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RESUMO

Objetivo: Avaliar comparativamente a eficacia da terapéutica de reposicao
hormonal (TRH) de baixa dose isolada ou associada a sinvastatina no
comportamento de marcadores de risco cardiovasculares e do perfil lipidico e
lipoprotéico em mulheres sintoméaticas e com dislipidemia na pés-menopausa.
Métodos: Duzentas e quarenta e duas mulheres na pds-menopausa,
sintomaticas e com dislipidemia foram randomizadas em trés grupos de
tratamento: A) estradiol (E2) 1mg/acetato de noretisterona (NETA) 0,5mg
[E2/NETA] + sinvastativa 20mg; B) E2/NETA + placebo; e C) sinvastatina 20mg
+ placebo. A eficacia de cada tratamento foi avaliada pela melhora do pefrfil
lipidico e lipoprotéico e dos sintomas climatéricos ao final de 16 semanas de
tratamento.

Resultados: O colesterol total, o LDL-C, o colesterol ndo-HDL e a Apo B
diminuiram de forma significativa (p<0,0001) ao final de 16 semanas no grupo
que utilizou E2/NETA + sinvastatina e naquele tratado com sinvastatina +
placebo. A relacdo Apo B/Apo Al também apresentou reducdo significativa
nestes dois grupos (p<0,0001 e p=0,0026 respectivamente). A Apo Al
diminuiu apenas no grupo que recebeu E2/NETA + sinvastatina (p=0,0055). O
grupo E2/NETA + placebo ndo apresentou alteracdes significativas no perfil
lipidico e lipoprotéico entre as visitas basal e final. Aquele que utilizou E2/NETA
+ sinvastatina apresentou reducéo significativa do HDL-C e da Apo A1 quando
comparado as usuarias de sinvastatina + placebo (p=0,0233 e p=0,0231
respectivamente). No alivio dos sintomas climatéricos, 0os grupos que utilizaram
E2/NETA foram superiores a sinvastatina + placebo.

Conclusdo: Em mulheres na pés-menopausa com dislipidemia, a associagao
de E2/NETA em baixa dose com sinvastatina aliviou os sintomas climatéricos
de forma semelhante a observada com a E2/NETA isolada e melhorou o pefrfil
lipidico e lipoprotéico de modo semelhante ao uso isolado da sinvastatina. O
uso de E2/NETA sem sinvastatina diminuiu os sintomas climatéricos, mas nédo
melhorou a dislipidemia.

Palavras Chaves: Dislipidemia; Lipoproteinas; Sinvastatina; Terapia de

Reposi¢cdo Hormonal.



ABSTRACT

Objectives: To evaluate low-dose hormone therapy (HT) + simvastatin for
vasomotor symptoms and cardiovascular risk markers.

Study design: Symptomatic postmenopausal women (n=242) with dyslipidemia
were randomized to one of three treatment groups: A) 1mg estradiol/0.5mg
norethisterone acetate (E2/NETA) + 20mg simvastatin; B) E2/NETA + placebo;
or C) 20mg simvastatin + placebo. Lipid and lipoprotein profiles and
menopausal symptoms were evaluated after 16 weeks.

Results: Total cholesterol, LDL cholesterol, non-HDL cholesterol and Apo-B
decreased (p<0.0001) in groups A and C, as did Apo-B/Apo-Al (p<0.0001 and
p=0.0026, respectively). Apo-Al decreased only in group A (p=0.0055). HDL
cholesterol and Apo-Al were lower in A than C (p=0.0233 and p=0.0231,
respectively). Relief of menopausal symptoms was better in A and B compared
to C.

Conclusion: HT + simvastatin were effective for the treatment of symptomatic
postmenopausal women and improved the lipid profile similar to simvastatin
alone. It also delivered an improvement in the simultaneous treatment of
menopausal symptoms and dyslipidemia

Keywords: Dyslipidemia, Hormone Replacement Therapy, Lipoproteins,

Simvastatin.



1. INTRODUCAO

A parada da producédo estrogénica, vivenciada pelas mulheres na peri e
pds-menopausa, pode determinar o aparecimento de diversos sintomas e
mudancgas organicas que causam impactos na sua saude e qualidade de vida.
Podemos citar os sintomas vasomotores, a labilidade emocional, as mudancas
na silhueta corpérea, atrofia do trato geniturindrio e, em longo prazo,

diminuicdo da massa 6ssea e aumento do risco cardiovascular. *

Dentre os sintomas climatéricos, o aumento do risco cardiovascular
recebe atencdo especial na literatura médica. Isso se deve principalmente pela
morbimortalidade relacionada as doencas cardiovasculares (DCV) nesta fase

da vida feminina.

A DCV na mulher esta entre os principais problemas de saude publica
dos Estados Unidos da América (EUA). > Desde 1984 morrem mais mulheres
do que homens por esta doenca ° e um terco da populacdo feminina daquele
pais possui alguma forma de acometimento cardiovascular. Para fins
comparativos, uma em cada 2,7 mulheres morre por DCV nos EUA, enquanto a

mortalidade por cancer é de uma em 4,6. *

No Brasil, a situacdo nao é diferente e as principais causas de morte em
mulheres acima de 50 anos sédo o infarto agudo do miocardio (IAM) e o

acidente vascular cerebral (AVC). °

Segundo dados do Ministério da Saude brasileiro, no ano de 2002, as

mortes por doencas do aparelho circulatorio (incluidas as DCV), foram as



principais causas de morte em mulheres, chegando a 36,4% do total. Para fins
comparativos, as doencas neoplasicas, segunda causa de morte,
contabilizaram 17,1% dos casos. Além disso, das mortes relacionadas ao
aparelho circulatorio, mais de 90% acometeram mulheres acima dos 45 anos,

ou seja, a sua maioria estava no periodo peri ou pés-menopausico. °

A incidéncia de eventos cardiovasculares na mulher aumenta com a
idade. O estudo Atherosclerosis Risk in Communities Cohort (ARIC)
demonstrou que as taxas do primeiro evento cardiovascular séo 1,4; 3,3; 6,9 e
10,7 por 1000 mulheres para os grupos etarios 45 a 54,55a64,65a74e 75 a
84, respectivamente. Ja para 0s homens nos respectivos grupos etarios, essas
taxas sdo 2,8; 5,4; 10,5 e 14,4 por 1000 homens. ' Esses nimeros mostram
ainda que o risco de evento cardiovascular feminino equivale ao masculino com
atraso de uma década, ou seja, o risco das mulheres entre 55 a 64 anos

aproxima-se ao dos homens com 45 a 54 anos e assim sucessivamente.

Dentre as explicacdes para o descompasso de uma década na taxa do
primeiro evento cardiovascular masculino e feminino, ha um provavel efeito

protetor relacionado ao estrogénio.

A protecdo cardiovascular atribuida ao estrogénio pode ser endossada
por estudo observacional prospectivo que demonstrou que mulheres na pos-
menopausa possuem maior risco cardiovascular quando comparadas com
aquelas da mesma idade e com funcéo menstrual preservada.  Outro estudo
fortalece esta hipotese ao mostrar que mulheres com menopausa precoce por
ooforectomia bilateral possuem risco 2,2 vezes maior de evento cardiovascular

em relacdo as mulheres com a mesma idade no menacme. °



Na prépria avaliacdo dos dados do estudo ARIC, citado anteriormente,
observa-se que o tempo de menopausa esta relacionado ao aumento de risco
cardiovascular. De acordo com este estudo, a taxa risco de evento
cardiovascular feminino entre 45 a 54 anos, ou seja, na perimenopausa, é a
metade do risco masculino (1,4 X 2,8). Entretanto, na idade entre 75 a 84, na
pOs-menopausa tardia, a taxa feminina fica superior a dois tercos da masculina

(10,7 X 14,4).

A constatacdo, na qual mulheres no menacme possuem menor
morbidade e mortalidade cardiovascular em comparacdo aos homens da

10

mesma idade e mulheres na pds-menopausa, e ainda, que a doenca

cardiovascular aumenta com a idade alcancando incidéncia semelhante a

11

masculina com um “atraso” de 10 anos, sustentam que 0 estrogénio

desempenha um papel protetor em relacdo a DCV nas mulheres.

Todavia, ndo existe consenso quanto ao real impacto e a fisiopatologia
do hipoestrogenismo no risco cardiovascular. Decorrente disso ha duavidas
sobre quais os beneficios ou consequéncias de uma abordagem terapéutica
com reposicao hormonal no desenvolvimento da doenca cardiovascular (DCV)

em mulheres na pés-menopausa e com sintomas climatéricos.

Os primeiros estudos observacionais relacionados a este assunto
mostraram haver beneficio com a reposi¢cdo estrogénica na protecdo
cardiovascular em mulheres na pdés-menopausa. **'* Alguns propuseram
inclusive que o beneficio do uso da terapia estrogénica seria igual, ou até
superior, em mulheres com doenca cardiaca prévia comparadas as mulheres

saudaveis. 1>



Baseando-se nestes estudos, a terapia de reposicdo hormonal chegou a
ser prescrita, mesmo ndo contendo esta indicacdo em bula, para prevencao

primaria e secundaria da doenca cardiovascular. *

O Estudo das Enfermeiras (Nurse’s Health Study), que acompanhou, por
16 anos, 48.470 mulheres na pds-menopausa entre 30 e 55 anos, demonstrou
reducdo de eventos cardiovasculares nas mulheres usuarias de terapia de

reposicdo hormonal em relacdo as nao-usuérias (risco relativo de 0,39). *°

De maneira distinta, no final da década de 90, o estudo clinico Hormone
and Estrogen Replacement Study (HERS), que incluiu 2.763 mulheres com
DCV prévia objetivando avaliar o uso da TRH para prevencéo secundaria de
DCV, ndo demonstrou beneficio. Nele, apés 4,1 anos de acompanhamento,
verificou-se aumento de 52% no numero de eventos cardiovasculares nas
usuarias de TRH em relacdo ao grupo placebo. Este risco ocorreu de forma
preponderante no primeiro ano de uso da reposicdo hormonal. Nos demais
anos nao ocorreu diferenca estatistica em relacgdo aos eventos
cardiovasculares entre o grupo utilizando placebo e as usuarias de TRH.
Baseado nos resultados desse estudo, o uso da TRH para prevencao

secundaria de DCV foi questionado. *’

No inicio deste século foram publicados os resultados do Women's
Health Initiative (WHI), primeiro grande estudo clinico, randomizado, placebo
controlado, com objetivo primario de avaliar a TRH na doenca cardiovascular
em mulheres na pés-menopausa saudaveis. Nele, foram incluidas mais de
27.000 mulheres entre 50 e 70 anos, que se dividiram em dois grandes grupos.

O primeiro grupo incluiu 16.608 mulheres com utero que utilizaram por via oral



0,625 miligramas por dia (mg/dia) de Estrogénios Equinos Conjugados (EEC)
associado a 2,5 mg/dia de Acetato de Medroxiprogesterona (AMP) ou placebo.
Ja no segundo, foram incluidas 10.739 mulheres histerectomizadas que

fizeram uso de 0,625 mg/dia de EEC ou placebo. *®

O acompanhamento do grupo usando terapia estroprogestativa foi
interrompido com 5,2 anos, ou seja, 3 anos antes dos 8,5 anos previstos, pois a
incidéncia de cancer de mama ultrapassou os limites estabelecidos pelo comité

de seguranca e monitoramento do estudo.

Além do risco de cancer mamario, os resultados mostraram um numero
significativo de eventos cardiovasculares. As usuarias de TRH mostraram
possuir um risco relativo de 1,29 (IC 95%, 1,02 — 1,63%) para doencas
coronarianas, 1,41 (IC 95%, 1,07 - 1,85%) para acidente vascular cerebral,
2,13 (IC 95%, 1,39 — 3,25%) para embolia pulmonar e 1,22 (IC, 1,09 — 1,36%)
para qualquer desfecho por doenca cardiovascular. '® Estes resultados
contestaram o provavel efeito benéfico da TRH na protecdo cardiovascular

encontrada nos estudos observacionais.

No primeiro momento, a justificativa para a discrepancia entre 0s
resultados dos ensaios clinicos e dos estudos observacionais foi a de que
estes ultimos apresentavam erros metodoldgicos na sua concepcao. Avaliou-se
que apresentavam vieses de selecdo, falha na identificagdo de eventos
cardiovasculares, variacao nos regimes hormonais, no tempo de menopausa e

no estagio da aterosclerose. ** ?°

Ocorre que, apos avaliagbes secundéarias, o estudo WHI, principal

evidéncia clinica desfavoravel aos beneficios da TRH na prevencdo de



doencas cardiovasculares, ndo ficou isento de criticas em sua metodologia.
Questionou-se que nele foi avaliado um Unico tipo de associacao
medicamentosa (EEC+AMP), utilizando uma via especifica de administracao
(oral) e, assim, seus resultados nédo poderiam ser extrapolados para outros
tipos, dosagens e vias de tratamento. Além disso, no estudo, 66,6% das
participantes encontravam-se acima dos 60 anos e apenas 33% estavam a
menos de 10 anos da menopausa, ou seja, a populacdo do estudo foi
constituida de pacientes idosas e com um bom tempo sob os efeitos deletérios

cardiovasculares do hipoestrogenismo.

Avaliacdo posterior do banco de dados do WHI mostrou ainda que
mulheres com 20 ou mais anos de menopausa possuiam maior risco de
doenca cardiovascular associado a TRH em relacdo aquelas entre 10 e 19
anos e aquelas com menos de 10 anos, com risco relativo de 1,28; 1,10 e 0,76
(p=0,02; IC 95%) respectivamente. Além disso, a doenca coronariana e o risco
total de mortalidade estavam diminuidos em mulheres de 50 a 59 anos. %
Esses dados vao ao encontro dos resultados encontrados nos estudos

observacionais e demonstram maior beneficio da TRH ao inicia-la o mais

proximo possivel da menopausa.

De qualguer modo, o uso de TRH para tratamento e prevencédo de
eventos cardiovasculares foi abolido. De maneira oposta, ela continua tendo

indicacdo precisa para os sintomas associados ao hipoestrogenismo. 22



1. 1. SINTOMAS CLIMATERICOS E TERAPIA HORMONAL

A insuficiéncia ovariana pode ser sintomatica e desconfortavel para as
mulheres. Acima de 60% das mulheres no periodo de transicdo menopausal
apresentam algum tipo de sintoma relacionado a diminuicdo sérica do

estrogénio. *

Segundo estudo que avaliou 16.065 mulheres entre 40-55 anos, 32%
das mulheres relataram fogachos e suores noturnos que interferiram
negativamente na sua qualidade de vida. ?®> Estudo avaliando grupo de

mulheres brasileiras encontrou sintomas vasomotores em 60% delas. %*

O acompanhamento dos sintomas climatéricos de 438 mulheres na peri
e pos-menopausa durante sete anos mostrou que 47% apresentaram secura
vaginal apés trés anos de menopausa. A secura vaginal associa-se a sintomas

urogenitais e a queixas sexuais como a dispareunia. %

O tratamento dos sintomas climatéricos costuma ser imperativo nas
mulheres sintomaticas visando alivio dos mesmos e o resgate da qualidade de

vida.

Ressalta-se que a terapia hormonal, independente da via de
administracdo, € a modalidade de tratamento mais eficaz para os sintomas
climatéricos. Todos os estudos clinicos comparando diferentes doses e vias
dessa terapia apontam que elas foram superiores ao uso do placebo para
melhora do tratamento de sintomas vasomotores e das consequéncias da

atrofia urogenital. 2%’



Dessa forma, a TRH é indicada para tratamento de mulheres com
sintomas climatéricos. Porém, apos a publicacdo do WHI e objetivando diminuir
0s eventos adversos de seu uso, orienta-se usar a menor dose terapéutica, ou
seja, a menor dose capaz de aliviar os sintomas e inicia-la o mais préximo

possivel da menopausa.

1.2. ESTROGENIOS E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

A despeito das divergéncias do impacto da TRH na doenca
cardiovascular, vale ressaltar que os estrogénios desempenham diferentes
acoes no sistema cardiovascular. Estas a¢cfes possuem efeitos metabdlicos e

hemodinamicos que podem alterar o risco de DCV.

A mulher na pés-menopausa sofre alteracbes na sua composicao
corporal, principalmente o acumulo de gordura no tecido adiposo visceral
abdominal. Especula-se que o0 hipoestrogenismo esteja envolvido nesta
remodelacéo, ja que os estrogénios participam da regulacdo do metabolismo

calérico e da distribuicdo de gordura. %2°

A participagdo dos estrogénios no metabolismo caldrico foi observada
em estudos experimentais. Trabalho com ratas ooforectomizadas demonstrou

gue o uso de estradiol atenuava o ganho de peso daquelas submetidas a dieta



hipercalérica. *° Outro estudo observou que a delecéo do gene do receptor de
estrogénio proteina G acoplado (GPER) leva a obesidade visceral central. 3
Esta gordura central aumenta os riscos relacionados ao perfil lipidico, ao

metabolismo glicémico e a pressao arterial.

O aumento da circunferéncia abdominal associa-se ao aumento da
resisténcia a insulina, a elevacédo do triglicerideo (TG) e da lipoproteina de
baixa densidade (LDL-C) e ao aumento da pressdo arterial. 3% Estudo
prospectivo que acompanhou mulheres pés-menopausadas por pelo menos 15
anos demonstrou que as usuarias de TRH possuiam menor quantidade de
gordura abdominal e assim, uma menor suscetibilidade a desenvolver

resisténcia a insulina. >3

O hipoestrogenismo associa-se ainda ao declinio progressivo da
secrecdo de insulina estimulada pela glicose, a diminuicdo da sensibilidade
insulinica e ao aumento da resisténcia insulinica. Essas alteracdes favorecem o
desenvolvimento do diabetes mellitus, doengca com grande impacto no risco

cardiovascular.

Mulheres no menacme costumam ter niveis pressoricos menores que 0s
homens. Porém, esta relacdo muda apds a menopausa, sugerindo um impacto

do “status hormonal”’ associado ao fator idade.

A explicagcdo para o incremento dos niveis pressoricos baseia-se no fato
dos estrogénios possuirem efeitos vasodilatadores via endotélio vascular,
diminuindo o risco de hipertensdo arterial sistémica (HAS). Além disso,
constatou-se que nas mulheres jovens o ovario é a maior fonte extrarrenal de

pro-renina e angiotensina Il. Por outro lado, na mulher na poés-menopausa, a



diminuicdo do estradiol esta associada ao aumento da atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) e a maior sensibilidade ao sal, o que
determina aumento nos niveis pressoéricos. 3 A hipertensao arterial sistémica

colabora para o risco cardiovascular.

A influéncia do estrogénio na protecdo cardiovascular também ocorre de
forma direta na parede dos vasos. O estrogénio age de forma gendmica
(classica) e ndo genbmica atraves de seus receptores (ER), afetando a funcao

cardiaca, o funcionamento do endotélio e do ténus vascular. 3’

Vale citar que existem duas formas principais de ER, o ERa e 0 ERB e
gue ambos estdo distribuidos pelos tecidos do corpo. Eles sdo codificados
pelos genes ESR1 e ESR2 respectivamente, que estdo localizados em
diferentes locais do cromossomo. O estimulo desses receptores, tanto em
tecidos saudaveis como doentes, gera inumeras transcricbes do RNA
mensageiro e com isso diferentes expressdes protéicas. O mecanismo que
define as variadas transcricbes ao estimulo do receptor e qual o seu papel na

funcao no tecido saudavel e doente precisam ser elucidados. ¥

O conhecimento completo desta fisiologia podera esclarecer pontos
conflitantes do comportamento do estrogénio enddégeno e exdgeno na génese

da doenca cardiovascular.

Sabe-se, conforme observacdo de estudos experimentais, que o
estrogénio regula a producado do éxido nitrico na parede vascular normalmente
mediado pelo ERa. O 6xido nitrico € um mediador envolvido na fungao vascular
por seus efeitos vasodilatadores e propriedades antitrombéticas. 3% “° Além

disso, parece haver a participacdo destes receptores no processo



aterosclerético. Os niveis reduzidos de ERa na coronaria associam-se ao

desenvolvimento de doenca coronariana em mulheres. *°

Estudos observacionais demonstram que 0s estrogénios ndo permitem o
desenvolvimento de aterosclerose em coronaria com processo ateroscleroético
inicial, sendo, portanto, cardioprotetor. Porém, em artéria coronariana
comprometida por aterosclerose avancada, os estrogénios podem ter acdo
desestabilizadora da placa aterosclerotica e estimulam fatores pro-

inflamatérios, favorecendo a ruptura da placa e trombose. 443

O ensaio clinico Estrogen in the Prevention of Atherosclerosis (EPAT),
desenvolvido para avaliar os efeitos dos estrogénios na progressao subclinica
da aterosclerose em mulheres saudaveis menopausadas, concluiu que a
evolucdo da aterosclerose foi menor nas usuarias de estrogénio em relacdo as

usudrias de placebo. *

De forma conflitante, o Women’s Estrogen-Progestin Lipid-Lowering
Hormone Atherosclerosis Regression Trial (WELL-HART) *, estudo com
metodologia e objetivos semelhantes ao citado anteriormente, ndo demonstrou
diferenca entre o grupo tratado com TRH e o grupo placebo em relacédo a
evolucdo da aterosclerose na intima do vaso. Analise critica entre os dois
estudos demonstra diferencas nas participantes do estudo: aquelas do WELL-
HART possuiam doenca aterosclerética estabelecida (estenose superior a
30%) e cinco anos a mais de tempo de menopausa. Ou seja, O
comprometimento arterial aterosclerético nestas pacientes deveria estar em

estagio mais avancado. *



Estudos experimentais endossam a possibilidade de protecdo do
estrogénio no processo aterosclerdtico do vaso saudavel. Demonstram que
esta protecdo parece se basear no fato de que, no inicio do processo
aterosclerotico ocorrido no endotélio vascular, o estrogénio inibe a expressao
de mediadores pro-inflamatorios como Interleucina-6 (IL-6) e fator-a de necrose
tumoral (TNF-a) e moléculas de adeséo (ICAM-1, VICAM-1, e E-selectin). Inibe
a ativacdo, a infiltracdo e o acumulo de leucécitos na intima do vaso, a
expressdo dos fatores de crescimento e o0 remodelamento pelas

metaloproteinases. 3¢

Observa-se, pelo exposto, que a utilizacdo de terapia de reposicao
estrogénica parece oferecer protecao cardiovascular, ainda que nao se tenha
observado o seu efeito benéfico quanto a este aspecto nos estudos clinicos

controlados.

1.3. LIPIDEOS E TERAPIA DE REPOSICAO HORMONAL

Na pdés-menopausa, ha uma propensdo da mulher assumir um fenotipo
aterosclerodtico, com diminuicdo dos niveis plasmaticos da lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) e aumento do LDL-C (principalmente das particulas
pequenas e densas) e do colesterol total (CT). > A US National Health and

Nutrition Examination Surveys (NHANES) mostrou que o nivel plasmatico do



LDL-C esta duas vezes mais aumentado na populacdo de 55 a 64 anos em
relacdo aquelas de 45 a 54 anos e quatro vezes em relacdo as com idade

46 .47 Esse aumento também ocorre em mulheres mais

inferior a 45 anos.
jovens que passaram por ooforectomia bilateral, mostrando relacdo do tipo

causa-efeito decorrente da diminuigéo dos niveis plasmaticos de estrogénio.*®

Estudos demonstram que as alteracbes do perfil lipidico e lipoprotéico
possuem relacdo direta com o status menopausal e com o nivel sérico de

estrogénio. ¢4

De acordo com avaliacdo do banco de dados de 2.659 mulheres
avaliadas no Study of Women’s Health Across the Nation (SWAN), de 1994 a
2004, o aumento dos niveis plasmaticos do colesterol total, do LDL-C e dos
triglicerideos foi estatisticamente significante do periodo da transicéo
menopausal inicial até a pés-menopausa. “® Comparadas com mulheres no
menacme, aquelas que se encontravam no periodo inicial da pos-menopausa
possuem risco duas vezes maior de apresentar niveis sanguineos de LDL-C
superiores a 130 miligramas por decilitro (mg/dl). De forma légica e compativel
com o status menopausal, aquelas com maior nivel sérico de estradiol

apresentaram o melhor perfil lipidico. *°

A mudanca do perfil lipidico e lipoprotéico acarreta aumento da
incidéncia de doencas cardiovasculares neste periodo por haver grande

associacéo entre dislipidemia e DCC. ***°

Os lipideos e lipoproteinas, principalmente o LDL-C, contribuem para a
formacao da placa de ateroma. O nivel sérico elevado do LDL-C pode induzir a

aderéncia de mondcitos no endotélio. Estudo prospectivo demonstrou que



mulheres com colesterol total maior que 265 mg/dl tém trés vezes mais chance
de apresentar doenca cardiaca coronariana (DCC) em relacdo aquelas com
colesterol total normal. **°3 Por outro lado, a diminuicdo do HDL-C em 10 mg/dl
aumenta a chance de DCC em 40% a 50%. >*°3 A diminuicéo desta particula
de colesterol € tdo impactante que ela tornou-se poderoso preditor de

mortalidade cardiovascular em mulheres menopausadas. °

Comprovando a relacdo de perfil lipidico e lipoprotéico com o risco
cardiovascular, o classico Framingham Heart Study, que classifica o risco de
“morte ou de apresentar um evento coronariano nos préximos 10 anos” inclui,
nos seus fatores de risco, os niveis plasmaticos de colesterol total e de HDL. >
Além disso, niveis sanguineos de TG de 150 mg/dl ou mais e HDL-C de 50
mg/dl ou menos sao componentes da dislipidemia que caracteriza a sindrome
metabdlica que, segundo o National Cholesterol Education Program (NCEP)
Adult Treatment Panel (ATP) Ill **, apresenta grande impacto na incidéncia de

doencga cardiovascular, especialmente aquelas na fase de menopausa.

Da mesma forma que o aumento do colesterol total e sua fracdo LDL-C
aumentam o risco de DCC, o oposto € verdadeiro. Segundo estudo realizado
na Escandinavia, cada 1% de reducdo do LDL-C reduz o risco de evento
cardiaco coronariano em 1,7%. >’ O Lipid Research Clinics Program verificou
que a reducao de 10,4% nos niveis plasmaticos de LDL-C levou a diminuicéo
de 16% a 19% no risco de desenvolver coronariopatias e que para cada

elevacao de 10 mg/dl do HDL-C ha diminuicdo de 42% no risco cardiovascular.
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Dentre as a¢fes benéficas comprovadas dos estrogénios sobre o perfil
lipidico e lipoprotéico, esta a reducdo da lipase hepatica. Esta enzima tem
como funcdo degradar a HDL. Assim, esse hormdnio permite o aumento do
HDL-C e da apolipoproteina A-1 estimulando dessa forma o transporte reverso
do colesterol. *° Esses efeitos melhoram o perfil lipidico e principalmente o

HDL-C.

Na mulher menopausada, o hipoestrogenismo leva ao aumento do LDL-
C, da VLDL e do triglicerideo. O aumento do LDL-C deve-se ao evento de
“downregulation” de seus receptores hepdaticos. A hipertrigliceridemia ocorre

pela diminuicdo de seu “clearance”. 02

O impacto benéfico dos estrogénios sobre o perfil lipidico e lipoprotéico é
considerado uma das justificativas para a menor prevaléncia de doencas

cardiovasculares em mulheres no menacme. %2

A terapéutica de reposicao hormonal também promove efeitos benéficos
no perfil lipidico. ®*® O préprio WHI, em que pese seus resultados negativos
no desfecho de doenca cardiovascular, mostrou melhora do perfil lipidico e
lipoprotéico das usuéarias de TRH. Esse efeito normalmente vem associado a
um pequeno aumento no TG e sofre influéncia da dose e via de administracéo

empregada, assim como do tipo de progestagénio associado. %%

A estrogenioterapia tanto por via oral como transdérmica eleva os niveis
de HDL-C, principalmente a fracdo HDL2-C. Isto é decorrente do blogueio da
atividade da enzima lipase hepética que converte HDL2-C em HDL3-C. ° O
HDL2-C é a fracdo do HDL-C que mais protege contra o desenvolvimento de

aterosclerose.



Ambas as vias diminuem os niveis séricos da LDL-C pelo aumento do
namero de receptores hepaticos para esta lipoproteina, que passa a ser
metabolizada em maior velocidade. #°%®® Os estrogénios por via oral podem
agir elevando de 20% a 25% os niveis de triglicerideos e de VLDL,
provavelmente por estimular a expressio do RNA mensageiro da
apolipoproteina B (ApoB) hepatica. %2 H4 estudos que ndo demonstram a
elevacdo de TG, principalmente nas doses mais baixas de estrogénio. > Ja
com a via transdérmica, apesar desta ser menos potente em relacdo a

elevacdo da HDL-C e a diminuicdo da LDL-C, o aumento do TG ndo ocorre,

podendo até diminuir, por mecanismos ainda pouco compreendidos. "

A suposta capacidade antioxidante do estrogénio também ¢é valorizada
como efeito benéfico deste hormonio. Entretanto, seu efeito na diminuicdo da
suscetibilidade de oxidagdo da LDL-C e HDL-C permanece controverso.
Estudos confirmam o poder antioxidante do estrogénio in vitro. °*? Ensaios
clinicos também demonstram a protecédo do estrogénio em relacédo a oxidacao.
%78 De forma contraria, ha estudos clinicos que n&o observaram ac&o
antioxidante do estrogénio e sugerem que ele pode diminuir particulas da LDL-

C, deixando-as mais suscetiveis a oxidacdo. "%

A adicdo de progestagénio ao esquema de reposicao estrogénica leva a
diminuigdo da HDL-C, principalmente da HDL2-C, e dos niveis de triglicerideos.
Os progestagénios parecem diminuir a producdo de VLDL e aumentam a
atividade da lipase hepética. Os efeitos sobre a LDL-C sao dependentes do

grau de “androgenicidade” e da dose do progestagénio. %



Vale ressaltar, no entanto, que 0s progestagénios podem anular o
potencial benéfico do estrogénio sobre os valores plasméaticos das
lipoproteinas e lipideos, mas ndo pioram 0s niveis plasmaticos prévios ao

tratamento. 848°

Pelo seu comportamento positivo sobre o perfil lipidico e lipoprotéico, o
estrogénio ja foi comparado com medicamentos hipocolesterolémiantes para o
tratamento da dislipidemia. Estudos realizados para avaliar o comportamento
da TRH de alta dose no tratamento de mulheres com hipercolesterolemia em
relacdo as estatinas concluiu que o tratamento hormonal poderia ser uma

alternativa para tratar casos leves e moderados desta doenca. 8%’

Levando em conta que a dislipidemia é um dos principais fatores de
risco modificavel no desenvolvimento da aterosclerose e, por conseguinte, das
DCVs, %8 seria esperado que a melhora da dislipidemia proporcionada pela
TRH significasse diminuicdo do risco cardiovascular. Porém, como visto

anteriormente, ensaios clinicos ndo encontraram este beneficio.

Contudo, andlise secundaria do estudo HERS permitiu observagdes
interessantes quando analisado o tratamento da dislipidemia na sua amostra.
Observou-se gue o risco cardiovascular encontrado nas usuarias de TRH foi
anulado no grupo em que se associou, em qualquer momento do estudo, a
estatina. ¥ A avaliacdo do banco de dados do WHI mostrou, por sua vez, que
aguelas mulheres com a relacdo LDL-C/HDL-C inferior a 2,5 no inicio da TRH

ndo apresentaram risco cardiovascular aumentado. %



Sendo assim, iniciar a TRH em mulheres com bom perfil lipidico e
lipoprotéico ou associar medicamentos anti-lipidémicos naquelas com este

perfil alterado parece proporcionar menor risco cardiovascular.

A explicacdo plausivel para esta constatacdo pode estar no fato de um
metabolito do colesterol, o 27-hidroxicolesterol, competir com o0 estrogénio
pelos seus receptores nas células do endotélio. Isso faz com que as acbes

benéficas da reposicdo estrogénica no vaso sejam diminuidas ou até anuladas.

91,92

Assim, na estratégia terapéutica dos sintomas climatéricos com terapia
hormonal, a associacdo com uma medicacdo anti-lipidémica passa a ser uma
possibilidade racional para o ndo incremento do risco cardiovascular associado

a esta terapia.

Dentre as medicagfes anti-lipidémicas as estatinas sao as mais
utilizadas. Esta classe de medicamento atua inibindo de forma competitiva a
enzima 3-hidroxi-3metilglutaril-coenzima A (HMGCoA) redutase. Essa enzima é
responsavel pela conversdo da Acetiacetil-CoA em mevalonato que, apds uma

cascata enzimatica, se transforma em colesterol. %%

O bloqueio desta cadeia enzimatica faz com que ocorra aumento da
expressao dos receptores hepaticos do LDL-C e, consequentemente, aumento
do seu clearance sérico. Ha também a diminuicdo do nivel sérico do colesterol
total, do VLDL e dos triglicerideos. O HDL-C aumenta de forma moderada em

torno de 5 a 15% com esta medicacdo. %%



Diversos ensaios clinicos demonstram uma reducdo nos desfechos
cardiovasculares com 0 uso das estatinas e embasaram a sua utilizacdo na

prevencao priméria e secundaria desses eventos. *%%%

Metanalise de cinco ensaios clinicos randomizados utilizando estatinas
demonstrou reducéo de eventos coronarianos e da mortalidade total em 31% e
21%, respectivamente, independente do género e da idade. **°

Estudo para prevencao primaria demonstrou tendéncia de diminui¢cao do
namero de mortes em usuarias de Pravastatina de 22% (p=0,051) e diminui¢céo
de 30% para eventos coronarianos. *°

Os estudos de prevencao secundaria também sdo contundentes. O
estudo 4S demonstrou que o uso diario de 10 mg de sinvastatina versus
usuarias de placebo reduziu em 30% o numero de mortes e em 34% 0 ndmero
de eventos coronarianos. °* Nos estudos Cholesterol and Recurrent Events
(CARE) e Long-Term Intervention with Provastatin in Ischemic Disease (LIPID),

a diminuicdo de eventos coronarianos foi de 24%. 9%

O impacto positivo da terapia com estatina nos desfechos
cardiovasculares dificilmente pode ser explicada apenas pelo seu efeito
dislipidémico. A literatura sobre 0 assunto sugere que esta droga possui outras
acOes benéficas ao sistema cardiovascular e a prevencdo do processo

aterosclerético.

Como relatado previamente, o 6xido nitrico tem acéo vasodilatadora e
propriedades antitrombéticas. As estatinas parecem aumentar a
biodisponibilidade daquele por elevar a 6xido nitrico sintetase e por inibir o

anion superéxido. ***



Dentre as etapas da formacao da placa de ateroma, ha a proliferacéo e
migracdo das células musculares lisas do endotélio. Supde-se que as
estatinas, por acao no ciclo celular, levam a diminuicdo da proliferacdo destas

células. 192

As estatinas também se associam a reducdo de células inflamatorias
envolvidas no processo aterosclerético. Parecem inibir as moléculas de adesédo
intra-celular 1 (ICAM 1) e observa-se diminuicdo do nivel sérico da proteina C

reativa (PCR) com o seu uso. %

Finalmente, as estatinas contribuem para a estabilizacdo da placa de
ateroma através da diminuicdo do seu tamanho, da reducdo das células
inflamatorias presentes e pela diminuicho da producdo de enzimas

degradadoras de colageno, como as metaloproteinases. ***'%

A sinvastatina € derivada do fungo Aspergilus terreus e possui eficacia
terapéutica semelhante a das outras estatinas. Pode ser considerada uma
medicacdo de boa tolerancia, sendo necessaria a observacdo do uso
concomitante de medicamentos que inibam o citocromo P450. As principais
preocupacdes sdo a toxicidade hepética e a muscular. Aproximadamente 1%
das usuarias apresentam transaminases com niveis superiores a trés vezes o

valor basal e necessitam interromper a medicagéo. %%

Diante dos resultados positivos das estatinas no tratamento da
dislipidemia e dos eventos cardiovasculares, importa saber se, com a
associacdo de uma terapia hormonal, este comportamento seria mantido,

diminuido ou até melhorado e se esta associacao teria impactos preventivos



para doencas cardiovasculares e diminuiria 0 risco encontrado nos ensaios

clinicos referentes ao uso da TRH.

Ensaio clinico demonstrou efeito benéfico no tratamento da
hipercolesterolemia com a associacdo de estrogénios equinos conjugados, na
dose de 1,25 mg e 5 mg de acetato de medroxiprogesterona com 10 mg de
sinvastatina. A associacdo mostrou um melhor perfil lipidico em relagéo ao uso

® De maneira semelhante, outro ensaio, utilizando

isolado das terapias. *°
0,625 mg de estrogénio equino conjugado, concluiu que a associacdo com
sinvastatina mostrou-se superior no tratamento de hipercolesterolemia em

relacdo ao uso isolado desta droga. *°’

Todavia, os estudos disponiveis na literatura, que investigaram esta
associacdo, tinham como objetivo primario a melhora do perfil lipidico e nédo
avaliaram, de forma sistematica, o impacto no risco cardiovascular. Além disso,
a concepcao destes estudos foi feita previamente ao WHI e as doses utilizadas

ndo sdo mais consideradas as ideais para a pratica clinica.

Dessa forma, nos propusemos a avaliar comparativamente a eficacia do
tratamento com TRH de baixa dose, de maneira isolada ou associada a
sinvastatina, no comportamento de marcadores cardiovasculares, lipidicos e

lipoprotéicos em mulheres sintomaticas e dislipidémicas na pos-menopausa.



2. OBJETIVO

Avaliar comparativamente a eficacia da TRH de baixa dose isolada ou
associada a sinvastatina no comportamento de marcadores cardiovasculares,
lipidicos e lipoprotéicos em mulheres sintomaticas e dislipidémicas na pos-

menopausa.
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sinvastatina no perfil lipidico e lipoprotéico em mulheres sintomaticas e

dislipidémicas na pés-menopausadas.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar comparativamente a eficacia da terapéutica de reposicao
hormonal (TRH) de baixa dose isolada ou associada a sinvastatina no
comportamento de marcadores de risco cardiovasculares e do perfil lipidico e
lipoprotéico em mulheres sintoméaticas e com dislipidemia na pés-menopausa.
Métodos: Duzentas e quarenta e duas mulheres na pds-menopausa,
sintomaticas e com dislipidemia foram randomizadas em trés grupos de
tratamento: A) estradiol (E2) 1mg/acetato de noretisterona (NETA) 0,5mg
[E2/NETA] + sinvastativa 20mg; B) E2/NETA + placebo; e C) sinvastatina 20mg
+ placebo. A eficacia de cada tratamento foi avaliada pela melhora do pefrfil
lipidico e lipoprotéico e dos sintomas climatéricos ao final de 16 semanas de
tratamento.

Resultados: O colesterol total, o LDL-C, o colesterol ndo-HDL e a Apo B
diminuiram de forma significativa (p<0,0001) ao final de 16 semanas no grupo
que utilizou E2/NETA + sinvastatina e naquele tratado com sinvastatina +
placebo. A relacdo Apo B/Apo Al também apresentou reducdo significativa
nestes dois grupos (p<0,0001 e p=0,0026 respectivamente). A Apo Al
diminuiu apenas no grupo que recebeu E2/NETA + sinvastatina (p=0,0055). O
grupo E2/NETA + placebo ndo apresentou alteracdes significativas no perfil
lipidico e lipoprotéico entre as visitas basal e final. Aquele que utilizou E2/NETA
+ sinvastatina apresentou reducéo significativa do HDL-C e da Apo A1 quando
comparado as usuarias de sinvastatina + placebo (p=0,0233 e p=0,0231
respectivamente). No alivio dos sintomas climatéricos, os grupos que utilizaram
E2/NETA foram superiores a sinvastatina + placebo.

Conclusdo: Em mulheres na pés-menopausa com dislipidemia, a associagao
de E2/NETA em baixa dose com sinvastatina aliviou os sintomas climatéricos
de forma semelhante a observada com a E2/NETA isolada e melhorou o pefrfil
lipidico e lipoprotéico de modo semelhante ao uso isolado da sinvastatina. O
uso de E2/NETA sem sinvastatina diminuiu os sintomas climatéricos, mas nédo
melhorou a dislipidemia.

Palavras Chaves: Dislipidemia; Lipoproteinas; Sinvastatina; Terapia de

Reposicdo Hormonal.



INTRODUCAO

O esgotamento folicular ovariano e a consequente parada da producao
de estrogénio determinam mudancas para a saude das mulheres. Dentre elas,
podemos destacar os sintomas vasomotores pela sua alta prevaléncia e o
aumento do risco cardiovascular por sua morbimortalidade.

O principal sintoma vasomotor sao os fogachos que se fazem presentes
em mais de 60% das mulheres menopausadas e associam-se a uma
diminuicdo da qualidade de vida. Ao mesmo tempo, nesta fase ha um aumento
da incidéncia de doencas cardiovasculares, que séo a principal causa de morte
nestas mulheres. 2

A terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) pela sua eficacia no tratamento
de sintomas climatéricos € considerada o principal tratamento para mulheres
menopausadas sintomaticas. Por um longo periodo, quando respaldada por
estudos observacionais, também era indicada na prevencdo priméaria e
secundaria para doencas cardiovasculares. *° Porém, esta indicacéo foi
abolida apdés resultados de ensaios clinicos randomizados que mostraram
aumento da mortalidade por eventos cardiovasculares em mulheres usuéarias
de TRH. 3°°

As estatinas, por sua vez, mostram-se boa opcdo terapéutica para a
diminuicdo da mortalidade cardiovascular. O Scandinavian Simvastatin Survival
Study (Estudo 4S) mostrou diminuicdo de 42% nas mortes por eventos
cardiovasculares nas usuarias de estatinas quando comparadas com 0 grupo
placebo.  Isto parece ocorrer pela capacidade das sinvastatinas de combater a

dislipidemia somada aos seus efeitos antiinflamatérios e antioxidantes, que



estabilizam as placas de ateroma e diminuem a chance de ruptura. ® Todavia,
nao se avaliou os seus efeitos em relacdo aos sintomas climatéricos.

Diversos estudos demonstram que a TRH melhora o perfil lipidico e
lipoprotéico de suas usuérias. °*? Levando em conta que a dislipidemia é o
principal fator de risco modificavel no desenvolvimento da aterosclerose e, por

conseguinte, das DCVs, 3

seria esperado que a melhora daquele perfil
significasse diminuicdo do risco cardiovascular. Porém, ensaios clinicos nao
encontraram este beneficio. *°

Andlise secundaria do estudo HERS permitiu observacdes interessantes
quando analisado o tratamento da dislipidemia na sua amostra. O risco
cardiovascular encontrado nas usuéarias de TRH foi anulado no grupo em que
foi associada, em qualquer momento do estudo, a estatina. **

Assim, interroga-se qual seria o impacto no risco cardiovascular ao
associar uma estatina com a TRH. Acredita-se que o resultado de tal
associacdo promoveria diminuicdo do risco de eventos cardiovasculares em
mulheres na pds-menopausa.

Fak e cols avaliaram essa associacdo apenas para o tratamento da
colesterolemia e ndo avaliando marcadores de risco cardiovascular. ** Falta na
literatura estudo demonstrando o beneficio da TRH de baixa dosagem
associada a sinvastatina no comportamento do perfil lipidico e lipoprotéico e do
risco cardiovascular.

Dessa forma, nos propusermos a avaliar de maneira comparativa a
eficacia do tratamento com TH de baixa dose de maneira isolada ou associada

a sinvastatina no comportamento dos marcadores cardiovasculares, lipidicos e

lipoprotéicos em mulheres sintomaticas na pos-menopausa.



METODOLOGIA

Estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego e placebo controlado
realizado no Instituto de Saude e Bem Estar da Mulher. Todos os
procedimentos do estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da instituicdo. Todas as participantes assinaram termo de consentimento antes
da inclusé&o no estudo.

No periodo de dezembro de 2007 a novembro de 2008 foram
convidadas 964 mulheres para participar do estudo. Para a inclusdo, elas
deveriam ter idade entre 45 e 65 anos, estar em amenorréia nos ultimos 12
meses ou mais, apresentar indice de Kupperman igual ou superior a oito
pontos e niveis séricos de colesterol total superior a 200 mg/dl e inferior a 320
mg/dl ou niveis de LDL-C superior a 130 mg/dl e inferior a 190 mg/dl ou
triglicérides entre 150 mg/dl e 400 mg/dI.

Os critérios de ndo inclusdo adotados foram: histerectomia prévia,;
hipersensibilidade conhecida a sinvastatina, ao estradiol ou a noretisterona,
indice de massa corpérea (IMC) maior ou igual a 35 kg/m?; colpocitologia
oncologica com atipias celulares nos ultimos 12 meses; ultrassonografia
transvaginal com espessura do eco endometrial superior a 10 mm nos ultimos
seis meses; mamografia classificada como BI-RADS® 0, 4, 5 ou 6 nos Gltimos
seis meses; doenca hepatica ou nivel plasmatico das transaminases hepaticas
(ALT e AST) acima do limite superior da normalidade; diabetes mellitus ou

glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL; antecedentes de doenca

cardiovascular ou de tromboembolismo (venoso ou arterial); histéria pregressa



ou atual de tumores horménios dependentes; hipotireoidismo descompensado
(TSH > 5,0 pUl/ml).

Todas as mulheres interessadas em participar do estudo foram
submetidas a triagem para avaliagcdo dos critérios de selecdo e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Na visita de triagem, apOs avaliacdo clinica, afericdo do indice de
Kupperman e exame fisico, aquelas consideradas aptas a participar do estudo
eram submetidas as dosagens séricas de triglicérides (TG), colesterol total
(CT), HDL colesterol (HDL-C), LDL colesterol (LDL-C), TSH, apolipoproteinas
Al e B (Apo-Al e Apo-B), creatinoquinase (CK), creatinina, glicemia e
transaminases.

Daquelas mulheres convidadas, 242 apresentaram todos 0s critérios
para participagdo. Elas foram randomizadas e alocadas nos grupos de
tratamentos.

O tratamento foi realizado por 16 semanas. Neste periodo, foram
realizadas duas visitas clinicas, com coleta dos exames laboratoriais descritos
acima com 8 semanas (V2) e com 16 semanas de tratamento (V3).

Para determinacéo da eficicia e da seguranca das diferentes terapias,
avaliou-se o indice de Kupperman e as dosagens séricas de TG, CT, HDL,
LDL, TSH, Apo-Al, Apo-B, CK, creatinina, glicemia e transaminases nas visitas
V2 e V3.

Todos os parametros antropométricos, a afericdo da pressao arterial e a
medida da circunferéncia abdominal foram realizados em todas as consultas

pelo mesmo examinador.



Tratamento

As medicacoes utilizadas no estudo foram a associacéo estradiol 1 mg
com acetato de noretisterona 0,5 mg (E2/NETA) (Suprelle®, Biolab, Sdo Paulo,
Brasil) e sinvastatina 20 mg (Vaslip®, Biolab, Sdo Paulo, Brasil). Para o
controle, foram utilizados placebos com aparéncia, consisténcia, tamanho,
sabor e odor idénticos as medicacdes ativas. Todas as medicagdes deveriam
ser ingeridas a noite.

As pacientes incluidas foram randomicamente distribuidas para um dos
trés grupos: grupo A — receberam E2/NETA + sinvastatina; grupo B -
receberam E2/NETA + placebo para a sinvastatina; grupo C — receberam

placebo para o E2/NETA + sinvastatina.

Parametros de Eficacia

Para a avaliagdo da eficacia, consideraram-se os valores médios dos
parametros avaliados de cada grupo em cada um dos trés momentos
considerados ao longo do periodo de observagdo proposto. Quanto aos
sintomas climatéricos a eficacia foi definida pela melhora do indice de
Kupperman ao longo dos momentos avaliados.

A eficdcia em relacdo a dislipidemia foi dada pela melhora no perfil
lipidico e lipoprotéico, isto é, pela diminuicdo de TG, CT e LDL-C ou aumento

de HDL-C na visita final em relacéo a basal.



Finalmente, para os marcadores de risco -cardiovasculares, foi
considerado como resposta efetiva 0 aumento da Apo-Al, diminuicdo da Apo-B
e aumento da relacdo Apo-B/Apo-Al quando comparadas as medidas da visita
basal com a final.

As amostras sanguineas foram obtidas com as pacientes em jejum de
doze horas, tendo as dosagens sido realizadas por analisador bioquimico e
turbidimétrico (Biosystems Al5, Biosystems, Barcelona, Espanha). Para a
medicdo do CT, TG e HDL-C foi utillizado o método de -calorimetria
(Biosystems, Barcelona, Espanha). O valor de VLDL foi obtido pela divisdo do
valor de triglicérides por cinco, do LDL-C foi obtido pela subtracdo de HDL-C e
VLDL-C do valor de CT e o colesterol ndo-HDL através da subtracdo do HDL-C
do CT. O método de turbidimetria foi também utilizado para a quantificacdo de

Apo-Al e Apo-B (Ebram Produtos Laboratoriais, Sdo Paulo, Brasil).

Randomizacao

A distribuicdo aleatéria das mulheres nos diferentes grupos foi feita
utilizando-se lista pré-estabelecida de randomizacdo. Essa lista originou-se de
uma raiz numeérica escolhida aleatoriamente em tdbuas de estatistica e
matematica disponiveis na literatura. *° Distribuidos os pacientes nos trés
grupos, a ordem de dispensacédo randomizada dos medicamentos foi testada,

também ao nivel de 5%, pelo teste de Wald-Wolfowitz.



Calculo do Tamanho Amostral

Nos estudos em que os efeitos da associacdo de medicamentos
utilizados ndo séo suficientemente conhecidos na literatura e na auséncia de
estudo piloto, recomenda-se utilizar um effect size de 0,30. *® Estimando as
ocorréncias de variagdo da amostra (drop-outs) e a divisdo em trés grupos, o
risco de algum deles (ou todos) ficarem com n inferior a 30 mostrou ser grande.
Por isso, o effect size foi fixado em 0,20.

Dessa forma, para um effect size presumido de 0,20, planejou-se uma
amostra inicial de 240 pacientes, randomizados em blocos, em trés grupos de
80. Com isto, buscou-se um poder da amostra superior a 80%, ao nivel de

significancia de 5%.

Anéalise Estatistica

Para a analise dos dados basais, foram consideradas todas as pacientes
randomizadas. J& para avaliacdo da eficacia, foram consideradas aquelas que
utilizaram a medicagéo de forma correta em pelo menos 80% das vezes.

Para avaliar a comparabilidade dos grupos de tratamento, das
caracteristicas demogréficas, dos dados basais antropométricos e dos exames
laboratoriais da populacdo, utilizou-se analise de variancia (ANOVA). O indice
de Kupperman foi avaliado pelo teste de qui-quadrado.

A andlise da eficacia do tratamento foi realizada por meio de ANOVA,

tendo sido empregado o procedimento de Tukey para comparacéo dos valores



iniciais e finais de cada grupo, nos casos em que ANOVA indicou diferenca
entre 0S grupos.

Adotou-se nivel de significancia de 5% para todas as comparacdes.

RESULTADOS

Os trés grupos de tratamento apresentaram caracteristicas clinicas e
laboratoriais semelhantes. Nenhuma das médias das varidveis analisadas na
visita basal mostrou-se com diferenca estatistica significante (Tabela 1).

A média do IMC encontrada foi de 28 kg/m? nos trés grupos. Ja a média
da circunferéncia abdominal foi de 98,2cm no grupo A, 97,2cm no grupo B e
96,6cm no C.

Nas varidveis laboratoriais, a média basal do CT apresentou variacdo
minima entre os grupos com niveis de 233mg/dl no grupo A e 234mg/dl nos
grupos B e C. Da mesma forma a média do LDL-C foi proxima nos trés grupos
sendo 152 mg/dl no grupo A e 151 nos demais grupos. A média do HDL-C foi
superior a 50 mg/dl nos trés grupos, com 55,6mg/dl no grupo A, 51,5mg/dl no B
e 55mg/dl no C. J4 a relacdo Apo-B/Apo-Al variou de 0,82, no grupo B, a 0,89,
no C.

Na avaliacdo dos parametros laboratoriais entre as visitas basal e final,
observou-se uma diminuicdo do CT de 23% e 21% nos grupos A (n=66) e C

(n=67) respectivamente. Esta evolucdo foi estatisticamente significante com



p<0,001 (Tabela 2). O mesmo ocorreu com o0 LDL-C e com o colesterol ndo-
HDL, que diminuiram respectivamente em 31% e 30% no grupo A e 32% e
28% no grupo C, p<0,001 em ambos (Tabela2). O grupo de tratamento B
(n=54) ndo apresentou variacdo estatisticamente significante em nenhum
destes parametros entre a visita basal e a final.

Quanto a Apo-Al, apenas o grupo A apresentou diferenca estatistica
dos valores basais em relacédo aos finais. Neste grupo, ocorreu diminuicao de
13,9 mg/dl da média desta lipoproteina, correspondendo a reducéo de 8,9% em
relacdo ao basal, com p=0,0055.

Conforme o grafico 1, os marcadores cardiovasculares Apo-B e a
relacdo Apo-B/Apo-Al apresentaram melhora estatisticamente significativa
entre a basal e a final no grupo A (reducdo de 33,9% e de 27,7%,
respectivamente, p<0,0001) e C (reducdo de 29,2% e de 37,0%,
respectivamente, p<0,005). Nenhum grupo apresentou variagao nos valores de
TG e HDL-C (Tabela 2).

Na tabela 3, observa-se que os tratamentos dos grupos A e C foram
mais eficazes, quando comparados ao do grupo B, na diminui¢do dos niveis de
CT (A versus B, p<0,0001 e C versus B, p<0,0001), colesterol ndo-HDL (A
versus B, p<0,0001 e C versus B, p<0,0001), LDL-C (A versus B, p<0,0001 e C
versus B, p<0,0001), Apo-B (A versus B, p<0,0001 e C versus B, p<0,0001) e
na relacédo ApoB/ApoAl (A versus B, p<0,0001 e C versus B, p=0,0055).

Na comparagdo dos grupos A e C, ao final do tratamento, as variaveis
HDL-C e a Apo-Al apresentaram diferencas estatisticamente significantes, com

p=0,0233 e p=0,0231, respectivamente, conforme mostrado no grafico 1.



No grupo A, apesar de estatisticamente nao significante, a HDL-C sofreu
diminuicdo na média de -2,27 £12,35 mg/dl, correspondendo a variacéo de -
2,5%, enquanto no grupo C ocorreu aumento médio de 2,39 +9,46 mg/dl, ou
acréscimo de 3,9%. Ja com o marcador de risco Apo-Al, ambos os grupos de
tratamento determinaram diminuicdo, mas no grupo A a reducéo media foi de -
13,91 +28,93 mg/dI (variacdo: -8,9%), enquanto no grupo C foi de -1,77 £33,77
mg/dL (variacéo: -1,0%).

Os valores médios de TG nao apresentaram diferenca estatistica na
comparacao dos grupos.

Conforme o gréfico 2 a média do indice de Kupperman apresentou
melhora entre a visita basal e a visita 2 de 70% no grupos A e B versus uma
melhora de 46% no grupo C (p=0,0037). Ja na comparac¢ao entre a visita basal
e final o grupo A apresentou melhora de 84%, o grupo B de 75% e o C de 60%

(p=0,0042)



DISCUSSAO

A TRH ja foi considerada uma alternativa para o tratamento de
hipercolesterolemia em mulheres menopausadas. **° Da mesma maneira, o
uso conjunto de sinvastatina e TRH ja foi avaliado com resultados convincentes
na melhora do perfil lipidico e lipoprotéico. ***/

Ocorre que, em todos os estudos prévios, ndo foi utilizado TRH de baixa
dose e nado se avaliou o comportamento de marcadores de risco
cardiovascular. Assim, de maneira inédita, este estudo objetivou observar o
provavel beneficio da associacdo de TRH de baixa dose a sinvastatina para o
tratamento de sintomas climatéricos, para a melhora do perfil lipidico e
lipoprotéico e o efeito sobre os marcadores de risco cardiovascular de
mulheres menopausadas e com dislipidemia.

Vale ressaltar que a populacdo avaliada, além da alteracdo do perfil
lipidico e lipoprotéico, apresentou, em todos os grupos, IMC superior a 25
mg/kg? e circunferéncia abdominal acima de 88 cm na visita basal. Ou seja,
uma populagédo com fatores clinicos de riscos cardiovasculares aumentados. A
semelhanca entre 0os grupos ndo permitiu avaliar a influéncia dessas variaveis
nos resultados finais.

A terapia de reposicdo hormonal oral possui efeitos benéficos no perfil
lipidico e lipoprotéico de suas usudrias. A sua utilizacdo acarreta uma
diminuicdo nos niveis de colesterol total e LDL-C e um aumento no HDL-C.
Essas alteracbes costumam ser acompanhadas de aumento do triglicerideo.
Estudo prospectivo, avaliando o comportamento lipidico de mulheres utilizando

a mesma dose e tipo de terapia hormonal, mostrou diminuicdo de 10,6% e



11,3% do CT e LDL-C, respectivamente. *® O préprio estudo Women’s Health
Initiative (WHI), que nao endossou a TRH para prevencdo da doenca
cardiovascular, mostrou diminuicdo de 12,7% nos niveis séricos de LDL-C nas
usudarias desta terapia. °

O grupo utilizando TRH sem associagcdo com sinvastatina apresentou
diminuicdo percentual entre as visitas basal e final dos niveis de colesterol total
e LDL-C proximos de 5% e 6%, respectivamente. Ja a variacdo da HDL-C entre
as visitas foi de 4%. Ocorre que nenhum destes resultados alcangou
significancia estatistica.

A melhora pouco significativa dos niveis lipidicos e lipoprotéicos das
usuarias de TRH isolada pode ser explicada pelo tipo de progestagénio e pela
dose de estradiol utilizados. A utilizacdo da baixa dosagem, buscando a
diminuicdo dos efeitos colaterais, acarreta numa diminuicdo da eficacia do
estrogénio sobre os lipideos. *®'° J4 a norestisterona, por seu perfil
androgénico, pode diminuir o potencial de acdo do estrogénio. *’

Por outro lado, quando se associou sinvastatina a TRH, observaram-se
melhorias estatisticamente significantes nos niveis séricos de CT, LDL-C,
colesterol nao-HDL, Apo-B e da relacdo Apo-B/Apo-Al ao final das 16
semanas de tratamento. Este comportamento também ocorreu, como
esperado, no uso isolado da sinvastatina.

O Estudo 4S foi o pioneiro na avaliacdo da sinvastatina na dose de 20
mg para a prevencdo secundaria de doencas cardiovasculares. Ele mostrou
diminuicdo de 42% nas mortes por eventos cardiovasculares comparados com
o grupo placebo.” Observando a equivaléncia estatisticamente significante dos

resultados dos grupos medicados com sinvastatina isolada e em associacao



com TRH, no presente estudo, revela-se o potencial de beneficios da
associacdo na possivel prevencdo de doenca cardiovascular em mulheres com
sintomas climatéricos.

O aumento do nivel sérico do LDL-C é fator de risco para doenca
cardiovascular. Com base em estudos observacionais, a diminuicdo de 1% da
LDL-C implica em reducado de 2% de risco de doenca cardiovascular. ?° Neste
estudo, as usuarias de TRH e sinvastatina obtiveram reducéo deste lipideo
superior a 30%.

Apesar de pequena e ndo significante, houve elevacdo do HDL-C na
comparagcdo dos valores basais e finais no grupo de uso isolado da
sinvastatina. Ja no grupo que associou as medicacoes, este lipideo decresceu.
Este comportamento provavelmente corroborou para a diferenga
estatisticamente significante na comparacao final entre os dois grupos em
relacdo ao comportamento do HDL-C.

Vale ressaltar que, em nenhum momento do estudo e em nenhum
grupo, a média da HDL ficou inferior a 50mg/dl, valor considerado de risco para
doenca cardiovascular. %

A Apo-Al, importante componente do HDL-C, por sua vez, decresceu
em todos os grupos de tratamento quando avaliados os valores basais e finais.
Contudo, esta reducéo foi significante apenas no grupo que associou ambas as
medica¢gbes. Da mesma forma que em relacdo ao HDL-C, este decréscimo
significou uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos usuarios
de sinvastatina.

Estudos demonstram que o indice representado pela relacdo Apo-

B/Apo-Al € um bom preditor de risco para infarto do miocardio e de doenca



cardiovascular, sendo superior a dosagem isolada de triglicérides, HDL ou a
qualquer indice utilizando colesterol e suas fracdes. 2%

Além deste indice, a medida isolada da Apo-B também demonstra
importante relagdo com o aumento do risco de doenca cardiovascular. 2*?°
Tanto nas usuarias de sinvastatina isolada como nas de sinvastatina associada
a TRH, estes dois indicadores apresentaram reducdo estatisticamente
significante.

Apesar de ndo alcancar significancia estatistica, a melhora da relacéo
Apo-B/Apo-Al no grupo TRH + sinvastatina foi menor do que no grupo
utilizando apenas sinvastatina. A explicacao estaria na maior reducdo de Apo-
Al no grupo de terapéutica associada. Embora sem significancia na
comparacao entre 0s grupos, esse achado alerta para a possibilidade da TRH
utilizada neste estudo reduzir o efeito benéfico da sinvastatina na relagédo Apo-
B/Apo-Al.

Uma explicagdo para esse comportamento relaciona-se a administragédo
do progestagénio noretisterona. Como ja mencionado, estudos com bom nivel
de evidéncia demonstram que a sua associa¢ao ao estrogénio pode diminuir ou
anular o efeito deste horménio principalmente na fracdo HDL do colesterol. "%
Isto se deve ao seu perfil androgénico e parece ter relacdo direta com a dose
utilizada. O presente estudo ndo contribui para esclarecer se o efeito € do
progestagénio ou nao, haja vista nao ter havido grupo tratado com TRH sem
progestagénio, tampouco com progestagénios diferentes.

A associacdo de TRH e sinvastatina ndo apresentou diferenca estatistica

da TRH sem sinvastatina associada na melhoria dos sintomas climatéricos.



Assim, pode-se supor que a sinvastatina ndo diminui os efeitos da TRH nestes
sintomas.

A diminuicdo do indice de Kupperman no grupo de uso isolado da
sinvastatina provavelmente deve-se ao efeito placebo. Metanalise com 24
ensaios clinicos realizada pela Cochrane Library, em 2004, identificou que
mulheres que utilizaram placebo apresentaram reducéo superior a 50% do
numero de fogachos. 2* Nenhum estudo na literatura demonstra beneficio real
das estatinas em relacdo a qualquer sintoma climatérico.

Neste ensaio, avaliou-se apenas um esquema de terapia reposicao
hormonal com uma Unica composicdo e através de uma Unica via de
administracdo. Interessa saber, por exemplo, o efeito da associacdo da
sinvastatina com outros esquemas e vias de administracdo da TRH, bem como,
contendo outros progestagénios, com perfis metabdlicos diferentes da
noretisterona.

O risco cardiovascular tem relacdo com condi¢des clinicas, como o IMC,
circunferéncia abdominal, tabagismo, sedentarismo e tipo de dieta. Nenhuma
destas variaveis foi controlada durante o estudo. Todavia, no basal, 0s grupos
eram similares quanto as variaveis confundidoras mencionadas. Outra
limitagdo deste estudo é que ndo se avaliou a ocorréncia de eventos
cardiovasculares e sim marcadores intermediarios de risco.

Por fim, cabe lembrar que uma das finalidades do tratamento hormonal
em mulheres com sindrome climatérica é a melhoria da qualidade de vida, o
que néo foi objetivo deste estudo. Portanto, este ensaio ndo permite responder
se a associacdo TRH com sinvastatina teria 0 mesmo impacto na qualidade de

vida do que o uso da TRH isolada.



CONCLUSAO

Em mulheres na pdés-menopausa com dislipidemia, a associacdo de
E2/NETA em baixa dose com sinvastatina aliviou os sintomas climatéricos de
forma semelhante a observada com a E2/NETA isolada e melhorou o perfil
lipidico e lipoprotéico de modo semelhante ao uso isolado da sinvastatina. O
uso de E2/NETA sem sinvastatina diminuiu os sintomas climatéricos, mas nao

melhorou a dislipidemia.
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Figura 1: Diagrama da Triagem e Randomizacdo do Estudo.



Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais basais dos trés grupos de tratamento.

GRUPOS
A (n=80) B (n=80) C (n=82)

Variavel MEDIA +d.p MEDIA +d.p MEDIA £ d.p valor p
ldade 55 45 55 45 56 +5 0.5829
(anos)

Peso (kg) 67,2 +10,6 68.1+10.6 66,7104  0,4647

Altura (cm) 154 +7 156 +7 154 +6 0.2699
IMC
, 28,2 +3.6 28.0 43,5 28.0 +4.0 0.7244
(kg/m®)
Cintura
abdominal 98,2 9.5 97,2 49,5 96,6 +9.8 0.3226
(cm)
TG (mg/dl)  140,1 53,4 152 +77.5 138,04583  0,3284
CT(mg/dl)  233,2 429 23404312 23464237 09528
HDL-C 55.6 +17.2 51,5+11.8 5504136  0,1525
(mg/dl)
Colesterol

nd0-HDL  177.6+33.6 18254333 17954281  0.6174

(mg/dL)

LDL-C 152 +27.0 15154307 15184277 0,983

(mg/dl)

Apo-Al

(mg/dl)  156,6 +32,8  157,2+37,0  152,6+348  0,6559
Apo-B

(mg/dl) 12504271  1255+32,2 11974236  0,3392

Apo-B/ 3934023 0.82 0,24 0894081  0,6192

Apo-Al

d.p — desvio padréo.

Andlise de variancia (ANOVA). Nivel de significancia p < 0,05.



Tabela 2 — Comportamento do perfil lipidico e lipoprotéico e dos marcadores cardiovasculares

laboratoriais na visita basal e final.

VARIAVEL -
GRUPO Basd Final VALOR p
Média +d.p Média +d.p
A 13895 #5210 11805 #87,00  0,0965
mody B 160,80 82,79 14249 #7360  0,2271
C 13871 #5869 12631 #5832 02219
o A 23651 #2335 18216 #4531  <0,0001
oLy B 23336 8470 22161 3872 0,0096
C 23634 #2288 187,89 #3257  <0,0001
e A 5435  +13,86 52,88  +1453  0,5546
moi) B 5207 #1088 54,03 #1279  0,3933
C 5453 #1259 56,66 #1310  0,3384
Colesterol A 18216 24,64 12893 42,80  <0,0001
ndo-HDL B 181,29 36,48 167,81 42,96  0,0828
(mg/dL)  C 181,81 #2552 13123 #3509  <0,0001
oL A 15442 2381 107,20 #4072  <0,0001
oy B 149,18 #3153 14048 #3957  0,2113
C 15405 #2373 10594  *34,16 _ <0,0001
Apo-Al A 15653  #33,14 14262 +22,49  0,0055
B 156,41  $36,07 14807 $26,66  0,1750
(mg/dL)  C 15348 36,74 151,97 21,99 07737
Apo-B A 12512 27,31 8273 #2541  <0,0001
B 12441 #3044 11615 $29,56  0,1555
(mg/dL)  C 121,49 24,60 86,04 22,44  <0,0001
A 083 023 060  #023  <0,0001
QES:% B 082 %024 081 %025 08215
C 092 %089 0,58 0,18 0,0026

d.p — desvio padréo.

Analise de variancia (ANOVA). Nivel de significancia p< 0,05.



Tabela 3 — Comparacao das variagbes do perfil lipidico e lipoprotéico e dos marcadores

cardiovasculares entre os grupos de tratamento.

Variagéo dp ANOVA
Variavel Grupo  Media mg/dL AvsBvsC AvsB AvsC BvsC
mg/dL

A 2090  73.86
TG B 11831 61,97  0,7460 08381 04641 05927
(mg/dL)

C 12,85  59.13

A 5435 43,02
CT B 11175 27.84 <00001  <0,0001 0.3873 <0,0001
(mg/dL)

C 4988 32,20

A 227 1235
HDL-C B 0.97 11,08  0,0637 01375 0,0233 0,5368
(mg/dL)

c 239 9,46
Col-nao A '55,18 43,97
HDL B 11659 3586 <00001  <0,0001 05067 <0,0001
(mg/dL) C 5227 32,87

A 4885 4208
LDL-C B 11129 3158 <00001  <0,0001 09136 <0,0001
(mg/dL)

C 4971 3316

A 1391 2803
Apo-Al g 833 2747 00615 02851 0,0231 02267
(mg/dL)

C 177 3327

A 4239 2858
Apo-B B 826 1735 <00001  <0,0001 0.1605 <0,0001
(mg/dL)

C 36,92 25,64

A 2023 021
Apo-B/

B 001 014  0,0032 <0,0001 0,3053 0,0055
Apo-Al

C 035 085

d.p — desvio padréo.

Analise de variancia (ANOVA). Nivel de significAncia p< 0,05.



Grafico 1 - Variacdes final vs.basal de CT, HDL, colesterol ndo-HDL, Apo-B, Apo-Al e relagdo

Apo-B/Apo-Al para cada grupo de tratamento.
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Andlise de variancia (ANOVA). Nivel de significancia p< 0,05.

a — Grupo A versus Grupo B e Grupo B versus Grupo C, p<0,0001 e Grupo A versus Grupo C
nao significante

b — Grupo A versus Grupo C com p=0,0233

¢ — Grupo A versus Grupo C com p=0,0231

d — Grupo B versus Grupo C com p=0,0055



Gréfico 2 - Evolugdo do indice de Kupperman ao longo do estudo nos diferentes grupos. Os
nameros acima de cada ponto correspondem ao valor de P na comparagcdo entre 0s trés

grupos.

*Andlise dos grupos por )(2
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate low-dose hormone therapy (HT) + simvastatin for
vasomotor symptoms and cardiovascular risk markers.

Study design: Symptomatic postmenopausal women (n=242) with dyslipidemia
were randomized to one of three treatment groups: A) 1mg estradiol/0.5mg
norethisterone acetate (E2/NETA) + 20mg simvastatin; B) E2/NETA + placebo;
or C) 20mg simvastatin + placebo. Lipid and lipoprotein profiles and
menopausal symptoms were evaluated after 16 weeks.

Results: Total cholesterol, LDL cholesterol, non-HDL cholesterol and Apo-B
decreased (p<0.0001) in groups A and C, as did Apo-B/Apo-Al (p<0.0001 and
p=0.0026, respectively). Apo-Al decreased only in group A (p=0.0055). HDL
cholesterol and Apo-Al were lower in A than C (p=0.0233 and p=0.0231,
respectively). Relief of menopausal symptoms was better in A and B compared
to C.

Conclusion: HT + simvastatin were effective for the treatment of symptomatic
postmenopausal women and improved the lipid profile similar to simvastatin
alone. It also delivered an improvement in the simultaneous treatment of
menopausal symptoms and dyslipidemia

Keywords: Dyslipidemia, Hormone Replacement Therapy, Lipoproteins,

Simvastatin.



Introduction

Menopause heralds a time of new challenges for women, particularly with
respect to the menopausal symptoms that affect quality of life and the increased
cardiovascular risk. The most prevalent of these symptoms are the hot flushes
that affect more than 60% of menopausal women. At this same time,
cardiovascular diseases (CVD) become the principal culprits responsible for
mortality in women of this age-group. *2

Postmenopausal hormone replacement therapy (HRT) is the most
effective treatment for menopausal symptoms. Based on observational studies,
HRT was indicated for the primary and secondary prevention of CVD and was
long recommended as the treatment of choice for menopausal women. *°
Nevertheless, following interventional studies that showed an increase in

233 physicians

mortality from cardiovascular events in women using HRT,
became more reluctant to prescribe this therapy, despite the methodological
issues involved in these studies.®

On the other hand, statins have been shown to represent a good option
for reducing cardiovascular mortality. Their capacity to combat dyslipidemia,
together with their antiinflammatory and antioxidant effects that stabilize
atheromatous plagues decreasing the likelihood of rupture, appear to be the
principal mechanisms responsible for this beneficial effect. "® Nevertheless, it
Is not yet known whether this drug exerts any effect on menopausal symptoms.

Various studies have shown the positive effect of HRT on the lipid profile.

%12 However, in view of the negative evidence on cardiovascular risk, this



benefit does not support the recommendation of HT for the primary prevention
of CVD.

Therefore, one of the options for maintaining the use of HRT in
symptomatic menopausal women without fear of increasing cardiovascular risk
would be to associate this therapy with a statin. It is believed that the result of
this combination would be positive and would lead to a decrease in the risk of
cardiovascular events such as acute myocardial infarction and cerebrovascular
accidents in postmenopausal women.

Fak et al. evaluated this drug combination and concluded that it was
more effective than simvastatin alone for the treatment of hypercholesterolemia.
1 However, they used high-dose HRT and failed to evaluate cardiovascular
risk markers. To the best of our knowledge, there are no studies in the literature
showing the benefits of low-dose HRT in association with simvastatin on lipid
profile and cardiovascular risk. Therefore, the objective of the present study was
to evaluate the effects of treatment with low-dose postmenopausal hormone

therapy alone or in combination with simvastatin on inflammatory cardiovascular

markers, lipids and lipoproteins in symptomatic postmenopausal women.



Materials and Methods

A prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled study was
conducted in the Instituto de Saude e Bem Estar da Mulher. All the procedures
carried out in the study were previously approved by the institute’s internal
review board. All the participants signed an informed consent form prior to
inclusion in the study.

A total of 964 women were invited to participate in the trial. Inclusion
criteria consisted of: age 45-65 years, amenorrhea for 212 months, Kupperman
Index (KI) =8 points (total possible score: 51), and serum total cholesterol (TC)
levels >200 mg/dl and <320 mg/dl or LDL >130 mg/dl and <190 mg/dl or
triglycerides (TG) between 150 mg/dl and 400 mg/dl.

The exclusion criteria comprised: a) hysterectomized women; b) known
hypersensitivity to simvastatin, estradiol or norethisterone acetate; c) body
mass index (BMI) =35 kg/m? d) cytological and colposcopic evidence of
cervical atypia within the past 12 months; e) transvaginal ultrasonography
performed within the past six months showing endometrial thickness >10 mm; f)
mammography within the previous six months classified as BI-RADS® 0, 4, 5 or
6; g) liver disease or ALT and AST levels above the upper limits of normal; h)
diabetes mellitus or fasting glucose =126 mg/dl; i) personal history of CVD or
thromboembolism; j) previous or current hormone-dependent tumors; and k)
uncontrolled hypothyroidism (TSH >5.0 plU/ml).

As shown in Figure 1, 242 of the women invited to participate in the study
met the admission criteria and attended visit 1 (V1). Baseline KI and serum

levels of TG, TC, HDL, LDL, TSH, apolipoproteins A1 and B (Apo-Al and Apo-



B), creatine kinase (CK), creatinine, glucose and transaminases were
assessed. Next, the women were randomized and allocated to the treatment
groups.

Treatment was conducted over 16 weeks, with the women visiting the
clinic at 8 weeks (V2) and after the 16 weeks of treatment (V3). The laboratory

tests and the KI evaluation were repeated at V2 and V3.

Treatment

Medication used in the study consisted of: 1 mg estradiol/0.5 mg
norethisterone acetate (E2/NETA) (Suprelle®, Biolab Farmacéutica, Séo Paulo,
Brazil) and 20 mg simvastatin (Vaslip®, Biolab Farmacéutica, S&o Paulo,
Brazil). The placebos used were identical to the active drugs in appearance,
consistency, size, taste and smell. Patients were instructed to take all
medication at night.

The patients included in the study were randomly assigned to one of
three treatment groups: Group A: patients received E2/NETA + simvastatin;
Group B: patients received E2/NETA + the simvastatin placebo; and Group C:

patients received the E2/NETA placebo + simvastatin.



Efficacy Parameters

The treatment was considered effective for menopausal symptoms when
there was improvement in symptoms at final visit compared to baseline.

The efficacy of the treatment on dyslipidemia was measured according to
whether an improvement was found in the lipid profile, as shown by a reduction
in TG, TC and LDL or an increase in HDL at the final visit compared to baseline.

The efficacy of the treatment on the cardiovascular risk markers was
determined by an increase in Apo-Al, a reduction in Apo-B or a reduction in
Apo-B/Apo Al ratio when values at the final visit were compared with baseline.

Blood samples were drawn after a 12-hour fast and measurements were
performed by turbidimetry using a biochemical analyzer (A15, Biosystems,
Barcelona, Spain), while TC, TG and HDL were measured by calorimetry
(Biosystems, Barcelona, Spain). LDL levels were obtained by subtracting TG
divided by 5 and HDL from the TC level. Turbidimetry was also used to quantify

Apo-Al and Apo-B (Ebram Produtos Laboratoriais, Sdo Paulo, Brazil).

Randomization

The women were randomized to the different groups according to a
preestablished list that was generated using a numerical root randomly chosen
from statistical and mathematical tables available in the literature. ** After the
patients had been assigned to the three groups, the order of random drug

dispensing was tested, also at a 5% level, using the Wald-Wolfowitz test.



Calculation of sample size

When the effects of the drug association being investigated have not been
sufficiently documented in the literature and when no pilot study has been
conducted, the recommendation is to use an effect size of 0.30. ** Considering
sample variation (drop-outs) and the fact that the total sample would be divided
into three groups, the risk of one (or all) of the groups falling below n=30 was
found to be reasonable; hence, the effect size was reconsidered and defined at
0.20. Therefore, for an intended effect size of 0.20, an initial sample of 240
patients would be required, which would then be block-randomized into three
groups of 80. This sample size was assumed to be sufficient at a power >80%

and significance level of 5%.

Statistical Analysis

The baseline data of all randomized patients were considered in the final
analysis. However, in the evaluation of the efficacy of treatment, only the data
from those women who had used the medication correctly at least 80% of the
time were taken into consideration.

To evaluate comparability between the treatment groups, the
demographic characteristics, baseline anthropometric data and laboratory tests
of the population were compared using analysis of variance (ANOVA). The Ki

was evaluated using the chi-square test.



ANOVA was followed by Tukey’s test to compare the baseline and final
values of each group whenever ANOVA detected a difference between the
groups.

In addition, the frequency of adverse events was evaluated per visit for
each treatment group according to the number and percentage of patients with
any adverse event or by the type of adverse event being evaluated.

A significance level of 5% was adopted throughout the analysis.



Results

No significant differences were found between the three treatment
groups in regard to the baseline clinical and laboratory characteristics of the
patients (Table 1).

In Group B (n=54), no variation occurred in any of the parameters
evaluated, whereas in Groups A (n=66) and C (n=67), TC, LDL and non-HDL
cholesterol levels decreased significantly at the final visit compared to baseline
(p<0.001) (Table 2).

In Group A alone, mean Apo-Al levels decreased 13.9 mg/dl at the final
evaluation, a reduction of 8.9% compared to baseline (p=0.0055). Figure 2
shows a significant improvement in the cardiovascular markers Apo-B and the
Apo-B/Apo-Al ratio at the end of the study in Group A (reductions of 33.9% and
27.7%, respectively; p=0.0001) and in Group C (reductions of 29.2% and
37.0%, respectively; p<0.005). There were no significant changes in TG and
HDL in any of the groups (Table 2).

As shown in Table 3, the treatment regimens used in Groups A and C
were more effective than that used in Group B for reducing levels of TC, non-
HDL cholesterol, LDL, Apo-B (A versus B, p<0.0001 and C versus B, p<0.0001)
and the Apo-B/Apo-Al ratio (A versus B, p<0.0001 and C versus B, p=0.0055).

Comparing Groups A and C at the end of treatment, a statistically
significant difference was found in HDL and Apo-Al (p=0.0233 and p=0.0231,
respectively) (Figure 2). In Group A, there was a mean reduction in HDL of -
2.27 = 12.35 mg/dl, a variation of -2.5%, whereas in Group C a mean increase

of 239 + 9.46 mg/dl was found, an increase of 3.9%. The Apo-Al



cardiovascular risk marker decreased in both treatment groups; however, in
Group A the mean reduction was -13.91 + 28.93 mg/dl (variation of -8.9%)
compared to -1.77 + 33.77 mg/dl (variation of -1.0%) in Group C.

Mean TG levels did not vary significantly between the groups.

A better response in the Kl was found in Groups A and B compared to C.
This improvement was already found at V2 and remained present at the final

visit (Figure 3).



Comment

Combined treatment with simvastatin and HRT has already been
evaluated in other studies and reports on an improvement in lipid profiles have
been convincing. %> Prior to the Women’s Health Initiative (WHI) study, HRT
had come to be considered an alternative or even a first line therapy for the
treatment of hypercholesterolemia in menopausal women. °*°

In view of the good therapeutic response achieved with this association
and the concept of the lowest effective therapeutic dose that was established
following the WHI study, the protocol of this present trial was designed to
evaluate the use of simvastatin with low-dose HRT for the first time.

In addition to having an abnormal lipid profile, all the groups in this
sample population had BMI >25 kg/m? and waist circumference >88 cm at
baseline, constituting a population at an increased risk of CVD. Nevertheless,
since there was no statistically significant difference between the groups at
baseline, these variables did not affect the final results.

In the group of women using hormone therapy alone (B), no significant
changes occurred in any of the laboratory variables evaluated. Nonetheless,
there was a reduction in TC and LDL levels of approximately 5% and 6%,
respectively. This positive effect on lipid profiles is in agreement with reports in
the literature. Samsioe et al. evaluated the lipid profile of women using the
same dose and type of hormone therapy and reported a reduction of 10.6% and
11.3% in TC and LDL, respectively. ** The WHI study, which did not endorse
HRT for the prevention of CVD, showed an improvement of 12.7% in LDL

levels. ©



The variation in HDL and TG in the group of women using HRT alone
was not statistically significant in the present study. This is also in agreement
with data published in the literature from studies in which NETA appeared to
cancel out the effect of oral estrogen in increasing HDL and TG levels. ***" On
the other hand, when simvastatin was associated with HRT, significant
improvements were found in serum levels of TC, LDL, non-HDL cholesterol,
Apo-B and in the Apo-B/Apo-Al ratio after 16 weeks of treatment. As expected,
this also occurred in the group of women using simvastatin alone (C).

Comparison between groups shows that when HRT was associated with
simvastatin, the benefits found with the use of simvastatin alone were
preserved, thereby confirming the potential of this therapeutic combination for
the possible prevention of CVD in women with menopausal symptoms.

The Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S) was the first to
evaluate the use of 20 mg of simvastatin for the secondary prevention of CVD.
The results of this study showed a reduction of 42% in deaths from
cardiovascular events compared to the placebo group.  Considering that in the
present study, the association of HRT with simvastatin resulted in similar effects
to those found with the use of simvastatin alone, it is reasonable to conclude
that this combination would also have a cardioprotective effect.

Increased LDL levels represent a risk factor for CVD. Based on
observational studies, a 1% reduction in LDL levels implies a 2% reduction in
the risk of CVD. *® In the present study, the users of HRT and simvastatin had
a reduction of over 30% in this lipid.

Levels of Apo-Al, an important component of HDL, decreased in all the

treatment groups at the end of the study compared to baseline. Nevertheless,



this reduction was significant only in the group using the combination of the two
medications (A). Compared with the slight variation that occurred in the group of
women using simvastatin alone, this decrease was found to be statistically
significant. However, mean HDL levels failed to fall below 50 mg/dl, the value
considered representative of a risk of CVD, at any point in the study and in any
of the groups evaluated. %%

Recent studies have shown that the Apo-B/Apo-Al ratio is a good
predictor of risk of myocardial infarction and CVD, constituting a better indicator
than the measurement of triglycerides and HDL alone. ?># In addition to this
index, Apo-B levels alone have also been shown to be significantly associated
with an increased risk of CVD. %% A statistically significant reduction was
found in these two indicators, both in the users of simvastatin alone and in the
group of women using HRT + simvastatin .

A significant negative effect on final Apo-Al and HDL levels was found in
the group using HRT + simvastatin compared to the group using simvastatin
alone. However, despite this negative effect, the Apo-B/Apo-Al ratio appeared
to improve in the HRT + simvastatin group (A), albeit to a lesser extent than in
the group using simvastatin alone. This may be explained by the greater
reduction in Apo-Al in the combined therapy group (A). Although the difference
between Groups A and C was not statistically significant, this finding serves as
an alert to the possibility that HT may lead to a slight decrease in the beneficial
effect of simvastatin on the Apo-B/Apo-Al ratio.

The explanation for this finding is complex. It may be related to use of
NETA. As previously mentioned, studies with a high level of evidence have

shown that the combination of NETA with estrogen may reduce or cancel the



effect of this hormone, particularly on the HDL fraction of cholesterol. *>2* This
is a consequence of the drug’s androgenic profile and appears to be directly
related to the dose used. The present study failed to contribute towards
clarifying whether the effect derives from the progestogen or not, since there
was no group treated with HRT that did not contain this progestogen or that
included different progestogens.

There was no statistically significant difference between the association
of HRT and simvastatin and HRT without concomitant use of simvastatin with
regard to the improvement of menopausal symptoms. Therefore, it is
reasonable to presume that simvastatin did not reduce the effects of HRT on
these symptoms.

The reduction in the Kl in the group using simvastatin alone (C) may be a
result of the placebo effect. A metaanalysis conducted by the Cochrane Library
in 2004 involving 24 clinical trials found that women using placebo had a
reduction of over 50% in the number of hot flashes. % No study in the literature
has shown the actual benefit of statins in treating any of the symptoms of the
menopause.

Finally, the present study was limited to evaluating HRT that consisted of
one single compound given by one single route of administration. There is a
need to evaluate the effect of the association of simvastatin with other HRT
regimens and using other routes of administration, including the use of other
progestogens with metabolic profiles that differ from that of norethisterone.

Cardiovascular risk is related to clinical conditions such as BMI, waist
circumference, smoking, a sedentary lifestyle and type of diet. The present

study failed to control for any of these variables; however, the groups were



similar at baseline with respect to all possible confounding variables. Another
limitation is the fact that intermediary risk markers rather than the occurrence of
cardiovascular events were evaluated.

One of the goals of hormone treatment in women with menopausal
symptoms is to improve their quality of life and this was not one of the
objectives of this study; therefore, the present results fail to provide any answer
regarding whether the association of HRT and simvastatin has the same effect
on quality of life as the use of HRT alone.

In conclusion, the use of hormone therapy with low-dose estradiol and
NETA associated with simvastatin was shown to be effective for the treatment
of menopausal symptoms and dyslipidemia in postmenopausal patients
presenting with these two conditions simultaneously. The association resulted
in a therapeutic response similar to that achieved with the use of HRT and
simvastatin alone for the treatment of menopausal symptoms and dyslipidemia,

respectively.
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FIGURES

Figure 1: Flowchart of patients in the study.
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Figure 2: Final versus baseline variations in TC, HDL-C, non-HDL cholesterol, Apo-B, Apo-Al

and Apo-B/Apo-Al ratio for each treatment group.
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Figure 3: Evaluation of the KI throughout the study in the different groups. The numbers at

each point correspond to the p-value for the comparison between the three groups.
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Table 1. Baseline clinical and laboratory characteristics of the three treatment groups.

Groups
A (n=80) B (n=80) C (n=82)
Variable Mean + SD Mean+SD Mean+SD p-value
Age (years) 5515 55 15 56 5 0.5829
Weight (kg) 67.2+10.6  68.1+10.6 66.7+10.4 0.4647
Height (cm) 154 +7 156 + 7 154+ 6 0.2699
BMI (kg/m?) 28.2+3.6 28.0+3.5 28.0+4.0 0.7244
Waist circumference (cm) 98.2 + 9.5 97.2+95 96.6 +9.8 0.3226
TG (mg/dl) 140.1+534 1521775 138.9+58.3 0.3284
TC (mg/dl) 233.2+ 29 234.0+31.2 234.6+23.7 0.9528
HDL-C (mg/dl) 55.6 + 17.2 51.5+11.8 55.0+13.6 0.1525
Non-HDL cholesterol 75 5, 336  1825+333 1795+281 0.6174
(mg/dL)
LDL-C (mg/dl) 152 + 27.0 151.5+30.7 151.8+27.7 0.983
Apo-Al (mg/dl) 156.6 +32.8 157.2+37.0 152.6 +34.8 0.6559
Apo-B (mg/dl) 125.0+27.1 1255+32.2 119.7+23.6 0.3392
Apo-B/ Apo-Al 0.83+0.23 0.82+0.24 0.89+0.81 0.6192




Table 2: Lipid profile and laboratory cardiovascular risk markers at baseline and final visit.

Variable

®
Sk
o
c

Baseline

Final

Mean

+ SD

Mean

+ SD

p-value

TG (mg/dl)

138.95
160.80
138.71

+52.10
+82.79
+ 58.69

118.05
142.49
126.31

+87.00
+ 73.60
+ 58.32

0.0965
0.2271
0.2219

TC (mg/dl)

236.51
233.36
236.34

+23.35
+34.70
+ 22.88

182.16
221.61
187.89

+45.31
+38.72
+32.57

<0.0001
0.0996
<0.0001

HDL-C (mg/dl)

54.35
52.07
54.53

+ 13.86
+10.88
+12.59

52.88
54.03
56.66

+ 14.53
+12.79
+13.10

0.5546
0.3933
0.3384

Non-HDL
cholesterol
(mg/dl)

182.16
181.29
181.81

+ 24.64
+ 36.48
+ 25.52

128.93
167.81
131.23

+42.80
+42.96
+ 35.09

<0.0001
0.0828
<0.0001

LDL- C(mg/dl)

154.42
149.18
154.05

+23.81
+ 31.53
+23.73

107.20
140.48
105.94

+40.72
+ 39.57
+34.16

<0.0001
0.2113
<0.0001

Apo-Al (mg/dl)

156.53
156.41
153.48

+33.14
+ 36.07
+ 36.74

142.62
148.07
151.97

+22.49
+ 26.66
+21.99

0.0055
0.1750
0.7737

Apo-B (mg/dl)

125.12
124.41
121.49

+27.31
+ 30.44
+ 24.60

82.73
116.15
86.04

+ 2541
+ 29.56
+22.44

<0.0001
0.1555
<0.0001

Apo-B/ Apo-Al

O >0 @W2>TO>IO >0 @O0 >0

0.83

0.82
0.92

+0.23

+0.24
+ 0.89

0.60

0.81
0.58

+0.23

+0.25
+0.18

<0.0001

0.8215
0.0026




Table 3: Comparison of the variations in lipid profiles and cardiovascular risk markers between

the groups.
Mean ANOVA
Variable Group Variation SD
mg/dL Avs BysC AvsB AvsC BvsC
mg/dL
A 220.90 73.86
TG B -18.31 61.97 0.7460 0.8381 0.4641 0.5927
(mg/dl)
C -12.85 59.13
A .54.35 43.92
TC B 11.75 27.84 <0.0001  <0.00010.3873 <0.0001
(mg/dl)
C -49.88 32.20
A 2.27 12.35
HDL B 0.97 11.08 0.0637 0.1375 0.0233 0.5368
(mg/dl)
C 2.39 0.46
Non-HDL A .55.18 43.97
cholesterol B -16.59 35.86 <0.0001 <0.00010.5067 <0.0001
(mg/al) C .52.27 32.87
A -48.85 42.98
LDL B -11.29 31.58 <0.0001  <0.00010.9136 <0.0001
(mg/dl)
C -49.71 33.16
A 13.01 28.93
Apo-Al ]
P B 8.33 2147 .0615 0.2851 0.0231 0.2267
(mg/dl)
C 1.77 33.27
A ~42.39 28.58
Apo-B
(p 0 B -8.26 17.35  <0.0001 <0.00010.1605 <0.0001
m
J C -36.92 25.64
A 20.23 0.21
QEO'B/ Apo-g -0.01 0.14  0.0032 <0.00010.3053 0.0055
C -0.35 0.85




4. CONCLUSOES

Em mulheres pds-menopausicas e com dislipidemia, a_associacdo de

E2/NETA com sinvastatina mostrou:

e Alivio dos sintomas climatéricos semelhante a observada com a terapéutica

estroprogestativa isolada.

bY

e Melhora do perfil lipidico e lipoprotéico semelhante a observada com a

terapéutica empregando a sinvastatina isoladamente.
e Melhora no tratamento simultdneo dos sintomas climatéricos e da
dislipidemia.

A Terapia de Reposicdo Hormonal estroprogestativa sem a sinvastatina
mostrou reducdo dos sintomas climatéricos, mas ndo apresentou melhora do

perfil lipidico e lipoprotéico.
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6. ANEXOS

A — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA









B - LISTA DE RANDOMIZACAO

Identificacéo:
709820 Vaslip
709824 Placebo de Vaslip
709807 Suprelle
709826 Placebo de Suprelle
Lista de Randomizacéao (1/2)
1 | 709820 /709807 41 | 709820/ 709807 81 | 709820/ 709807
2 709820 / 709826 42 | 709820 /709807 82 | 709820/ 709807
3 709820 / 709826 43 | 709820/ 709826 83 | 709820 /709826
4 709820 / 709826 44 | 709824 [ 709807 84 | 709820 /709826
5 709824 / 709807 45 | 709820 /709807 85 | 709824 /709807
6 709820 / 709826 46 | 709820 /709807 86 | 709820/ 709807
7 709824 / 709807 47 | 709820/ 709826 87 | 709824 /709807
8 709820 / 709807 48 | 709820 /709826 88 | 709824 /709807
9 709824 / 709807 49 | 709820 /709807 89 | 709820/ 709826
10 | 709820 /709826 50 | 709820 /709826 90 | 709820/ 709807
11 | 709824 /709807 51 | 709824 /709807 91 | 709824 /709807
12 | 709820/ 709807 52 | 709820/ 709807 92 | 709824 /709807
13 | 709824 /709807 53 | 709820 /709826 93 | 709820/ 709807
14 | 709820 /709807 54 | 709824 /709807 94 | 709820 /709826
15 | 709820 /709826 55 | 709820/ 709807 95 | 709820/ 709807
16 | 709824 / 709807 56 | 709820 /709807 96 | 709820 /709807




17 | 709820 /709807 57 | 709824 /709807 97 | 709820/ 709807
18 | 709820 /709826 58 | 709820 /709807 98 | 709824 /709807
19 | 709820/ 709807 59 | 709824 /709807 99 | 709820/ 709826
20 | 709820/ 709807 60 | 709824 /709807 100| 709824 /709807
21 | 709824 /709807 61 | 709820/ 709807 101| 709824 /709807
22 | 709820/ 709826 62 | 709820/ 709826 102| 709820/ 709807
23 | 709820/ 709807 63 | 709820/ 709826 103| 709820/ 709826
24 | 709820 /709826 64 | 709824 /709807 104| 709824 /709807
25 | 709820 /709826 65 | 709820 /709826 105| 709820 /709826
26 | 709820 /709807 66 | 709824 /709807 106| 709820 /709826
27 | 709820 /709807 67 | 709820/ 709807 107| 709820 /709807
28 | 709824 /709807 68 | 709824 /709807 108| 709820 /709826
29 | 709820 /709807 69 | 709824 /709807 109| 709820 /709807
30 | 709820/ 709826 70 | 709820/ 709807 110| 709820 /709807
31 | 709824 /709807 71| 709820 /709807 111| 709824 /709807
32 | 709824 /709807 72 | 709820 /709826 112| 709824 /709807
33 | 709824 /709807 73 | 709824 /709807 113| 709820 /709826
34 | 709820/ 709826 74 | 709820 /709826 114| 709824 /709807
35 | 709824 /709807 75 | 709820 /709807 115| 709820 /709807
36 | 709820/ 709826 76 | 709820 /709826 116| 709820 /709826
37 | 709824 /709807 77 | 709824 /709807 117| 709820/ 709807
38 | 709824 /709807 78 | 709820 /709807 118| 709820 /709826
39 | 709820/ 709826 79 | 709820 /709826 119| 709820 /709807
40 | 709824 /709807 80 | 709824 /709807 120| 709824 /709807




Lista de Randomizacéao (2/2)

121 | 709824 /709807 161| 709820 /709826 201| 709820/ 709826

122 | 709824 / 709807 162| 709820 /709826 202 | 709820/ 709807

123| 709820 /709807 163| 709820 /709826 203 | 709824 /709807

124 709820 /709807 164 | 709820 /709826 204 | 709820/ 709807

125| 709820 /709807 165| 709820 /709826 205| 709820/ 709826

126| 709824 /709807 166| 709820/ 709807 206| 709820/ 709826

127| 709820/ 709826 167| 709824 /709807 207 | 709824 /709807

128 | 709820/ 709826 168| 709824 /709807 | 208 709820 /709826

129| 709824 / 709807 169| 709820/ 709807 | |209| 709820 /709826

130| 709820/ 709826 170| 709820/709826 | |210| 709824 /709807

131| 709820/ 709807 171| 709824 /709807 211| 709824 /709807

132| 709820/ 709826 172| 709820 /709807 212 | 709820/ 709807

133| 709820/ 709826 173| 709820 /709807 213| 709820/ 709826

134| 709820 /709826 174| 709820 /709807 214 | 709820 /709826

135| 709820/ 709807 175| 709824 /709807 215| 709820 /709826

136| 709820 /709807 176| 709824 /709807 216| 709820 /709826

137| 709824 / 709807 177| 709824 /709807 217| 709820 /709807

138| 709820 /709826 178| 709820 /709826 218| 709820/ 709826

139| 709820/ 709807 179| 709820 /709826 219| 709824 /709807

140| 709820/ 709807 180| 709824 /709807 220| 709820 /709826

141 | 709820/ 709807 181| 709820 /709807 221| 709824 /709807

142| 709820 /709826 182| 709820 /709807 222 | 709824 /709807




143| 709820/ 709826 183| 709824 /709807 223| 709820 /709807
144 | 709824 / 709807 184| 709820 /709807 224 | 709820/ 709826
145| 709824 / 709807 185| 709820 /709826 225| 709820/ 709826
146| 709820/ 709826 186| 709824 /709807 226| 709824 /709807
147 | 709820 /709807 187 | 709820/ 709807 227| 709820/ 709807
148 | 709820 /709826 188| 709824 / 709807 228 | 709820/ 709807
149 709820 /709826 189| 709820 /709826 229 | 709820/ 709807
150| 709824 /709807 190| 709820/ 709807 230| 709820/ 709826
151| 709824 / 709807 191| 709824 /709807 231| 709820/ 709826
152| 709820 /709826 192| 709820 /709826 232 | 709820/ 709826
153| 709820/ 709807 193| 709820/ 709807 233| 709824 /709807
154 | 709824 / 709807 194| 709820 /709807 234 | 709824 /709807
155| 709820/ 709807 195| 709824 /709807 235| 709820/ 709807
156 | 709820/ 709807 196| 709824 /709807 236| 709820/ 709826
157 | 709824 / 709807 197| 709820 /709807 237| 709820/ 709807
158 | 709824 / 709807 198| 709824 /709807 238| 709824 /709807
159| 709824 / 709807 199| 709820 /709807 239| 709820 /709807
160| 709820 /709826 200| 709824 /709807 240| 709820 /709826

OBS: A partir da paciente 241, a sequéncia de randomizacédo retorna ao nimero 1 desta lista.
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