Controle, ACHOl1 e ACHOZ2), nos
diferentes momentos (momento inicial e momento vinte e quatro (24) meses) foi

realizou-se teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas,
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tendo distribuicdo normal a variavel analisada. Em caso de ndo atendimento a
hipétese de normalidade, o efeito dos grupos foi avaliado por meio do teste de
Kruskeal Wallis e teste de Dunn. Para todas as analises foi considerado o nivel de 5%

de significancia.

Resultados

Os resultados da presente Tese encontram-se na Parte Il e serdo apresentados

no formato de artigos.
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v' O uso de contraceptivos hormonais orais de baixa dose, por periodo de dois
anos, por adolescentes de 15 a 20 anos, se associa a efeitos negativos sobre
a massa 0ssea, sendo este efeito mais evidente entre as que utilizaram a
combinacao Etinilestradiol 30 pg/Drospirenona 3mg.
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concentracdo de marcadores de formacdo O0ssea quando confrontados aos
resultados de adolescentes ndo usuarias de contraceptivos, possivelmente
refletindo comprometimento osteo metabdlico.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar em adolescentes, ao longo de dois anos, a interferéncia sobre o
incremento de massa Ossea resultante ao uso de duas combinacdes de
anticoncepcionais hormonais orais de baixa dose Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel
150mg (ACHO1) ou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg (ACHO?2), por intermédio
da realizacdo de densitometria 60ssea (BMD) e de biomarcadores de remodelagéo
Ossea.

Desenho do Estudo: Ensaio clinico controlado paralelo ndo randomizado com
participagdo de 127 adolescentes, divididas nos grupos controle e expostas a
anticoncepcionais ACHO 1 e ACHO 2, submetidas a avaliagcdo antropométrica, dos
caracteres sexuais secundarios (critérios de Tanner), da idade 6ssea (I0). Obtidos
Densitometria Ossea por atenuacéo de raio X de dupla energia (DXA) e dosagem de
biomarcadores 0Osseos fosfatase alcalina éssea (BAP) e osteocalcina (OC) e
telopetideo carboxiterminal (S-CT-x) no momento inicial e apés 24 meses.
Resultados: Nao foram observadas diferencas significativas nas variaveis analisadas
entre as usuarias de ACHO 1, ACHO 2 e o grupo controle, no momento basal. Apds
24 meses de observacéo, as ndo usuarias incorporaram mais massa 6ssea (conteudo
e densidade) que ambos 0s grupos que utilizaram anticoncepcional, sendo o impacto
negativo mais evidente no grupo ACHO2 frente ao grupo ACHO 1. Redugéo
significativa nos valores percentuais de fosfatase alcalina 6ssea e osteocalcina foram
observados nas usuérias de contraceptivos orais.

Conclusdes: Observou-se prejuizo na aquisicdo de massa 0ssea em adolescentes
usuarias de anticoncepcionais hormonais combinados sendo mais evidente o impacto
negativo nas adolescentes usuarias de anticoncepcionais que continham EE
30ug/Drospirenona 3 mg.

Palavras-chave: adolescentes, anticoncepcional, contraceptivos, densidade éssea,
reabsorcdo 6ssea, remodelacao 0ssea.
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1. Introducéo

A osteoporose é uma doenca osteometabdlica caracterizada pela deterioracao
da microarquitetura e fragilidade 6sseas. E responsavel por gastos financeiros
expressivos pelo sistema de saude, em consequéncia ao seu principal desfecho, as
fraturas [1].

Sabe-se que a massa 0ssea se reduz a partir dos 30 anos de idade, de 1 a
2% ao ano, nas mulheres e que, dos 50 anos de idade em diante, 30% delas
provavelmente terdo algum tipo de agressdo a sua massa 6ssea [2]. Além disso,
destaca-se que a saude 6ssea na maturidade é reflexo da massa 0ssea incorporada
na infancia e, principalmente, na adolescéncia sendo um dos principais fatores na
prevencdo de doencas crbnicas como a osteopenia/osteoporose e fraturas
subsequentes[3-5]. Assim, atingir o pico ideal de massa 0ssea durante a adolescéncia
torna-se relevante.

A salde Gssea é influenciada por fatores endégenos e exdgenos, dentre 0s
exdgenos citamos os medicamentos, dentre 0s quais 0S contraceptivos em suas
diversas apresentacdes, injetaveis, 0s orais e aqueles prescritos por outras vias. O
estrogénio, no caso Etinilestradiol (EE), horménio sintético derivado do estrogénio
enddgeno 17-B estradiol, compde a maioria das combinagbes de anticoncepcionais
que pode interferir no processo de formacao e reabsorcédo da massa 6ssea. Eles tém
sido utilizados em idades mais precoces, em decorréncia da iniciagdo antecipada de
adolescentes a atividade sexual, como método de protecdo a sua saude sexual e
reprodutiva [3,6].

O estrogénio é fator importante na regulacdo do metabolismo do tecido 0sseo,

pois afeta positivamente a formacdo e proliferacdo dos osteoblastos, enquanto
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simultaneamente inibe a apoptose de osteoclastos responsaveis pela reabsorcao
0ssea [7]- Contudo, as atividades descritas parecem ser idade dependente [8,9].

A maioria dos anticoncepcionais hormonais orais contém estrogénio e
progestagénio, sendo reconhecida a poténcia mais elevada do EE sobre os tecidos
alvo [10], entretanto, a potente atividade estrogénica do EE ndo se reflete em
evidéncias positivas, quando avaliamos a saude 6ssea das adolescentes, sendo 0s
resultados apresentados na literatura ainda conflitantes [5,10,11].

Assim, objetiva-se avaliar em adolescentes, ao longo de dois anos, a
interferéncia sobre a aquisicdo da massa 0ssea frente ao uso das combinacdes de
anticoncepcionais hormonais orais de baixa dose Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel
150mg ou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg, por intermédio da realizacédo de
densitometria mineral 6ssea (BMD) e da avaliacdo de biomarcadores séricos de

remodelacéo Ossea.

2. Sujeitos e métodos

2.1 Desenho do estudo e participantes

Trata-se de ensaio clinico controlado paralelo ndo randomizado, sendo as
participantes voluntarias acompanhadas por periodo de dois anos A selecdo da
amostra ocorreu no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP, no ambulatério de Medicina de Adolescentes. O projeto teve aprovacao
Comité de Etica em Pesquisa CAAE: 52928416.6.0000.5411. As participantes e seus

pais ou responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Foram incluidas adolescente entre 15 e 20 anos de idade, com estatura entre
0 50 e 950 percentil para a idade e indice de massa corporal (IMC) entre 0 50 percentil
e menor que 950 percentil, com ciclos menstruais regulares, estadiamento de Mamas
M4 ou M5, pelo critério de Tanner(12), que nao utilizaram anticoncepcional
previamente, nuligestas e sem comorbidades.

Os critérios de néao inclusédo foram: diabetes mellitus, desnutricdo aguda ou
cronica, doencas Osseas congénitas ou adquiridas, doencas gastrintestinais
acompanhadas de ma-absorcao, histéria de nefropatia, com ou sem insuficiéncia renal
cronica, endocrinopatias, puberdade precoce ou atrasada, fibrose cistica, doenca
psiquiatrica severa, doenca celiaca, tabagismo, etilismo, historia de prematuridade ou
baixo peso ao nascimento, corticoterapia prolongada ou utilizacdo de medicamentos
que sabidamente afetam o0 metabolismo 0sseo negativamente, como
anticonvulsivantes, anticoagulantes, antirretrovirais e antiacidos com aluminio assim
como suplementacéo com célcio e /ou ferro, préatica de exercicios fisicos consistentes
(aerdbio e/ou musculacdo) ou com frequéncia superior a duas horas semanais, como
preconizado pelo calendario escolar do pais.

As participantes foram excluidas caso mudassem o método contraceptivo
proposto, por vontade prépria ou por indicagdo médica, caso engravidassem, ou se
por motivos particulares nao desejassem permanecer no estudo. Aquelas
pertencentes ao grupo controle foram excluidas caso necessitassem de prescricao de
meétodo contraceptivo ou por desisténcia no acompanhamento.

Foram excluidas aquelas que ndo compareceram no dia agendado para
realizarem sua densitometria ou coleta sanguinea. A todas foram oferecidos novos

agendamentos, em dias proximos aos definidos para realizacdo dos exames. Caso
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nao comparecessem nas trés oportunidades oferecidas, foram excluidas. A todas
foram oferecidos os mesmos cuidados de saude prestados as que permaneceram no
estudo.

As adolescentes compuseram trés grupos, dois deles com prescricdo de
anticoncepcionais, sendo que o0 grupo ACHO1l recebeu Etinilestradiol 20ug/
Desogestrel 150mg e o grupo ACHO?2, utilizou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg.

As adolescentes controles ndo apresentaram necessidade de uso de
contraceptivo. Todas as participantes dos grupos ACHO foram orientadas e

incentivadas ao uso de dupla protecéo.

2.2. Avaliagdo Antropométrica
Obteve-se o0 peso corporal, a estatura e calculou-se o indice de massa
corporea (IMC) [12]. A avaliacdo da maturacdo sexual foi realizada pela inspecéo

visual de mamas, por profissional habilitado e, segundo os critérios de Tanner [13].

2.3 Idade Ossea e Densitometria

A avaliacdo da maturacdo esquelética foi realizada pela obtencéo da idade
0ssea (I0) por meio da radiografia de méo e punho, utilizando o método de Greulich
Pyle[14]. O laudo foi emitido por avaliador cego em relacdo ao grupo a que as
participantes pertenciam.

Realizada densitometria 6ssea (DXA) utilizando aparelho Hologic QDR 4500,
por um unico avaliador experiente e treinado que seguiu as normas da Sociedade
Internacional de Densitometria (ISCD) [1,15], obteve-se densitometria de coluna
lombar (L1 a L4), corpo total e subtotal, com exclusdo do segmento da cabeca. O
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coeficiente de variacdo (CV) foi estimado a partir de medi¢cGes repetidas (duas vezes)
obtidas de 30 pacientes representativas da populacdo de pacientes nas regides
avaliadas- Os resultados demonstraram CV de 0,6% e 1,3% para a coluna lombar e
corpo total, os resultados das densidades foram expressos em g/cm? e do contelido

mineral 6sseo (BMC) em gramas.

2.4. Marcadores de Formacéo e Reabsorcio Ossea

Amostras de sangue foram obtidas pela manha, apds 10 horas de jejum por
puncdo venosa e centrifugadas por 15 minutos a 1.500 g para a separa¢cao do soro;
sendo armazenadas a -80 °C até a analise dos biomarcadores fosfatase alcalina
(BAP) e osteocalcina (OC) e Telopeptideo carboxiterminal (S-CTx).

BAP e OC foram dosadas em microleitor de ELISA, no comprimento de onda
de 405 nm. Para OC o coeficiente de variacdo obtido para a precisdo do ensaio, foi
de 5 a 10,0% para o intra-ensaio e 5 a 8% para o inter-ensaio. Para BAP o CV foi de
3,9 a 5,8% para o intra-ensaio e 5,0 a 7,6% para o inter-ensaio. S-CTx foi dosado por
eletroimuno-quimioluminescéncia (ECLIA) usando o teste de soro Elecsys B-Cross
Laps em um dispositivo Elecsys automatizado (RocheTM, Indianapolis, IN, EUA), CV

inter-ensaio foi de 5%.

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram armazenados e analisados no programa software SPSS 21.
Verificou-se a homogeneidade entre os grupos. Pressuposicfes dos testes foram
avaliadas utilizando os testes de Levene para homogeneidade de variancias e
Shapiro-Wilk para normalidade dos dados. Estatistica descritiva foi realizada,
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apresentando-se mediana e valores extremos, médias e desvios padrdo. Para a
comparacao entre os trés grupos estudados (Controle, ACHO1l e ACHOZ2), nos
diferentes momentos (momento inicial e momento 24 meses) foi realizado Teste de
ANOVA, seguido do teste de Bonferroni para comparacdes multiplas, quando as
variaveis apresentavam distribuicdo normal. Em caso de ndo atendimento a hipotese
de normalidade, utilizou-se teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn. Para todas as

analises considerado o nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Foram incluidas 127 participantes e destas, 62 (48,8%) permaneceram em
acompanhamento até o momento final, 24 meses apos adesao ao protocolo. A figura
1 mostra o niumero de participantes incluidas em cada grupo e os motivos da excluséao
ou descontinuidade no estudo.

Na tabela 1 todas as variaveis apresentaram-se homogéneas a excecao do
BMD de corpo total, quando os controles apresentaram mediana mais elevada em
relacdo aos grupos ACHO 1 e ACHO 2 (p=0,001) e percentual de gordura total em
que o Grupo ACHOL1 apresentou mediana inferior as dos demais grupos (p=0,010).

Na tabela 2, observou-se diferenca significativa entre os percentis de BMI,
sendo que o Grupo Controle apresentou mediana mais elevada em relagdo ao Grupo
ACHO1 (p=0,029), destacando-se que 90% das adolescentes foram classificadas
como eutroficas, apoés 24 meses. A mediana de escore-z da densitometria lombar
encontra-se mais proxima a zero no Grupo Controle, quando comparada as
observadas para os grupos ACHOL1 e grupo ACHO2, apresentando o grupo ACHO2

resultado intermediario (p=0,039). A mediana da variavel BMD de corpo total
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apresentou-se mais elevada entre as controles, quando comparada ao grupo ACHO2,
sendo os resultados do grupo ACHOL1 intermediarios (p=0,001); a mediana de BMC
de corpo total foi mais elevada no Grupo Controle em relacdo aos grupos ACHO1 e
ACHO2 (p=0,016), mesma tendéncia foi evidenciada em relacdo ao percentual de
gordura corporal (p=0,012), cujos resultados foram mais elevados entre as controles
em relacdo aos grupos ACHO1 e ACHO2, sem diferencas entre as usuarias . Quanto
a mediana de escore- z da densidade de corpo total, foi mais elevada no Grupo
Controle em relacao aos grupos ACHO1 e ACHOZ2, que nao diferiram estatisticamente
entre si (p=0,027).

No tocante a mediana de BMD de corpo subtotal, o menor resultado foi
observado no grupo ACHO1 gquando comparado ao Grupo Controle e grupo ACHO2
(p=0.003) (Tabela 2).

Na tabela 3 observa -se que a média de variacdo absoluta de BMD de coluna
lombar no Grupo Controle foi maior em relacdo ao grupo ACHOZ2, quando entre
controles ocorreu aumento de 0,030 g/cm? e variacdo negativa de -0,020 g/cm? no
grupo ACHO?2 (p=0,013). A média de variacdo absoluta de BMC de coluna lombar
apresentou resultados inferiores no grupo ACHO2 em relacdo ao Grupo Controle, com
incremento de 1,92 g e opostamente reducéo de -0,26 g no grupo ACHO2. Em relagao
a mediana de variacdo do escore-z de coluna lombar, o Grupo Controle apresentou
mediana positiva, indicando incremento de massa 0ssea, em relacdo as dos grupos
ACHO1 e ACHO2Z, cujos resultados foram negativos (p=0,005). A mediana de variacéo
absoluta de BMD de corpo total demonstrou-se mais elevada no Grupo Controle em
relacdo aos demais grupos, com aumento de 0,073 g/cm? nelas e de 0,013 g/cm? no

ACHO1 e de 0,020 g/cm?no ACHOZ2. Em relagédo a mediana de variacdo absoluta de
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BMC de corpo total, observou-se que o Grupo Controle apresentou incremento de
98,85 g, enquanto no ACHOL1 ocorreu reducéo de -2,20 g e no ACHO2 aumento de
15,08 g.

Em relacdo a média de variacdo absoluta do escore-z de corpo total,
observou-se que o Grupo Controle apresentou resultado positivo (0,80) enquanto os
grupos ACHO1 e ACHO2 resultados negativos (-0,05) e (-0,20) respectivamente
(p=0,002).

Quanto ao BMC de corpo subtotal, a mediana de variacdo absoluta indicou
gue o Grupo Controle incorporou 76,63 g, enquanto o Grupo ACHO1 apresentou
resultado de -18,66 g e o Grupo ACHO2 discreto incremento de 5,72 g (p=0,001). Em
relacdo ao biomarcador BAP, observou-se que o Grupo Controle apresentou média
de variacdo absoluta positiva em relacdo as dos grupos ACHO2 e ACHO1, ambas
negativas, sendo o resultado do ACHOL1 intermediéario (p=0,014).

Na Figura 2, a variagdo percentual do BMD de coluna lombar (Figura 2A)
demonstrou incorporagéo da densidade éssea (4,50%) no Grupo Controle, enquanto
no grupo ACHOZ2 se observou reducao de - 2,33% (p=0.007). A variacédo percentual
do BMC de coluna lombar revelou incremento de contetdo 6sseo de 3,45% (Figura
2B) no Grupo Controle quando comparado ao ACHOZ2, em que se observou reducéo
de - 0,53% (p=0.004).

A variacao percentual de BMD de corpo total indicou que o Grupo Controle
apresentou variacdo maior (6,20%) em relacdo ao demais grupos (p=0,005), sendo
que o Grupo ACHOL1 apresentou variagcdo de 1,34% e o ACHO2, de 2,03% de
incremento, indicando menor incorporacdo de massa 6ssea total (Figura 2C). Os

resultados da variacéo percentual do BMC de corpo total demonstraram que o Grupo
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Controle apresentou variacdo mais elevada com incremento de massa 0ssea (4,45%)
em relacdo ao demais grupos, sendo que o Grupo ACHO1 apresentou diminuicéo de
- 0,11% e o ACHO2 aumento de 0,85% (Figura 2D) (p=0,010). Nao se observou
diferenca na variacédo percentual de BMD de corpo subtotal entre os grupos (p=0,148)
(Figura 2E). No tocante ao BMC de corpo subtotal, o Grupo Controle apresentou
variacdo percentual de 5,81% em relacdo aos grupos de usuarias de
anticoncepcionais (p=0.001), quando ACHO1 revelou diminui¢cdo percentual de -
1,54% e ACHO2 aumento de 0,42%, sem diferenca entre os grupos de usuarias
(Figura 2F).

Na Figura 3, a média de variacao percentual do biomarcador BAP demonstrou
diferenca significativa (p=0,015), sendo que a variacdo percentual foi maior no Grupo
Controle (4,03%) em relacdo aos grupos ACHO1l e ACHOZ2, que apresentaram
reducdo de -10,99% e - 28,54%, respectivamente (Figura 3A). Quanto a média de
variacado percentual da OC, essa sofreu incremento de 9,98% no Grupo Controle,
engquanto nos grupos ACHO1 e ACHO2 observou-se reducao de -47,72% e -30,24%
respectivamente (Figura 3B). No tocante a média da variacdo percentual do S-CTx,
nao se demonstrou diferenca significativa entre os grupos estudados (p=0,607)

(Figura 3C).

4. Discusséao

Os resultados deste estudo, com acompanhamento de dois anos,
demonstraram que adolescentes ndo usuarias de contraceptivo hormonal oral
apresentaram incremento de massa 0ssea significativamente mais elevado nos sitios

esqueléticos, coluna lombar, corpo total e subtotal, analisados pela densitometria
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O0ssea, em relacdo as adolescentes do grupo ACHO2 (Etinilestradiol 30ug/
Drospirenona 3mg) que, opostamente, apresentaram comprometimento na aquisicao
da massa 0ssea na maioria dos sitios avaliados, sendo essa mais intensa na regiao
da coluna lombar. As usuérias de ACHO1 (Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel 150mg)
apresentaram também reducdo na incorporacdo da massa 0ssea, contudo, a regiao
lombar foi menos afetada. Esses achados indicam que o impacto foi mais negativo
sobre a massa Ossea das adolescentes que utilizaram a combinacdo de ACHOZ2.
Complementando, os biomarcadores de formacdo OC e BAP demonstraram
estabilidade entre as adolescentes que compunham o grupo controle, uma vez que
suas idades limite, no momento de introducdo ao estudo, encontravam-se entre 15 e
20 anos. Por outro lado, para os grupos de usuarias de contraceptivos hormonais
orais; as reducdes nas concentracfes dos marcadores de formacdo sugeriram
diminuicdo da atividade metabdlica 6ssea, sendo o0 impacto mais intenso entre as
usuarias do grupo ACHO?2.

Estudo longitudinal prospectivo conduzido por Jackowisk at el.(8), com
mulheres adolescentes e adultas jovens,-sob exposicao a diversas formulacdes de
anticoncepcionais evidenciou impacto negativo sobre o desenvolvimento do BMC e
da BMD quando os ACHOs foram utilizados imediatamente apds o pico maximo de
crescimento em estatura(PHV), porém, ndo observado com a mesma intensidade
quando utilizado cinco anos apos o PHYV, sugerindo efeito idade dependente [8]. Os
resultados obtidos no presente estudo diferiram dos de Jackowisk et al., a medida que
demonstraram que ha prejuizo ao incremento da massa 0ssea, ainda que ocorra um

intersticio em média de trés anos apés o PHV, em relacéo a introducéo dos ACHOs.
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Completando, estudo realizado na Italia [16] com cinco anos de
acompanhamento demonstrou aumento de 7,8% no BMD em nao usuarias de
contraceptivos e ndo observou mudanca significativa no grupo que utilizou
Etinilestradiol 20 ug / Desogestrel 150 ug. A idade média das participantes era de 20
anos, comprovando a interferéncia sobre a massa 6ssea mesmo quando utilizado em
periodo muito posterior ao PHV, fato que corrobora nossos achados.

Além disso, ressalta-se que todas as adolescentes foram incluidas nos
estagios de mamas 4 e 5 de Tanner [17], periodo de maior aquisicdo de massa
Ossea durante a adolescéncia. Resultados advindos de estudo brasileiro, que avaliou
101 adolescentes do sexo feminino, correlacionaram a aquisi¢cdo da massa 0ssea ao
avanco da idade cronolégica, da idade é6ssea e do estadiamento puberal [3].
Considerando que na adolescéncia tardia, 92% da massa Ossea total ja foi
incorporada [1], os resultados nos grupos de usuarias de anticoncepcionais e, com
destaque a combinacdo ACHOZ2 tornaram-se relevantes e apontaram para o fato de
que a escolha da combinacdo de contraceptivo oral deva ser cuidadosa, quando
prescrita a essa faixa etéria.

Cibula et al. (19) realizaram um estudo “cross over” com grupo controle e dois
grupos de anticoncepcionais contendo o mesmo progestageno, o gestodeno, e duas
concentracOes diferentes de EE (30 e 15 mcg). Evidenciaram incremento de BMD no
grupo controle e ndo observaram nos grupos de usuarias [18]. Sendo as adolescentes
expostas as duas concentracoes de EE, sequencialmente, a interpretacdo dos
resultados fica dificultada, uma vez que a atuacao do estrogénio sobre a massa 0ssea
pode levar varios meses a ser detectada e, portanto, os resultados obtidos no segundo

periodo podem ter sido influenciados pelos oriundos do primeiro.
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Em revisdo sistematica da literatura [19], evidenciou-se influéncia negativa
sobre a densidade Ossea de coluna lombar, resultante ao uso de contraceptivos
hormonais orais em adolescentes apds um e dois anos de seu uso. Os resultados
evidenciaram diminuicdo de 0,02 g/cm? na densidade 6ssea de coluna lombar, tanto
para um como dois anos de uso dos medicamentos. Foram avaliados cinco artigos na
analise de 24 meses e uma heterogeneidade entre eles de 96% e 85%,
respectivamente, foi detectada para um e dois anos de analise. Esse numero pequeno
de estudos incluidos refletiu as dificuldades dos autores em selecionar os artigos de
boa qualidade a serem incluidos, a falta de estudos que analisassem outros sitios
0sseos para obtencdo das densitometrias, revelando, além disso, as adversidades
encontradas por varios pesquisadores em acompanhar adolescentes que utilizam
meétodos contraceptivos, a prescricdo de anticoncepcionais com doses e composicoes
diversas, as altas taxas de abandono do método nessa faixa etaria especialmente
apos 12 meses de sua utilizagdo [19,20]. Salientamos que as redu¢fes em média
apresentadas no atual estudo, em relacdo a BMD de coluna lombar, foram de -
0,020g/cm?, semelhantes a metanalise citada (21).

Com relacdo a dose de EE, reviséo sistematica[21] sobre uma série de artigos
que selecionaram adolescentes usuarias de diferentes composicées hormonais para
avaliar o efeito dos contraceptivos sobre a massa 0ssea, 0s autores concluiram que
doses de EE entre 20 a 30 ug podem afetar a aquisicéo do pico de massa 6ssea. O
mesmo desfecho foi observado em nossos resultados. Os dois grupos compostos por
usuarias apresentaram comprometimento dos parametros densitométricos, com maior

impacto nas usuarias da composi¢cao com 30 ug de EE.
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Estudo prospectivo multicéntrico realizado no Canada, com adolescentes entre
15 e 19,5 anos, nao identificou diferencas entre as densidades de coluna lombar
comparando usuarias de ACHO com nao usuarias apés dois anos de uso [22],
resultado que difere do evidenciado em nosso estudo que demonstrou menor
incremento da densidade 6ssea nesse sitio, nas usuarias de ACHO. Esse efeito foi
mais acentuado quando elas utilizaram EE 30ug/ Drospirenona 3mg, pela analise
tanto da BMD como da BMC de regido lombar, quando os controles incorporaram
0,030g/cm? e 1,929 respectivamente e, as usuarias de ACHO2, obtiveram resultados
negativos de -0,020 g/cm? e -0,26g na BMD e na BMC lombar. Caso nos detivéssemos
as densitometrias de corpo total, evidenciariamos que o Grupo Controle incrementou
98,859 e as usuarias de EE 30ug/ Drospirenona 3mg, apenas 15,08g no periodo de
dois anos, reforcando a interferéncia dos anticoncepcionais orais sobre o depdsito de
massa 0ssea em adolescentes.

Observacdes semelhantes j4 haviam sido publicadas por Bisi Rizzo et al.[5],
acompanhando adolescentes por periodo de 12 meses, que utilizaram as mesmas
formulacbes de ACHOs, ainda que tenha sido realizada andlise de regressao linear
para determinar a evolucdo entre controles. Diante disso, pode-se afirmar que o
impacto negativo, observado sobre a massa 0ssea de adolescentes, com um ano de
acompanhamento persiste quando o tempo de uso se prorroga para dois anos.

A literatura aponta para correlacdes negativas significativas entre as
concentracdes de biomarcadores de remodelacéo 6ssea e a idade cronoldgica, idade
0ssea, desenvolvimento das mamas e valores de BMD durante a segunda década de

vida, indicando que, em fase tardia da adolescéncia ainda ocorre depdsito de massa
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0ssea e menores sdo as concentracbes dos marcadores 0sseos de formacado e
reabsorcéo [3].

Callegari et al.[23] apresentaram valores de referéncia para marcadores 0sseos
em jovens de 16 a 25 anos e, evidenciaram reducdo nas concentracdes de CTX e
PINP (propeptideo colageno tipo 1) com a progresséo da idade. Destaca-se que 0s
resultados por nos obtidos, para todos os marcadores analisados, apresentaram
evolucdo que corrobora os resultados de Callegari et al., entretanto, entre as usuarias
de anticoncepcionais e, principalmente, entre aquelas de ACHO2, o declinio foi
significativo nos niveis de BAP e de OC (Figura 3). Como demonstrado pela mesma
autora em estudo posterior[24], usuarias de ACHO apresentaram reducédo de 22% nas
concentracfes dos seus marcadores de metabolismo 6sseo frente as evidenciadas
em nao usuarias de contraceptivos hormonais. De forma semelhante houve reducao
de -28,54 % nas concentracdes de BAP, de - 30,24% nas concentracdes de OC e de
-18,28% nas concentracbes do S-CTx entre usuarias de ACHOZ2, frente as
concentracdes obtidas no momento inicial.

Herrmann e pesquisadores também estudaram o efeito dos anticoncepcionais
sobre marcadores 0sseos em uma revisdo da literatura e observaram reducdo
significativa das concentra¢des de marcadores de formacéo e reabsorcdo em usuarias
de contraceptivos hormonais[2]. Entretanto, apesar dessa constatacdo, os autores
nao indicaram ser possivel concluir a influéncia desses achados sobre o risco futuro
de fraturas entre as usuarias. Em nosso estudo ndo constatamos ocorréncia de
fraturas ao longo de dois anos de acompanhamento entre as adolescentes usuarias,

entretanto, pode-se inferir que a remodelacdo 6ssea esteja comprometida.

94



Quanto a Drospirenona e ao Desogestrel, progestagenos que estao presentes
na composicdo dos ACHOs utilizados, sabe-se que atuam sobre receptores
androgénicos por inibicdo competitiva e que esse mecanismo resultaria em efeitos
antiandrogénicos, de grande importancia sobre o metabolismo 6sseo, uma vez que a
testosterona exerce um papel fundamental na aquisicdo de massa 6ssea[25].

Pesquisa realizada por Hadiji et al.[26] ndo demonstrou impacto no risco de
fratura em wusudrias de anticoncepcionais contendo progestageno isolado,
demonstrando preservacdo da massa 6ssea. Assim, o efeito do progestagénio sobre
0 metabolismo 6sseo pode estar associado a combinacdo ao componente estrogénico
utilizado, seja o 17 B Estradiol ou o EE, bem como a via de administracao, seja oral
ou transdérmica [26].

Estudo que comparou o uso de diferentes progestagenos observou maior
reducado nas concentracdes de marcadores 6sseos no grupo Drospirenona em relagéo
ao grupo Gestodeno, progestageno da mesma geracdo do Desogestrel utilizado em
nosso estudo [27].

Estudo de meta-analise conclui que a progesterona combinada ao estrogénio,
tem efeito antirreabsortivo no 0sso. In vitro , a progesterona tem um efeito estimulador
da diferenciacdo de osteoblastos em concentracdes fisiolégicas e um efeito inibidor
em quantidades farmacologicas [28].

Em decorréncia da identificacdo de poucos estudos na literatura sobre a
influéncia dos progestagénios presentes nas formulacbes de ACHOs, resulta a
complexidade em distinguir quais efeitos seriam advindos da progesterona ou

resultantes dos niveis de estrogénio sobre o metabolismo ésseo.
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Além desse ponto, a heterogeneidade no delineamento dos estudos dificulta
em efetuar comparacdes quanto ao efeito hormonal do contraceptivo oral sobre a
remodelacdo 6ssea em adolescentes. P6de-se verificar que nos estudos relativos ao
tema, detectados nas bases de dados, foram diferentes os tipos de contraceptivos,
concentracfes de EE, assim como inicio de uso de anticoncepcional em diferentes
momentos de aquisicdo da massa 0ssea.

Sabe-se que, se 0 aumento de massa 6ssea puder ser otimizado durante a
puberdade, é provavel que os adultos e os idosos estejam menos susceptiveis as
complicacBes da osteoporose pois, aumento de 10% no pico de massa 6ssea (PMO)
resulta em retardo de 13 anos para o inicio da osteoporose [26].

O presente estudo visou reduzir as incertezas quando ao debate em questéo,
porém, ainda que critérios rigidos de sele¢édo tenham sido adotados para modera-las,
algumas limitagGes para sustentar os achados nesta analise devem ser destacadas,
entre elas, o tamanho amostral e a perda de seguimento de praticamente 50% da
amostra ao final de dois anos de acompanhamento. A retencdo de participantes
adolescentes ¢ um desafio devido & sua mobilidade geografica, as principais
transicdes de vida e as suas escolhas e objetivos, inclusive no tocante a preservacao
de sua saude reprodutiva.

Diante dos resultados apresentados, pode-se aventar que as repercussoes
sobre a massa 0ssea, resultantes ao uso de contraceptivos hormonais orais por esse
recorte etario, talvez s6 possam ser avaliadas e reconhecidas a longo prazo, quando
as adolescentes se tornarem adultas ou atingirem a menopausa, acompanhando-se

prospectivamente sua evolucao densitomeétrica em todas as etapas de vida.
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Concluséo

O presente estudo evidenciou um menor incremento de massa 6ssea entre
as usuarias de ACHO, ap0s 24 meses, sendo o efeito deletério mais evidente nas que
utilizaram EE 30 pg/Drospirenona 3mg.

Diferencas significativas quanto a evolucdo dos parametros densitométricos
de adolescentes saudaveis ndo usuarias de anticoncepcionais (grupo controle)
guando comparadas as usuarias de contraceptivos hormonais orais de baixa dose
(Etinilestradiol 20ug/ Desogestrel 150mg ou Etinilestradiol 30ug/ Drospirenona 3mg),
de mesma faixa etaria, foram evidenciadas. Demonstrou-se interferéncia negativa
sobre a saude Ossea avaliada tanto pela densitometria 6ssea quanto pelos
biomarcadores séricos de formacao 0ssea.

A compreensao do processo de incorporacao 0ssea que ocorre na infancia e
adolescéncia permite o desenvolvimento de estratégias para a prevencao precoce da

osteoporose.
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Figure 1 - Flowchart for derivation showing the number of participants and the reasons for loss to follow-up.

[ BASELINE MOMENT | [ 24 monTHs MmomENT |

Adolescent Medicine
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Clinics Hospital of the _
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.
.
.
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Teenagers . coC1 . Anthropometric Anthropometric
15 to <20 years . Etinilestradiol 20 Assessment. BMI, Bone Assessment. BMI, Bone
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H esogestrel 150mg . d . d
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.. Ehnlle§trad|o| 30ug - = o E
Drospirenona 3mg H
(n=57) » Exclusion
inclusion criteria: Criteria:
They signed the ICF, between 15 to <20 years of age, with height and BMI, between the 5th and 95th Prescription of a different
percentile for their age, with regular menstrual cycles, none of the participants included contraceptive method,
oligo/amenorrhea, staging of B4 or B5 breasts, according to Tanner's criteria, who had not previously pregnancy or due to

used contraceptives , null and without comorbidities. withdrawal from follow -up.

Non-Inclusion Criteria:

Age <15 years, diabetes mellitus, acute or chronic malnutrition, congenital or acquired bone diseases,
gastrointestinal diseases accompanied by malabsorption, history of nephropathy, with or without chronic renal
failure, endocrinopathies, precocious or delayed puberty, cystic fibrosis, psychiatric disease severe, celiac
disease, smoking, alcoholism, history of prematurity or low birth weight, prolonged corticosteroid therapy or
use of drugs known to affect bone metabolism negatively, such as anticonvulsants, anticoagulants,
antiretrovirals and antacids with aluminum as well as supplementation with calcium and/or iron, consistent
physical exercise (aerobic and/or weight training) or more than two hours a week, as recommended by the
country's school calendar.

Legends : COC1, adolescents receiving oral contraceptive containing 20ug EE/150pg desogestrel; COC2, adolescents receiving oral contraceptive containing 30 pg EE/3pg drospirenone ; Informed Consent Form (ICF); Body
Mass Index (BMI).
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Table 1. Comparison of anthropometric and densitometric variables and bone formation and resorption markers expressed in absolute
values between the Control, ACHO1 and ACHO2 groups at baseline.

Control (n=33) COC1 (n=37) COC2 (n=57)
Variables Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max p
Age (years)* 16.00 1.04 15.00 19.92 16.17 1.40 15.00 20.17 16.42 111 15.00 18.75 0.270
Bone age (years)* 17.00 0.83 15.00 18.00 17.00 0.89 15.00 18.00 17.00 0.88 15.00 19.00 0.390
Weight (kg)* 53.00 8.22 42.60 71.00 54.00 8.50 40.50 73.40 54.50 7.49 41.00 72.20 0.700
Height (cm)* 161.00 -- 151.00 173.00 159.66 - 149.00 171.00 159.34 - 140.00 172.00 0.450
BMI (kg/m?)* 20.48 2.63 16.72 27.39 20.88 2.83 16.63 26.78 21.64 2.67 17.75 29.99 0.320
BMI (percentile)* 55.96 25.21 9.80 92.21 55.61 28.45 8.18 95.00 63.25 23.67 8.18 95.00 0.480
Lumbar BMD (g/cm?)* 0.917 -- 0.690 1.120 0.953 - 0.773 1.094 0.960 - 0.710 1.180 0.149
Lumbar BMC (g)* 49.98 9.04 28.09 71.63 50.83 8.00 37.70 74.55 49.62 8.15 37.01 79.39 0.820
Lumbar Z-score* -0.43 -- -1.90 1.00 -0.27 - -1.80 1.10 -0.11 - -1.90 1.60 0.370
Total body BMD (g/cm?)* 1.090 A -- 0.860 1.320 1.000 B - 0.909 1.130 1.020 B - 0.880 1.240 0.001
Total body BMC (g)* 1975.20 314.73 1260.69 2754.08 1850.52 183.67 1401.96 2456.11 1803.33 250.52 1434.14 2719.86 0.070
Total body Z-score” 1.154 -- -1.60 3.20 -0.91 8 - -1.90 0.50 -0.61 8 - -1.80 1.80 0.001
Subtotal BMD (g/cm?)* 0.910 0.070 0.750 1.040 0.870 0.050 0.790 1.000 0.890 0.080 0.800 1.160 0.123
Subtotal BMC (g)* 1375.57 248.82 891.25 1987.54 1420.76 163.65 1047.63 1995.15 1373.94 212.68 1109.76 2254.86 0.750
Fat mass (kg)* 18.150 4.169 10.672 27.394 16.551 5.831 8.594 36.443 17.764 4.896 10.151 30.170 0.315
Lean mass (kg)* 33.489 5.382 27.719 44.072 37.398 4.456 30.858 48.669 35.509 6.885 2.659 51.819 0.267
Total body fat %* 33.184 3.69 23.90 39.40 29.178 4.85 21.00 38.50 3L.77 A 5.15 19.60 41.40 0.010
BAP (U/L)* 30.71 12.15 13.29 621.00 36.10 16.40 15.76 84.82 35.27 12.04 19.31 66.47 0.208
Osteocalcin (ng/mL)* 5.44 5.99 1.01 18.13 7.41 3.90 1.71 21.17 10.32 5.98 0.27 24.35 0.077
S-CTx (ng/ml)* 0.674 0.217 0.271 1.171 0.549 0.357 0.220 1.760 0.605 0.314 0.220 1.710 0.690

Note: Mean* or Median®

COC1, adolescents receiving oral contraceptive containing 20ug EE/150ug desogestrel; COC2, adolescents receiving oral contraceptive containing 30 ug EE/3ug drospirenone *ANOVA for comparison
of means between the three groups and Bonferroni test for multiple comparisons (Mean); *Kruskal---Wallis test for comparison between the three groups and Dunn’s multiple comparison (Median);
Different uppercase letters indicate significant differences between the three groups (p<0.05); BMD: Bone Mineral Density; BMC: Bone Mineral Content; BAP: Bone Alkaline Phosphatase.
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Table 2. Comparison of anthropometric and densitometric variables and bone formation and resorption markers expressed in absolute

values between the Control, ACHO1 and ACHO2 groups two years follow-up.

Control (n=21) COC1 (n=17) COC2 (n=24)
Variables Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max p
Age (years)* 18.00 1.13 17.00 21.83 18.00 1.30 16.50 21.50 18.00 0.94 16.92 20.25 0.980
Bone age (years)* 18.00 0.60 16.00 18.00 18.00 0.41 17.00 18.00 17.00 0.51 17.00 18.00 0.280
Weight (kg)* 54.70 9.20 45.00 77.00 53 12.17 40.10 90.00 55.95 9.04 42.00 72.50 0.380
Height (cm)* 162.17 - 153.00 173.00 160.74 6.23 151.00 170.00 158.92 8.06 140.00 173.00 0.280
BMI (kg/m?)* 21.64 2.93 18.18 29.33 20.23 4.04 16.56 31.89 22.05 2.76 18.16 30.17 0.199
BMI (percentile)* 65.32 A - 23.89 93.44 39.60 B -- 1.45 96.20 55.81 A8 -- 10.56 84.61 0.029
Lumbar BMD (g/cm?)* 0.963 0.143 0.690 1.120 0.891 0.069 0.820 1.120 0.927 0.107 0.790 1.130 0.330
Lumbar BMC (g)* 51.99 9.30 30.00 73.57 47.92 5.70 41.02 62.67 50.78 7.22 41.32 69.34 0.280
Lumbar Z-score? -0.18 4 -- -1.10 1.10 -0.97 B -- -1.80 1.00 -0.37 48 -- -1.70 1.20 0.039
Total body BMD (g/cm2)*# 1.1304 - 0.900 1.350 1.000 ~& - 0.927 1.225 1.0408 - 0.940 1.210 0.001
Total body BMC (g)* 2063.10 A = 1290.32 2876.67 1824.81 8 = 1562.33 2153.10 1868.42 B = 1514.59 2570.34 0.016
Total body Z=score* 1.904 1.15 -0.70 3.30 -1.50 B 1.19 -2.00 1.70 -0.90 B 0.93 -1.40 3.10 0.027
Subtotal BMD (g/cm?)* 0.9304 -- 0.780 1.060 0.860 B -- 0.798 0.929 0.920 A - 0.890 1.120 0.003
Subtotal BMC (g)* 1508.09 -- 1006.32  1944.02 1363.72 -- 1169.30  1642.05 1401.66 - 1032.05 1792.41  0.058
Fat mass (kg)* 22.898 5.267 14.963 30.298 18.281 7.222 9.120 34.651 19.987 5.768 8.571 31.029 0.138
Lean mass (kg)* 31.676 6.251 28.714 47.304 35.481 6.810 28.490 53.000 35.969 5.099 26.680 43.231 0.620
Total body fat %* 38.44 4 4.99 27.10 46.50 31.49°8 5.68 22.70 38.60 33.10 8 7.30 16.80 48.20 0.012
BAP (U/L)* 33.48 12.12 14.30 64.33 30.83 10.20 18.61 48.60 27.00 9.45 13.29 49.24 0.170
Osteocalcin (ng/mL)* 5.18 7.85 0.88 28.41 4.44 4.68 0.22 16.78 6.22 5.63 2.09 2121.00 0.313
S-CTx (ng/ml)* 0.511 0.200 0.200 0.960 0.630 0.200 0.309 0.874 0.567 0.240 0.150 1.010 0.343

Note: Mean* or Median®

COCl1, adolescents receiving oral contraceptive containing 20ug EE/150ug desogestrel; COC2, adolescents receiving oral contraceptive containing 30 pg EE/3ug drospirenone

*ANOVA for comparison of means between the three groups and Bonferroni test for multiple comparisons (Mean); *Kruskal---Wallis test for comparison between the three groups and Dunn’s
multiple comparison (Median); Different uppercase letters indicate significant differences between the three groups (p<0.05); BMD: Bone Mineral Density; BMC: Bone Mineral Content; BAP: Bone
Alkaline Phosphatase.
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Table 3. Comparison of the variation of densitometric variables expressed in absolute values between the Control, ACHOL1 and
ACHOZ2 groups between baseline and two years follow-up

Control (n=21) COC1 (n=17) COC2 (n=24)
Variables Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max Med/Mean SD Min Max p
Lumbar BMD (g/cm?)* 0.030 A 0.084 -0.240 0.340 -0.009 #& 0.055 -0.070 0.095 -0.020 B 0.062 -0.16 0.10 0.013
Lumbar BMC (g)* 1.924 4.97 -16.36 11.43 0.22 A8 3.37 -3.89 6.97 -0.26 B 3.68 -9.76 46.00 0.005
Lumbar Z-score* 0.194 -- -0.30 1.00 -0.27 8 -- -1.00 0.80 -0.47 8 == -1.70 0.50 0.005
Total body BMD (g/cm?)* 0.073 4 -- -0.200 0.160 0.013 8 -- -0.034 0.220 0.020 8 - -0.030 0.150 0.005
Total body BMC (g)* 98.85 4 -- -268.32 349.85 -2.20°8 -- -39.10 12.83 15.08 8 - -90.62 509.50 0.005
Total body Z-score* 0.804 0.42 -0.30 1.20 -0.05 & 0.84 -0.70 2.40 -0.20 8 0.95 -1.20 2.80 0.002
Subtotal BMD (g/cm?)* 0.022 -- -0.040 0.170 0.005 -- -0.033 0.039 0.019 - -0.030 0.140 0.147
Subtotal BMC (g)* 76.63 A -- -59.92 636.85 -18.66 © -- -59.66 270.12 57268 - -77.71 155.60 0.001
BAP (U/L)* 1.034 9.45 -30.43 23.70 -4.72 48 12.98 -25.80 11.02 -7.028 10.61 -39.68 3.26 0.014
Osteocalcin (ng/ml)* 0.16 6.07 -12.59 11.82 -3.52 6.34 -13.61 11.54 -2.07 5.19 -10.61 5.80 0.081
S-CTx (ng/mi)* 0.025 0.258 -0.750 0.140 -0.047 0.376 -0.840 0.302 -0.091 0.269 -0.880 0.310 0.692

Note: Mean* or Median”®
COC1, adolescents receiving oral contraceptive containing 20ug EE/150ug desogestrel; COC2, adolescents receiving oral contraceptive containing 30 pg EE/3pug drospirenone
*ANOVA for comparison of means between the three groups and Bonferroni test for multiple comparisons (Mean); *Kruskal---Wallis test for comparison between the three groups and Dunn’s multiple

comparison (Median); Different uppercase letters indicate significant differences between the three groups (p<0.05); BMD: Bone Mineral Density; BMC: Bone Mineral Content; BAP: Bone Alkaline
Phosphatase.
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Figure 2. Comparison of the variation of densitometric variables expressed in
percentage values between the Control, ACHO1 and ACHO2 groups between baseline
and two years follow-up.
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Figure 3. Comparison of the variation of bone formation and resorption markers
expressed in percentage values between the Control, ACHO1 and ACHO2 groups
between baseline and two years follow-up.
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ANEXO 1

FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP w

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparagiic entre as Densidades Minerais Osseas de Adolescentes usuarias de duas
formulagdes de Anticoncepcionais Hormonais de Baixa Dosagem e sua relagao com
marcadores dsseos de formagio e reabsorgdo

Pesquisador: Anapaula da Conceigdo Bisi Rizzo
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 529284166 00005411

Instituicdo Proponente: Departamento de Pediatna
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1441168

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo consiste na andlise dos dados criundos de trés estudos prévios realizados com
adolescentes matriculadas no Ambulatorio de Medicina do Adolescente da Faculdade de Medicina de
Botucatu, cujos participantes s8o adolescentes

do sexo feminino de 12 a 20 anos incompletos, usudrias de contraceptivo oral

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario:

Avaliar prospectivamente as repercussbes sobre o metabolismo 6sseo de adolescentes de 12 a 20 anos
incompletos, usudnas de congtraceptivo oral de baixa

dosagem por periodo de um ano frente a resultados provenientes de adolescentes

saudavess ndo usudnias,

Objetive Secundario:

-Avaliar a Densidade Mineral Ossea (DMQ) & o Contetdo Mineral Osseo da regido lombar, do colo do fémur
proximal, do corpo total @ do corpo subtotal (sem o segmento cabega) de adolescentes
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do sexo feminino de 12 a 20 anos Incompletos,usuarias de COC de baixa dosagem padronizado por periodo
de um ano de seu uso.

- Comparar dados obtidos pela avallagio das DMO e CMO em adolescentes usuarias de COC, pelo tempo
programado, com resultados provenientes de adolescentes saudaveis do mesmo sexo e faixa etaria, ndo
usuarias de COC.

- Avaliar os marcadores de formacdo (Osteocalcina e Fosfatase Alcalina Ossea ) e de reabscrgo (S-CTx)
de adolescentes do sexo feminino de 12 a 20 anos incompletos, usudrias de COC de baixa dosagem
padronizado por periodo de um ano de seu uso.

- Comparar dados obtides pela avaliagdo dos biomarcadores 6sseos propostos obtidos
de adolescentes usudrias de COC pelo tempo programado, com resultados
provenientes de adolescentes saudaveis do mesmo sexo e faixa etana, ndo usuarias de COC.

- Correlacionar 0s niveis dos marcadores bioquimices da remedelagdo dssea em adolescentes usuanas de
COC as Densidades Minerais Osseas (DMO) realizadas em coluna lombar {L1-L4),corpo total e subtotal.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos
N&o possul riscos uma vez que os dados ja foram coletados.

Beneficios:

Avaliar qual contraceptivo oral combinado € o mais indicado para as adolescentes visto ser este periodo
crucial para aquisicdo de massa 0ssea e

garantir uma saude 0ssea adequada na adulticia, evitando o surgimento de patologias como a ostecporose
€ 5uas consequéncias.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O presente estudo & um projeto de doutorado no qual sera feita uma analise de dados |a coletados de
adolescantes usudrias de contraceptivo oral, Os dados ja foram coletados de estudo anteriores e ja
aprovados por este CEP com delineamento bem estruturado. O tamanho amostral foi de 122
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paclentes. Constam criténios de inclusdo e exclusio utilizados e andlise estatistica dos dados

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Constam todos os termos exigidos por este CEP. Como & apenas uma analise de dados ja coletados, os
autores solicitam dispensa do TCLE, o que & pertinente no presente caso.

Recomendacoes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Projeto pode ser aprovado sem necessidade de enviar @ CONEP,
Consideragoes Finais a critério do CEP:
Projeto de pesquisa APROVADO, deliberado em reunido do CEP de 07 de margoe de 2018, sem
necessidade de envio a8 CONEP.

o ™™

O CEP solicita aos pesquisadores que apds a execugado do projeto em questao, seja enviado para analise o
respectivo "Relatorio Final de Atividades”, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na forma de

“NOTIFICACAO™.
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagtes Basicas 5B_INFORMACOES_8ASICAS_OO_P 25/01/2016 Aceito
do Proato ROJETO_631 11:13:28
Projeto Detalhado / | TRABALHODOUTORADO_25_11_2015| 25/01/2016 |Anapaula da Aceito
Brochura «docx 11:12:34 | Conceigio Bisi Rizzo
| Investigador
Declaragio de DeclaracaoEAP pdf 25/01/2016 |Anapaula da Aceito
Instituicdo e 11:08:20 |Concei¢io Bisi Rizzo
| Infraestrutura
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 25/01/2016 |Anapaula da Aceito

11:05:35 |Conceigéo Bisi Rizzo
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
Enderego: Chacara Butignodl . s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 13.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880.1608 E-mail: capellup@fmb . unesp br

Pogire (3 de 08
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BOTUCATU, 07 de Margo de 2016

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Endereco: Chacara Butignodi . s
Bairro: Rubido Junior CEP: 13618-370
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880.1608 E-mail: capellup@fmb . unesp br

Pagiow (4 de 02
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Comparagio entre as Densidades Minerais Osseas de Adolescentes usudrias de duas
formulagdes de Anticoncepcionais Hormonals de Baixa Dosagem & sua relagio com
marcadores ¢sseos de formag3o e reabsorgdo.

Pesquisador: Anapaula da Conceigdo Bisi Rizzo
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 52928416 6.0000,5411

Instituigdo Proponente: Departamento de Pediatria
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2708 808

Apresentacio do Projeto:

O presente estudo consiste na analise dos dados oriundos de trés estudos prévios realizados com
adolescentes matriculadas no Ambulatorio de Medicina do Adolescente da Faculdade de Medicina de
Botucatu, cujos participantes s&o adolescentes do sexo feminino de 12 a 20 anos incompletos, usuarias de
contraceplivo oral. Trata-se de um projeto maior intitulade “Comparagio entre as Densidades Minerals
Osseas de Adolescentes usudrias de duas formulagdes de Anticoncepcionais Hormonais de Baixa Dosagem
e sua relaciio com marcadores 6ss2o0s de formacho e reabsorgiio” cuja pesquisadora principal é Anapaula
da Concei¢do Bisi Rizzo que foi desmembrado em 2 subprojetos a saber: 1. Uso de contraceptivos orais de
baixa dosagem na adolescéncia e sua influéncia sobre a remodelacio dssea da pesquisadora Talita Costa
Domingues {doutorado) e Efeito do uso de anticoncepcionais hormonais orais combinados sobre a massa
6ssea de adolescentes por um periodo de dots anos, da pesquisadora Lilian Rodrigues Orsolini (mestrado).
Os dados ja foram coletados de estudo antenores e ja aprovados por este CEP com Parecer n® 1.441.169
em 07/03/2016. O tamanho amostral foi de 122 pacientes. Constaram critérios de inclusio e exclusdao
ulilizados e analise estatistica dos dados.

A pesquisadora solicita 8 inclusdo de uma emenda em um dos subprojetos: Efeitlo do uso de
anticoncepcionals hormonals orals combinados sobre a massa ossea de adolescentes por um pericdo de
dois anos, da pesquisadora Lilian Rodrigues Orsolini. A solicitagdo ¢ de amplia¢do do

End: on Butignolk . =/n

Bdm):'&mlo Junior CEP: 15518-670
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880.1609 E-madl: oceptmb unesp br

Pagra Ol de 04
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Cortinuagdn do Parecer: 2. 702 508

tamanho amestral, com coleta de dados no consultério particular da pesquisa que esta desenvolvendo o
referido subprojeto e analisar um marcador de reabsorgdo ossea, sendo que a metodologia sera mantida.

Objetivo da Pesquisa:
Ja relatado no Parecer 1,441,189 de 07/3/2016 aprovado peto Cep.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Ja relatado no Parecer 1.441.169 de 07/3/2016 aprovado pelo Cep.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Ja relatado no Parecer 1.441.169 de 07/3/2016 aprovado pelo Cep.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Ja relatado no Parecer 1.441.169 de 07/3/2016 aprovado peio Cep.

Recomendagoes:

No projeto original houve dispensa do TCLE devido a uso de dados ja coletados e aprovados por este CEP,
mas com a inclusdo de tamanho amostral, serg aplicado o TCLE para os novos sujeitos da pesquisa, A
pesquisadora apresenta o TCLE em forma de convite, mas ndo esta citado o tempo de duragdo dos
procedimentos e o enderego do Cep.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A emenda apresentada encontra-se PENDENTE, até que seja sanada a pendéncia.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberaciio do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMBIUNESP,
realizada em 04 de junho de 2018, o documento enviado na forma de “Emenda’, encontra-se PENDENTE:
Pendéncia

1. Adequacado do TCLE: Citar no texto o tempo de duragdo dos procedimentos e o endere¢o do CEP.

Enderego: Chacara Butignodl . s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 13618-370
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880.1608 E-mail; cep@imb unesp br

Pogiow 12 de 02
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Qo ™

A pendéncia devera ser respondida e apresentada por oficio explicativo, contendo a pergunta e a resposta,
e anexado no sistema Plataforma Brasil até o dia 15 de junho de 2018 para que o projeto seja apreciado

novamente em reunide extraordindria, a realizar-se em 18 de junho de 2018.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Decumento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_113470] 18/05/2018 Aceilo
do Projeto 9 E1pdf 21:20:11
TCLE / Termos de | TCLE_MESTRADO. pdf 16/05/2018 |Anapaula da Aceito
Assantimento / 10:59:47 | Conceigio Bisi Rizzo
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | Projeto_Doutorado_Talita_Final.pdf 18/05/2018 |Anapaula da Acaito
Assentimento / 10:59:22 |Conceigao Bisi Rizzo
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / [PROJETO_MESTRADO_Lilian_Orsolini.| 16/05/2018 |Anapaula da Aceito
Brochura pdf 10:58:45 |Concei¢éio Bisi Rizzo
| Investigador _ i
Declaragao de Emenda pdf 16/05/2018 |Anapaula da Aceito
Pesquisadores 10:56:56 |Conceigio Bisi Rizzo
Fotha de Roste FolhadeRosto.pdf 25/01/2016 |Anapaula da Aceito

11:05:35 |Concei¢io Bisi Rizzo
Situacdo do Parecer:
Pendente
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo
Endereco:  Chacara Butignodl . &n
Bairro: Rubido Junior CEP: 13.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone:  (14)3880.1608 E-mail: cep@imb unesp br

Pogire (3 de 08
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Cortinuagdn do Parecer: 2. 702 508

BOTUCATU, 13 de Junho de 2018

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Endereco: Chacara Butignodi . s
Bairro: Rubido Junior CEP: 13618-370
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880.1608 E-mail: cep@imb unesp br

Pagiow (4 de 02
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ANEXO 3
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Avenida Wadler & Suntana, 1957
19815-340 vita Cland.a, Assis - SP
(18) 3302..3000 .
CONTRATO DE PATROCINIO

Os signatarios deste termo, de um lado, UNIMED DE ASSIS - COOPERATIVA DE
TRABALHO MEDICO, pessoa juridica de direite privado inscrito no CNPJ/MF sob o n®
54.991.221/0004-05, com sede sito a Avenida Walter Antonio Fontana, n® 1997, Vila
Claudia, nesta cidade e comarca de Assis/SF, neste ato representada pelo seu diretor
presidente ELYSEU PALMA BOUTROS, brasileiro, médico, casado, domiciliado nesta
cidade de Assis Fstado de Sao Paulo, portador do RG n° 7.607.462 SSP/SP, inscrito no
CPF n® 328.522.409-63, pelo Vice-Presidente ORLANDO MARTINS JUNIOR, brasileire,
médico, casado, domiciliado nesta cidade de Assis Estado de Sao Paule, portadar do
RG n° 6.880.408-8 SSP/SP, inscrito mo CPF n° 825.899.418-20 e Superintendente
EDUARDO HENRIQUE AREAS GONGALVES, médico, brasileiro, divorciado, domiciliado
nesta cidade de Assis, Estado de SP, portador do RG n° 6.849.254 SSP/SP, inscrito no
CPF n° 736.104.027.68 doravante denominada simplesmente PATROCINADORA e de
outro lade a LILIAN RODRIGUES ORSOLINI, brasileira, médica, solteira, domiciliada
nesta cidade de Assis, Estada de Sao Paulo, sito a Rua Lions Clube de Assis, n° 435,
Apto 224, Conjunto Habitacional (rma Catarina, inscrita no CPF n° 338.577. 318-00, com
registro no Conselho Regional de Medicina - CRM/SP sob o n® 139084, doravante
denominada simplesmente PATROCINADA, e, nesta qualidade, resolvem de comum
acordo, entabular o presente Contrato de Patrocinio, ficando estipulado o seguinte:

CLAUSULA PRIMEIRA - Do objeto

1.1 - O presente contrato tem por objeto a concessao de Patrocinio a PATROCINADA
objetivando a realizagio do projeto de pesquisa para dissertacao de mestrado
denominado “Efeito do usoc de anticoncepcionais hormonais orais combinados sobre a
massa 6ssea de adolescentes por um pericdo de dois anos. ”, sob orientacdo da
Professora Doutora Tamara Beres Lederer Goldberg, doravante denominado ESTUDO,
a ser realizado no periode de 24 meses, a ser iniciado pela PATROCINADA.

Moo da Akanca * CoRraiwIsm taminlic para & de mociacia e e,
Cooparwtiva Imemacional Rote (0 Rodrigues
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Anels

Averudz Walter A Tontang, 1997
19815-240 Vila {daud'a, Assis - SP

(18) 3302. 30GC,

CLAUSULA SEGUNDA - Do vator

21 -

Em consondncia com os valores praticados pelo Sistema Unimed, a

PATROCINADORA ird patrocinar a realizacdo de 222 (duzentos e vinte e dois)
procedimentos, divididos em igual niimero entre os 37 (trinta e sete) participantes do
ESTUDO, sendo os mesmos Censitometria dssea rotina 2 segmentes (Codificacao TUSS

408081

30) e Densitormetria dssea corpo inteiro (Codificagio TUSS 40808149) da

seguinte forma:

2.1.1 - Os exames serao remunerados por meio de reembolso pago a
PATROCINADA, mediante apresentacao da nota fiscal da realizagao dos exames
nos participantes da pesquisa;

2.1.2 - Para cada nota fiscal emitida, a PATROCINADCRA reembelsara os valores
dos procedimentos realizados, de acordo com a tabela de valores por ela
praticada na data de realiza¢ao dos mesmos.

2.1.3 - Os procedimentos serao limitados ao nimero descrite no caput do
presente artigo, onde os 222 (duzentos e vinte e deis) procedimentos serio
realizados em 3 (trés datas) oportunas, sendo a 12 (primeira) remessa para
ingresso dos participantes no estudo} e a 2° e 3° remessas de exames realizados
emn 12 (doze) e 24 (vinte e quatro} meses apés o inicio do mesmo, para obtencéio
dos resultados pesquisados.

2.1.4 - Cada participante realizara 2 (dois) exames, um de cada especificidade,
em cada remessa de realizag3o.

2.1.5 - Para realizagao do inicio dos estudos, o reemboiso total da primeira
remessa se dard, apés apresentacdo da nota fiscal de realizagio dos
procedimentos solicitados, conforme a tabela abaixo:

Procedimento X1 x 37

Total do
Reembolso

Densitometria dssea rotina 2 segmentos
{coluna e fémur)

R$ 135,60 | RS 5.017,20

Mernbro
COoperEivE Intarmacional fadeno Hodrigues

o Aliwnca ‘Cooperatwisnw: Laninho paa 3 demourac.a ea paz”
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Unimed 3%

Auerida Walter A Fontaad, 1997
L9K15-340, Vila Cl3ucia, Assiy - 5P

(38) 3302- 4000

Densitometria 0ssea corpo inteiro RS 168,60 | RS 6.238,20

Total do Reembolso RS 11.255,40

CLAUSULA TERCEIRA - Da contrapartida.

3.1 - De conformidade com o patrocinio, a PATROCINADORA fard jus as seguintes
contrapartidas:

3.1.1 Recebimento, pela diretoria da PATROCINADORA, de relatdrio final do
estudo elaborado, apontando as descobertas e demais assuntos afetos ao tema
avatiado;

3.1.2 Desenvolvimento por parte da PATROCINADA, de campanhas, palestras
ou 0 que entender pertinente, para conscientizacdo das beneficiarias da
PATROCINADORA, para apresentacdc dos dados recebidos pelo estudo e
explanagao sobre ¢ tema;

3.1.3 Citacio da empresa e exposicdo da logomarca, disponibilizada pelo
PATROCINADOR, no material de divutgacao (pasta, folder, banner e home
page);

3.1.4 Citacdo da empresa, na relagao de agradecimentos acs patrocinadores
nos canais onde serao disponibilizados os dados do ESTUDO.

CLAUSULA QUARTA - Da Vigéncia

4.1 - Avigéncia do presente contrato iniciar-se-a na data de sua assinatura e encerrar-
~ se-a em 24 {vinte e quatro) meses da mesma data.

/ i

ESC

Mombro da Alcnts *Cooperalivismo: c amhio pald 3dmocratio 3 paz” 5
C Cooperativa Imemacionsl Roberto fodrigaes _ANS-n° 300713
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Aven da \Walter A Fomana, 1997
19H15- 440 Vila €laudia, Assis 5P
(18) 1307-3000
CLAUSULA QUINTA - Da Rescisao

5.1 - Constituem motivos para rescisac deste contrato:

5.1.1 - o descumprimento de quaisquer obrigacoes previstas neste contrato;

5.1.2 - o cancelamento do ESTUDQ por qualguer motivo, mesmo que por case
fortuito ou forga maior;

5.2 - Ocorrendo a rescisdo pelo motivo 5.1.2, a PATROCINADA compromete-se a
restituir a PATROCINADORA, no prazo de 10 (dez) dias a contar do cancetamento, o
valor que eventualmente ja tenha recebido. A rescisde motivada pela item 5.1.1 sera
resolvida em perdas e danos. ’

CLAUSUILA SEXTA - Das responsabilidades

6.1 - O uso da marca da PATRQCINADORA € transitério e subordinade ao cumprimento
das clausutas deste contrato, ndo podendo ser vinculada a outra forma ou propésito
que nao se aplique a este contrata.

CLAUSULA SETIMA - DO FORO

7.1 - Fica elefto o foro da comarca de Assis/SP, para dirimir conflitos oriundos do
presente Contrato, com a exclusdo de qualquer outro, por mais privilegiado que seja.

E, para que o preseate instrumento produza os efeitos legais e de direito as partes,
de comum acorda, firmam o presente contrato em duas vias de igual teor.

Pall

a% 7
ar |

b |

/ -
“CRorAttaisnRg, Laminbo pald a demociacia ¢ agas. 3 = o
Raberto Rodrigees ANS-n° 300713
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Awven da Walter A, Tontana, 1397
1981 5-340 viia (faud a Asss - 5012
13613302 3000

Assis/SP, 30 de outubre de 2017

UNIMED DE ASSIS COOPERATIV&“D%BALHO MEDICO

¥ m A Ol

PRUDEMSOL - PRUDENTE SOLUGCOES EM ENERGIA LTDA

TESTEMUNHAS:
|
Membro da Allanca “Loupeldiwisi=: Lasinbe gera o demuiii d e a pac’ ;
C@p Coopertiva (vtamacionsl bt Huthiguen S-n° 300713
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Lilian Rodrigues Orsolmi, médica especialsia em ginecologia ¢ obstetricia, aluna de mestrado ¢ Talia
Caldeiriio, enfermeirn mestre especialistn e obstetricia, aluna de doutocido da Universidade Estadual
Paulista Jabio de Mesquita Filho - Facukdade de medicing de Botwcatu, convidamos pura participar da

sepuinie pesguisa cientifica

1= DADOS SOBRE A PESQUISA:

| Titulo da pesquisa. EFEITO DO USO DE ANTICONCEPCIONAIS HORMONAIS ORAIS
COMBINADOS SOBRE A MASSA OSSEA DE ADOLESCENTES POR UM PERIODO DE DOIS
ANOS. Pesquisador responsivel: Lilion Rodrigues Ovsolmi  (Médica especialisia em ginecologia ¢
obstetricia sob CRM | 39084),

2. Titulo da pesyuisa: EFEITOS DO USO DE ANTICONCEPCIONAIS HORMONAIS ORAIS
COMBINADOS SOBRE A REMODELACAO OSSEA DE ADOLESCENTES. Pesquisador
responsavel: Talitn Caldeirdo (Enfermeim especialisty em obstetricia ¢ mesire sob COREN 212212)

Ovrientadora: Profa. Dra. Tamara Beres Lederer Goldberg, docente do Depanamento de Pedistria ¢
respontsiivel pelo Ambulatdno de Medicina do Adolescente da Faculdade de Medicing de Botucaty -
UNESP.

3. Justificativa ¢ ox objetivos da pesquisa:

O presente rabalho se pustifica por mcio dis scpumies constaagdes: 1) embora existam alguns estudos
naciomais, dos quals pelo meos dez realizados por pesquisadores da Faculdade de Medicina de Botucatu,
¢ intermacionais, para avalior o massy Gssea em individuos saudivets durante a seguda década de vida,
S0 poucas us investigagtes que pesquisarnm o densidade mingral dssea de ndolescentes usuirias de
anticoncepeiom! oral combinado, peincipalmente entre pacientes do nosso med. 2) Em relagio a esies
poucos estudos realizados, obikdas através de revasdo da Biteratura, observasse a filta de padronizagio do
anticoncepeional prescrito, da avaliagho precsa dos eventos da puberdade ¢ da caracterizagio da
maturidade esquelética. Sso mos amd.l. 05 trabalhios que correlacionam o exame de Densgometria Ossea
(DXA) ¢ o8 d I defigdo dssea. 1) as avalingdes relativas i nuissa dssea serilo
obtidas pelo exame cbamado de Dmsnomctm Oam (DXA), Pretende-se com a avaliagdo da Densidade
Mineral Ossea (DMO) utilizande o exame de Densitometrin Ossea de coluna, fEmmr proximal ¢ corpo
total esclarecer o possivel efelio do anticoncepcional oral combinado sobre o ganho de massa dssea em
adolesoentes de 10 2 20 anos incompletos de idade

Pusqusalivi Lhinﬂnmm Orscini Fua Busedo Speearnd, \MOJdllnEmwaCEP m1s |10 Ann &P sz (13;1129-
A4S Emat Oriertadiotn D Tamners Saes Laderw O

Owpartanmeio de e Oisirdo e RuteRo Jusicr — Cogr. 18212070 Botocabs — S0 Caan prowtal 530 Fm-m)snnn Fax
(14)3811.6083. E-mai: Jerar (sl jeon o by, STe waw dnil (0o v
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OBJETIVOS

I, Avaliar a densidade mineral dssex de adolescentes do sexo feminino de 10 a 20 anos incompletos
usuirias ¢ ndo usudrias de anticoncepcional oral combinado;

2. Realizur, interpretar ¢ correlacionar: as avaliagoes antropométricas, as avaliagdes dos caracteres sexuais
secundirios, as idades dsseas através de radiografia da mio e punho, os exames de Densitometria Ossea
para avalisgdo da massa Gssea. os mquéritos ¢ consumo alimentar, os marcadores boquimicos de
remodelagiio ossea destas adolescentes:

3, Investigar o impacto do uso do anticoncepcional ondl combinado sobre o mineralizagio Ossea das
adolescentes,

4. Procedimentos que serdio utilizados:

Avaliagdo Corporal: serdo medidos o peso e a alwra das adolescentes, Estes dados serdo utilizados
para fazer o cileulo do IMC (indice de massa corporal) classificando-as de acordo com seu peso ¢
altura em: baixo peso, normal, com sobrepeso ou obesos. Sera realizado também exame geral ¢
especifico das adolescenics, para que qualquer alteragdo fisica possa ser cncontrada aplicando o
exame de avaliagio dos caracieres sexuals secunddrios como: desenvolvimento das mamas e dos
pélos pubianos. Este exame sera realizado por um profissional médico especializado. Radiografia de
Maio ¢ Punho: scra feita para avahiar a idade ossea (10) das adolescentes ¢ o seu grau de maturagio
esquelética através de um Rx do punho. Avaliagio da Densidade Mincral Ossca: as adolescentes que
cumprirem todas as ctapas anteriores fardo uma avaliagdo da quantidade de massa 6ssca atraves de
um exame chamado Densitometria Ossea, onde serio observadas as regides da coluna lombar, das
pernas (osso do fémur total) ¢ corpo total. Ressalta-se que a quantidade de radiagdo a que os
adolescentes serio cxpostos sdo consideradas scguras ¢ sem prejuizo para sua saude atual ¢ futura.
Inquérito Alimentar: a avaliagio alimentar serd realizada por meio do registro alimentar de 3 dias.
Este seni entregue na primeira consulta. Serfio fornecidos explicagdes ¢ detalhes do preenchimento
do registro nesta oportunidade, incluindo a necessidade do preenchimento do mesmo em dias
alternados, ou scja, o adelescente devera recordar o que comeu durante dois dias durante a semana ¢
um diz da alimentagdo do fim de semana, irfio anotar todos os alimentos ¢ preparagdes consumidas,
na forma de medidas caseiras, colocando a marca do produto, quando possivel. Isto tude para
descobrir a quantidade de encrgia {(keal), carbordratos (aguicar), proteinas, gorduras ¢ cileio (mg)
presentes na alimentagio diina. Coleta de sangue: serdo coletados 10 mL de sanguce total com
agulhas descartaveis ¢ sistema de coleta a vacuo por profissional tremada, lotada em laboratorio,
apos avaliagio medica, durante o periodo de 8:(00 as 9:00h, apds jejum noturno de pelo menos dez
horas, para observagdo dos marcadores de remodelagio Ossea em soro.  Os procedimentos seriio
realizados uma vez por ano por um periodo de dois anos, nos momentos inicial, 12 ¢ 24 meses.

5. Desconfortos ¢ riscos esperados:

Para que participem deste trabalho, os adolescentes ¢ scus responsiveis serdio voluntdrios ¢ os
interessados assinario o termo de consentimento lfivre ¢ esclarecido, uma vez estando cientes do
contetdo do projeto. de seus beneficios a sua saude ¢ sabendo que sc relirarem scu consentimento
para esta participa¢do, nio sofrerdo qualquer prejuizo em seu acompanhamento de saude. Todos os
procedimentos serdio realizados em hordrios que ndo conflitem com seu periodo de freqiéneia &
atividade escolar, Como ja apresentado detalhadamente em outros Projetos aprovados pelo Comité
de Etica ¢ Pesquisa (CEP), desde 2002, os exames em questio: idade ossen ¢ DXA, niio ocasionam
qualquer desconforto. Quanto 4 coleta sanguinea, existe um pequeno desconforto, porém a
profissional que a realizard tem expeniéncia ¢ saberd como contornar @ situagdo.
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6. Beneficios que poderiio ser obtidos:

Os beneficios estdo relacionados aos conhecimentos obtidos pela pesquisa, uma vez que quase que
de imediato os adolescentes ¢ seus responsaveis ficardo cientes sobre os resultados de sun avaliagio
dssca, recchendo de forma pratuita os resultados da idade dssca, da Densitometria Ossca que
expressardo a qualidade atual ¢ as possibilidades futuras do ganho de nassa ossca.

7. Métodos alternatives que possam ser vantajosos para o individuo:

Nio ha outros procedimentos alternativos que possam avaliar o contetudo mineral 6ssco, bem como a
perda de massa ossca.

8.Duragiio da pesquisa: 2 anos apds a aprovacio do comité de ética

9 Endereco do Comité de Etica ¢ Pesquisa: Rua Chicara Butignolli , s'n Rubiio Junior
CEP:18.618-970 Municipio: Botucatu UF: Sio Paulo Telefone: (14)3880-1609 E-mail:
cepla fimb,unesp.br

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Ficaram claros para mim quais os objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados,
as garantias de confidencialidade ¢ de esclarecimentos permanenies,

Ficou claro também que mmha participagio ¢ 1senta de despesas.

Recebi esclarccimentos sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento ¢
deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagio de meu tralamento.

Recebi esclarccimento sobre o compromisso de que minha identificagio sc mantera
confidencial tanto quanto a informacdo relacionada com a minha pnvacidade,

Recebi esclarecimento sobre o material coletado (sangue para marcadores bioquimicos) que
poderd ser reutilizado em futuras pesquisas. mas para isso sera apresentando ao CEP um novo
projete de pesquisa com um novo termo de consentimento livre ¢ esclarecido.

Recebi esclarecimento sobre a disponibilidade de assisténeia no caso de complicagoes ¢
danos decorrentes da pesquisa.

Recebi esclarecimento de que este documento apds a aprovagio do CEP serd elaborado em 2
vias, sendo | entregue & mim ¢ o outro serd mantido em arquive pelo pesquisador. Assim,
concordo voluntariamente em participar deste estudo ¢ declaro que obtive de forma apropriada ¢
voluntina o Consentimento Livre e Esclarecido para participagdo neste estudo.
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