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Titulo: Associacédo entre 0 uso de contraceptivo oral e a geracéo de trombina: evidéncia do

Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil).

Resumo: Objetivo: Investigar a associagdo entre o uso (atual e passado) de contraceptivos
orais (COs) e a geracdo de trombina. Metodologia: Estudo transversal, realizado com
mulheres, em idade fértil, do Estudo Longitudinal de Saide do Adulto (ELSA-Brasil) do
Estado de Minas Gerais (N=641). As participantes foram categorizadas quanto ao uso de
COs em ndo usuarias, ex-usuarias e usuarias atuais. Utilizou-se a técnica de geracao de
trombina (TGT) para avaliacdo da coagulagdo sanguinea das participantes. Os parametros
avaliados foram: lag time, time to peak, peak e potencial de trombina enddgena (ETP). A
resisténcia adquirida a proteina C ativada (PCa) foi determinada através da relacao
normalizada de sensibilidade a proteina C ativada (nAPCsr). O p-valor de 0,05 foi
considerado significativo. Resultados: Observamos um valor menor de lag time e time to
peak e um valor maior de peak, ETP e nAPCsr nas usuarias atuais em relacdo as nao
usuarias e ex-usudrias de COs. Esses achados ocorreram nas condi¢cdes da TGT que
avaliam as vias intrinseca e extrinseca da coagulagdo. Ndo houve diferenca em nenhum dos
parametros da TGT entre ex-usuérias e ndo usuérias de COs. Conclusdo: O uso atual de
COs mostrou-se associado a uma maior geracdo de trombina e nAPCsr. Tais resultados
sugerem o potencial da técnica em refletir estados de hipercoagulabilidade, tendo em vista
que os testes de coagulacdo sanguinea disponiveis na clinica avaliam a coagulacéo apenas
de forma superficial. Outros estudos ja demonstraram que a interrupcdo do uso de COs
parece anular o efeito protrombotico e nossos resultados demonstraram que ex-usudrias de
COs apresentaram geracdo de trombina e nAPCsr semelhantes a ndo usuérias. Diante
disso, é possivel perceber o potencial da TGT em refletir estados de hipercoagulabilidade,
0 que pode contribuir para o rastreamento precoce de doengas cardiovasculares e

trombofilias hereditarias ou adquiridas em mulheres que desejem usar COs.



Palavras chaves: contraceptivos orais, geracdo de trombina, proteina C ativada, doencas

tromboembodlicas.

1. Introdugéo

Aproximadamente 100 milhGes de mulheres em todo o mundo utilizam contraceptivos
orais (COs) [11]. Estudos tém mostrado aumento do risco de desenvolvimento de doengas
tromboembdlicas (DTE) em mulheres que utilizam COs em relacdo aquelas que néo
utilizam [11,13]. O uso de COs causa um estado de hipercoagulabilidade que parece ser
devido ao aumento da producédo de fatores da coagulacao (fibrinogénio, fatores VII, VIII,
IX, X, XII e XIII), reducdo dos anticoagulantes naturais (proteina S e antitrombina) e

desenvolvimento de resisténcia a proteina C ativada (PCa) [15, 19].

O desenvolvimento de DTE em usuérias de COs é um evento raro, entretanto, causa graves
complicacdes de curto e longo prazo e desfechos clinicos graves e potencialmente fatais
[9]. Por essa razdo o rastreamento de mulheres que possuam trombofilias hereditarias ou
adquiridas antes da indicacao do uso de COs deveria ser indicado. No entanto, os testes de
coagulacdo sanguinea disponiveis na clinica (tempo de protrombina - TP, tempo de
tromboplastina parcial ativada - TTPa e dimero D) avaliam a coagulacdo apenas de forma
superficial e ndo sdo capazes de identificar estados de hipercogulabilidade [10]. Nesse
sentido, a técnica de geracao de trombina (TGT) tem emergido como uma possibilidade de

rastreio e identificacdo de trombofilias em mulheres usuérias ou candidatas ao uso de COs.

A TGT vem sendo desenvolvida e aprimorada ha décadas, e tem como objetivo avaliar de
forma mais ampla o processo de coagulacdo [12]. E uma técnica capaz de avaliar a
hemostasia de forma global, abrangendo as etapas de iniciacdo, amplificacdo e propagacéo
da coagulagdo. Dessa forma, consegue refletir o risco de desenvolvimento de eventos

hemorragicos ou tromboticos por meio da avaliagdo conjunta de todos 0s componentes



e/ou condicdes do processo hemostatico, incluindo os fatores de coagulacdo, o0s

anticoagulantes naturais, a fibrindlise e a resisténcia a PCa [3].

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo investigar a associacdo entre 0 uso
(atual e passado) de COs e a geracéo de trombina, em mulheres em idade fértil, do Estudo

Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil) do Estado de Minas Gerais.

2. Materiais e métodos:
2.1 Delineamento
Trata-se de um estudo transversal que utilizou dados da linha de base (2008-2010) do
ELSA-Brasil, que é composta por 15.105 participantes com idade entre 35 e 74 anos. O
ELSA-Brasil € uma coorte prospectiva que acompanha servidores publicos efetivos, ativos
ou aposentados, de instituicbes publicas de ensino superior e/ou pesquisa localizadas em
seis capitais das regifes Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil. Maiores informacgdes sobre o

ELSA-Brasil podem ser obtidas em outras publicacdes [1].

2.2 Populacéo de estudo

Do total de 671 mulheres em idade fértil participantes do ELSA-Brasil, do Estado de
Minas Gerais, foram excluidas 30 (4,5%) que ndo souberam informar sobre uso de COs ou
ndo possuiam plasma armazenado disponivel para a realizacdo da TGT (Figura 1). Foram
consideradas em idade fértil aquelas mulheres que ainda menstruavam.

Participantes com histéria pregressa de trombose ou embolia [N=14 (2,2%)], presenca de
doenca hepatica [N=46 (7,2%)] ou uso de medicamentos antiplaquetarios e/ou
anticoagulantes orais [N=5 (0,8%)], geralmente s&o excluidas de estudos que investigam a
associacdo entre uso de COs e marcadores hemostaticos, entretanto, apds analise com e
sem essas participantes, ndo observamos diferenca nos resultados, e dessa forma optamos

por manté-las neste estudo.



Além disso, a TGT foi avaliada em trés condicGes diferentes. Na condicdo com baixa
concentracdo de fator tissular (FT) (Low FT), na condicdo com alta concentracdo de FT
(High FT) e na condicdo com alta concentracdo de FT na presenca de PCa (High FT +
PCa). Por questdes inerentes a TGT, houve perda de informacdo nas trés condicdes e o
numero de participantes analisados em cada condicdo diferiu, conforme pode ser

observado na Figura 1.
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Figura 1: Participantes do estudo.

2.3 Coleta de dados
A coleta de dados da linha de base do ELSA-Brasil foi realizada em duas etapas. A
primeira incluiu a assinatura do termo de consentimento livre esclarecido e a realizacdo de

uma primeira entrevista. A segunda incluiu entrevistas, exames clinicos, laboratoriais e



medidas antropomeétricas com foco em fatores de risco cardiovasculares. Todas as medidas
e avaliacOes foram realizadas por profissionais treinados e certificados conforme
protocolos pré-estabelecidos [4].

Além disso, as participantes do sexo feminino responderam a um questionario especifico
sobre a saude da mulher, o qual tinha dentre outros objetivos coletar informacGes

referentes ao uso de métodos contraceptivos.

2.4 Geragéo de trombina
A coleta das amostras de sangue venoso foi realizada pela manha apés 12-14 h de jejum,

seguindo os procedimentos do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) [5]. A
puncdo venosa foi realizada em tubos a vacuo de polietileno contendo citrato de sddio. As
amostras foram centrifugadas sob refrigeracdo (4°C) a 3.000 rpm por 15 minutos até uma
hora apds a coleta do sangue. O sobrenadante do plasma, correspondente ao plasma pobre
em plaquetas (PPP), foi separado e armazenado em ultrafreezer a -80°C na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Posteriormente as amostras foram transferidas para a
Universidade Federal de S&o Jodo Del Rei (UFSJ), onde foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C até que a TGT fosse realizada.

Para a realizacdo da TGT foi preparado um pool de plasma controle para calcular a
Relacdo de Sensibilidade a PCa normalizada (nAPCsr), bem como para utilizar como
controle de qualidade interno. Esse pool foi obtido a partir de 100 amostras de
participantes do sexo feminino de Minas Gerais do ELSA-Brasil que atendiam aos
seguintes critérios: proteina C reativa (PCR) < 3mg/dL (para excluir doengas agudas), sem
uso de horménios e medicamentos antitrombdéticos. A amostra do pool controle foi

adicionada em duplicata em todas as placas da TGT.



A TGT foi feita utilizando placas de 96 pocos, onde foram adicionados em cada poco 80
uL de plasma pobre em plaquetas (PPP) da amostra a ser testada ou do pool de amostras
controle ¢ 5 pL do tampdo HNBSA nos po¢os em que ndo foi testada a sensibilidade a
PCa. Em paralelo, para cada amostra, foi adicionado um po¢o para o calibrador,
constituido de 80 uL de PPP, 5 uL. de HNBSA e 20 uL do reagente Thrombin Calibrator
(STAGO®). Uma vez preenchida a placa com as amostras de plasma a serem testadas e
seus respectivos calibradores, a placa foi colocada no fluorimetro (Fluoroskan
Ascent, Thermo Laboratories®) para incubacdo a 37°C por 10 minutos. Apos a incubacéo
foram adicionados, somente nos pocos com as amostras-teste de PPP e do pool de
amostras-controle, 20 uL. do FT em alta e baixa concentragdo: PPP Reagent High
(STAGO®) ou o PPP-Reagent Low (STAGO)®, respectivamente. Em seguida, nos pogos
em que foram adicionados alta concentracdo de FT destinados a avaliar a sensibilidade a
PCa, foram adicionados também 5 pL de PCa. Posteriormente, 20 pL do substrato
fluorescente (Fluca-Kit — STAGO®) foram dispensados em todos 0s pocos pelo dispenser
do fluorimetro perfazendo um total de 125 pL em cada poco. Imediatamente, foi realizada
a leitura da placa por 60 minutos. O software Thrombinoscope® foi utilizado para
construcdo da curva de tempo (min) versus concentracdo de trombina (nM) e para o

calculo dos parametros de geracdo de trombina.

Os quatro parametros da TGT séo:
e Tempo de laténcia (lag time): que corresponde ao tempo para se iniciar a formacéo
de trombina;
e Pico de geracdo de trombina (peak): que corresponde a concentracdo maxima de
trombina formada;

e Tempo para se atingir o pico de geracdo de trombina (time to peak);



e Potencial de trombina enddgena (ETP): que corresponde a area sobre a curva da
TGT, ou seja, toda trombina formada durante os 60 minutos de avaliacdo,
representando o equilibrio entre as forcas pro e anticoagulantes.

Em nosso estudo a TGT foi realizada em trés condigdes:

e Low TF: utilizou como desencadeador da reacdo baixa concentracdo de fator
tecidual (FT);

e High TF: utilizou como desencadeador da reacdo alta concentracdo de FT;

e High TF + PCa: utilizou como desencadeador da reacéo alta concentracdo de FT e

foi acrescentada a PCa.

2.5 Relacdo normalizada de sensibilidade a PCa (nAPCsr)

Foi utilizada a concentracdo de 15nM de PCa (necessaria para inibir 90% da geracdo de
trombina) na TGT para determinacdo do ETP com e sem PCa da amostra testada e do pool
controle de amostras.

A nAPCsr foi entdo calculada através da seguinte férmula:

nAPCsr= (ETP + PCa/ETP - PCa) amostra

(ETP + PCa/ ETP — PCa) pool conntrole

Onde o ETP + PCa, corresponde ao valor de ETP com a adi¢do da PCa e ETP — PCa, 0

valor de ETP sem a adicdo da PCa.

2.6 Uso de contraceptivo oral
Todas as participantes foram questionadas sobre o uso atual e passado de contraceptivos
orais. Aquelas que responderam que usavam COs atualmente foram questionadas sobre o

nome dos COs. Os nomes comerciais foram relacionados aos farmacos por meio de



pareamento com produtos registrados na ANVISA (CMED) e com o Dicionario de
Especialidades Farmacéuticas (DEF).
e As participantes que usavam COs no momento da entrevista foram classificadas
como: usuarias atuais;
e Aquelas que no passado usaram COs, mas no momento da entrevista ndo usavam
mais, foram classificadas como: ex-usuarias;
e E aquelas que relataram nunca terem usado COs foram classificadas como: nao

usuarias.

2.7 Andlise estatistica

O software utilizado foi o Stata versdo 14.0. A normalidade das variaveis continuas foi
avaliada por meio de andlise de histogramas. As varidveis continuas com distribuicéo
simétrica foram descritas por meio de médiatdesvio padrdo. Para a comparacao de médias
das categorias de uso de COs, utilizou-se o teste ANOVA e o pés-teste de Bonferroni. As
variaveis continuas com distribuicdo assimétrica foram descritas por meio de mediana e
intervalo interquartil (Q1-Q3). Para a comparagdo entre as categorias de uso de COs,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. As variaveis categoricas foram descritas por meio de
proporcOes. Para comparacdo de proporcdes entre os diferentes grupos de uso de CO,
utilizou-se o teste de Qui-quadrado. Foi investigada, por meio de regressdo linear, a
associacao entre a geracdo de trombina e a nAPCsr e as caracteristicas sociodemogréaficas
(idade e escolaridade), as condices de saude (diabetes, hipertensdo arterial, DCV,
obesidade e uso de hipolipemiantes e perfil lipidico) e os habitos de vida relacionados a
salde (tabagismo, uso excessivo do alcool e atividade fisica no lazer), para identificacdo de

potenciais fatores de confusédo. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.



2.8 Considerac0es éticas

O ELSA-Brasil foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa das instituicdes de
ensino e pesquisa participantes e também pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP 976/2006) do Ministério da Saude. Todos os participantes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido antes da realizacdo de entrevistas, exames e medidas.

3. Resultados
Do total das 641 participantes deste estudo, 151 (23,5%) nunca usaram COs, 437 (68,2%)
usaram COs no passado e 53 (8,3%) usam atualmente. As caracteristicas
sociodemogréficas, condi¢des de saude, habitos de vida relacionados a salde e historia de
pegressa de eventos tromboticos e doenca hepatica dessas participantes estdo apresentadas
na tabela 1. Foram comparados os valores médios e as frequéncias dessas varidveis entre as
categorias de uso de COs e ndo foi observada diferenca significativa, com excecao da idade
(p<0,0001) e dos niveis séricos de colesterol LDL-LDLc (p=0,0011) que foram
significativamente menores e dos niveis séricos de colesterol HDL-HDLc (p=0,0003) e
triglicérides (p=0,0189) que foram significativamente maiores nas usuérias atuais

comparados as ex-usuarias e as ndo usuarias de COs.

Né&o foi encontrada associacdo da geracdo de trombina e a nAPCsr com as caracteristicas
sociodemogréficas (idade e escolaridade), as condi¢fes de salde (diabetes, hipertensdo
arterial, DCV, obesidade e dislipidemia) e os habitos de vida relacionados a salde
(tabagismo, uso excessivo do alcool e atividade fisica no lazer) (resultados nao

apresentados).
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Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas, condi¢Ges de salde, habitos de vida relacionados a satde e
historia pregressa de evento trombdtico e doenca hepatica das mulheres em idade fertil da linha de base do
ELSA-Brasil (2008-2010), do estado de Minas Gerais de acordo com o0 uso de contraceptivos orais (COs)

(N=641).
Uso de CO
Total N&o usuarias Ex-usuarias Usuérias
Caracteristicas (N=641) (N=151) (N=437) atuais (N=53) p-valor
Idade média (anos)? 45,06+4,98 45,82+5,27 45,15+4,82 42,23+456  <0,0001%
Escolaridade” -
Superior completo 401 (62,6%) 94 (62,3%) 271 (62,0%) 36 (67,9%)
Médio completo 231 (36,0%) 55 (36,4%) 159 (36,4%) 17 (32,1%)
Fundamental completo 9 (1,4%) 2 (1,3%) 7 (1,6%) 0
Condic6es de satide*”
Diabetes 49 (7,6%) 13 (8,6%) 32 (7,3%) 4 (7,5%) 0,876
Hipertensdo Arterial 136 (21,2%) 28 (18,5%) 97 (22,2%) 11 (20,7%) 0,636
Doenca Cardiovascular 5 (0,8%) 0 5 (1,1%) 0 -
Obesidade 108 (16,8%) 27 (17,9%) 73 (16,7%) 8 (15,1%) 0,550
Perfil Lipidico®
Colesterol LDL (mg/dL) 119,93+30,85  123,71+30,08 120,34+31,04 105,81+27,86  0,0011°%"
Colesterol HDL (mg/dL) 59,48+13,57 57,19+13,51 59,51+12,99 65,89+16,43 0,0003%
Triglicérides (mg/dL)  104,71+57,48  103,70#55,90  102,49+56,87 125,92+63,46 0,0189"
Uso de hipolipemiante” -
N3o 612 (95,5%) 143 (94,7%) 416 (95,1%) 53 (100,0%)
Sim 29 (4,5%) 8 (5,3%) 21 (4,8%) 0
Tabagismo® 0,858
NZo 592 (92,4%) 141 (93,4%) 402 (92,0%) 49 (92,4%)
Sim 49 (7,6%) 10 (6,6%) 35 (8,0%) 4 (7,6%)
Consumo excessivo de
bebida alcdolica” -
NZo 621 (96,8%) 144 (955%) 424 (97,1%) 53 (100,0%)
Sim 20 (3,1%) 7 (4,5%) 13 (2,9%) 0
Atividade fisica no lazer® 0,779
Inatividade fisica 480 (75,3%) 115 (76,7%) 327 (75,4%) 38 (71,7%)
Atividade fisica moderada 112 (17,6%) 26 (17,3%) 77 (17,7%) 9 (17,0%)
Atividade fisica forte 45 (7,1%) 9 (6,0%) 30 (6,9%) 6 (11,3%)
Historia pregressa de
evento trombdtico® -
NZo 627 (97,8%) 146 (96,7%) 428 (97,9%) 53 (100,0%)
Sim 14 (2,2%) 5 (3,3%) 9 (2,1%) 0
Historia pregressa de
doenca hepética” 0,291

Nao
Sim

595 (92,8%)
46 (7,2%)

140 (92,7%)
11 (7,3%)

403 (92,2%)
34 (7,8%)

52 (98,1%)
1 (1,9%)

®ANOVA: valores expressos em média e desvio padrdo. "Qui-quadrado: valores expressos em proporcaes.
*Categoria de referéncia é a auséncia de doenca. °Diferenca estatisticamente significativa entre as
categorias: usuarias atuais e ex-usuarias de CO. " Diferenca estatisticamente significativa entre as
categorias: usudrias atuais e nao usuarias de CO.
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Os parametros avaliados na condicdo Low TF podem ser observados na tabela 2. As
usudrias atuais de COs apresentaram médias de lag time e time-to-peak menores
(3.93min+1.61 e 7.00mint2.35) que as ex-usuarias de COs (5.04mintl.63 e
8.93min+2.53; p<0,0001) e as ndo usuarias (5.12minx1.71 e 8.97min+2.57; p<0,0001). Em
relacdo aos valores médios de peak e ETP, observamos valores maiores nas usuarias atuais
de COs (358.54nM+82.59 e 2272.32nM.min+421.03; p<0,0001) em relacdo as ex-usuarias
(272.78nM+80.82 e 1945.15nM.min+359.15; p<0,0001) e as ndo usuérias de COs
(275.79nM+87.48 e 1961.1nM.min+355.42; p<0,0001). Nao houve diferenca significativa
dos parametros avaliados entre as ex-usuarias e as nao usuarias de COs.

Tabela 2: Comparacdo dos parametros da geracdo de trombina, na condi¢cdo Low FT,
segundo as categorias de uso de contraceptivo oral (N=605).

Uso de CO
N&o usuarias Ex-usuarias Usuarias atuais
Parametros (N=139) (N=415) (N=51) p-valor
Lagtime (min) 5.12+1.71 5.04+1.63 3.93+1.61 <0.0001%"
Time to Peak (min) 8.97+2.57 8.93+2.53 7.00£2.35 <0.0001%
Peak (nM) 275.79+ 87.48 272.78+80.82 358.54+82.59 <0.0001%"

ETP (nM.min) 1961.15+355.42  1945.15+359.15 2272.32+421.03  <0.0001"

ANOVA: valores expressos em média e desvio padrdo. °Diferenca estatisticamente
significativa entre as categorias: usuérias atuais e ex-usudrias. "Diferenca estatisticamente
significativa entre as categorias: usuarias atuais e nao usuarias.

Os parametros avaliados na condicdo High TF estdo demonstrados na tabela 3. As usuarias
atuais de COs apresentaram valores médios de lag time e time to peak menores [1.69min
(1.67-2.00) e 3.82min+0.44] que as ex-usudarias [2.00min (1.67-2.33) e 4.28min0.69;
p=0,0001] e as nédo usuarias [2.29min (1.67-2.33) e 4.40min+0.65; p<0,0001]. Em relacao
aos valores medios de peak e ETP observamos valores maiores nas usuarias atuais de COs
(441.17nM+46.40 e 2323.01nM.min+362.93) em relacéo as ex-usuarias (390.32nM+53.29

e 2056.79nM.min+340.23; p<0,0001) e as ndo usuarias de COs (394.31nM=*48.46 e
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2072.88nM.minx343.16; p<0,0001). N&o houve diferenca significativa dos parametros
avaliados entre as ex-usuarias e as ndo usuarias de COs.

Para avaliar o desenvolvimento de resisténcia adquirida a PCa analisamos a nAPCsr.
Observamos que ela foi maior nas usuarias atuais de COs [2.05 (1.45-2.83)] em relacdo as
ex-usudrias [1.14 (0.74-1.67); (p=0,0001)] e as ndo usuéarias de COs [0.99 (0.65-1.57);

(p=0,0001)]. N&o foi observada diferenca entre ex-usuarias e nao usuérias de COs.

Tabela 3: Comparacdo dos parametros da geracdo de trombina, na condicdo High FT,
segundo as categorias de uso de contraceptivo oral (N=502).

Uso de CO
N&o usuarias Ex-usuarias  Usuarias atuais

Parametros (N=113) (N=352) (N=37) p-valor
Lagtime (min) 2.29 (1.67-2.33) 2.00 (1.67-2.33) 1.69 (1.67-2.00) <0.0001
Time to Peak (min) 4.40+0.65 4.28+0.69 3.82+0.44 <0.0001%"
Peak (nM) 394.31+48.46  390.32+53.29 441.17+46.40 <0.0001%
ETP (nM.min) 2072.884343.16 2056.79+340.23 2323.01+362.93 <0.0001%"
nAPCsr* 0.99 (0.65-1.57) 1.14 (0.74-1.67) 2.05 (1.45-2.83) 0.0001

*nAPCsr: Relacdo normalizada de sensibilidade a proteina C ativada (ETP com PCa/ETP
sem PCa do participante / ETP com PCa/ETP sem PCa do pool controle). Kruskal-Wallis:
valores expressos em mediana e intervalo interquartil (Q1-Q3). ANOVA: valores expressos
em média e desvio padrdo. °Diferenca estatisticamente significativa entre as categorias:
usuérias atuais e ex-usuarias. | Diferenca estatisticamente significativa entre as categorias:
usudrias atuais e ndo usuarias.

4. Discussao
O presente estudo teve como objetivo investigar a associacdo entre o uso (atual e passado)

de COs e a geracdo de trombina, em mulheres em idade fértil, do Estudo Longitudinal de

Saude do Adulto (ELSA-Brasil) do Estado de Minas Gerais.

Pretendiamos avaliar o potencial da TGT em refletir estados de hipercoagulabilidade,
tendo em vista que os testes de coagulacdo sanguinea disponiveis na clinica (TP, TTPa e
dimero D) apresentam boa sensibilidade para estados de hipocoagulabilidade moderado a
grave, mas ndo para o estado de hipercoagulabilidade. Isto pode ser explicado, pelo fato de

serem capazes de avaliar apenas o tempo de coagulagdo, que corresponde a fase de
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iniciacdo do processo hemostatico. O ponto final destes exames € determinado apos a
formacdo de apenas cinco por cento do total de trombina gerado. Portanto, os testes
convencionais ndo sdo capazes de fornecer informac6es sobre as fases de amplificacdo e
propagacdo do sistema hemostatico e por esta razao, sdo capazes de fornecer apenas uma

avaliacdo superficial da hemostasia [3].

Observamos que tanto a geracdo e trombina como a resisténcia adquirida a PCa entre as
usudrias atuais de COs foram maiores em comparacao as ex-usuarias € as ndo usuarias.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos parametros avaliados

entre as ndo usuarias e as ex-usudrias de COs.

Estudos ja demonstraram que o uso de COs causa um estado de hipercoagulabilidade, que
parece ocorrer devido ao aumento da producdo de fatores da coagulacdo (fibrinogénio,
fatores VII, VIII, 1X, X, XII e XIIl), reducdo dos anticoagulantes naturais (proteina S e
antitrombina) e desenvolvimento de resisténcia a proteina C ativada (PCa) [15, 19]. Nossos
resultados demonstraram através da TGT um estado de hipercoagulabilidade em usuéarias
atuais de COs, que foi caracterizado pelo encurtamento do lag time e do time to peak e
aumento do peak e do ETP. O encurtamento do lag time e do time to peak em usuéarias de
COs em relacdo as ex-usuarias e nao usudrias reflete a producdo acelerada de trombina,
engquanto o aumento do peak e ETP expressa a maior quantidade de trombina gerada
durante o processo de coagulacdo. Embora o ETP seja o pardmetro que mais se
correlacione com a clinica, por ser um parametro capaz de refletir todo o processo de
coagulacdo sanguinea (iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e acdo de anticoagulantes
naturais), em nosso estudo, 0s demais parametros também se mostraram associados ao uso
de COs e consequentemente ao estado de hipercoagulabilidade. Zia et al. [20] e Glintborg

et al. [7] em estudos de intervencdo, também ja haviam demonstrado a associagao entre o
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estado de hipercoagulabilidade e os parametros lag time, ETP e peak, entretanto, ndo

avaliaram o time to peak.

E importante destacar que a maior geracdo de trombina nas participantes em uso de COs
foi observada tanto na condi¢cdo Low FT, como na condi¢cdo High TF. Portanto, nossos
achados sugerem que o efeito dos COs sobre a coagulacdo sanguinea ocorre de forma
conjunta sobre ambas as vias, intrinseca e extrinseca e/ou sobre a via comum. Este achado
corrobora com resultados de outros estudos que ja demonstraram que o uso de COs esta
associado com o aumento de fatores da coagulacdo tanto da via intrinseca, (fatores XII, IX

e VIII), como da via extrinseca, (fator VII), e via comum, (fator X) [15, 19].

Por outro lado, um mecanismo proposto para explicar o aumento da geracdo de trombina
em usuarias atuais de COs, refere-se ao desenvolvimento de resisténcia adquirida a PCa, a
qual pode ser avaliada, através da TGT, pelo calculo da nAPCsr (relacdo de sensibilidade a
proteina C ativada normalizada). Em nosso estudo, a nAPCsr foi maior entre as usuarias
atuais em relacdo as ex-usuarias e as ndo usuarias de COs. Este achado é capaz de explicar,
pelo menos em parte, a maior geracdo de trombina em usuarias atuais de COs, pois a acao
dos COs sobre a geracdo de trombina pode ocorrer devido ao seu efeito sobre a diminuicao
dos niveis de proteina S (PS), um cofator ndo enzimatico da PCa, levando a uma inibicéo
ineficiente dos fatores Va e Vllla [17]. Os COs também podem levar a uma diminuicdo
dos niveis do inibidor da via do fator tecidual (TFPI), aumentando o potencial
procoagulante do plasma e dificultando a inibi¢do da geracdo de trombina via a¢do da PCa.
E alem disso, a inibicdo inadequada do fator FXa por niveis diminuidos de TFPI pode
gerar um aumento dos niveis desse fator, que também é responsavel por proteger o fator

FVa da inativacédo pela PCa [16].

Nossos resultados também mostraram que as ex-usuarias de COs apresentam geracdo de

trombina e nAPCsr semelhantes as ndo usuarias. Esse achado sugere que o aumento da
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geracdo de trombina e o desenvolvimento de resisténcia adquirida a PCa provocados pelo
uso de COs permanece apenas durante o periodo de uso, ou seja, € reversivel. Este
resultado concorda com estudos anteriores que investigaram o uso passado de COs no
desenvolvimento de eventos tromboembolicos. Vessey et al. [18], em um estudo de coorte
relatou que ndo houve diferenca nas incidéncias de TVP e TEP entre os grupos de ex-
usudrias e ndo usudarias de COs. Posteriormente em revisdes da literatura, Hannaford [8] e
Rosendaal et al. [14] concluiram que o risco de DTE é rapidamente anulado apés a

interrupcao do uso dos COs.

Nosso estudo apresenta algumas limitac6es. Em primeiro lugar, é importante destacar que,
ao contrario de um ensaio clinico randomizado, participantes de estudos observacionais em
uso de COs (atual ou passado) podem apresentar valores maiores de geracdo de trombina e
nAPCsr por razdes ndo relacionadas ao uso do hormonio. Entretanto, os trés grupos,
segundo o uso de COs, foram bastante homogéneos, uma vez que ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em relacéo a escolaridade, as condi¢fes de salde
e aos habitos de vida relacionados a satde. Apenas a idade foi diferente entre 0s grupos,
uma vez que devido a média de idade da nossa populacdo de estudo, era esperado que as
usudrias de COs fossem mais jovens que as ex-usuarias. Além disso, os niveis de LDL-c
foram menores e os niveis HDL-c e triglicérides foram maiores nas usuarias atuais de COs
em relacdo as ex-usuarias e ndo usudrias. Poderiamos ter ajustado nossos resultados por
essas varidveis e pelos outros possiveis fatores de confusdo. Entretanto, na analise
univariada, nenhum dos possiveis fatores de confusdo, incluindo idade e perfil lipidico, foi
associado estatisticamente aos valores de geracdo de trombina e nAPCsr, 0 que nao
configura, assim, confundidores. Nesse sentido, ndo acreditamos que as diferencas
encontradas em relacdo a idade e ao perfil lipidico possam comprometer os resultados

encontrados.
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Ainda sobre o desenho de estudo, o carater transversal ndo permite fazer qualquer
inferéncia causal, uma vez que este desenho ndo garante temporalidade. Em segundo lugar,
nos nao investigamos a resisténcia hereditaria a PCa, causada pela mutacdo do fator V da
coagulacao (Fator V Leiden). Dessa forma, ndo € possivel afirmar que a resisténcia a PCa
encontrada € somente adquirida pelo uso de COs. Entretanto, no Brasil essa mutacdo esta
presente em apenas 2% da populacao, e por esta razdo ndo acreditamos que esse tenha sido
um problema [2]. Em terceiro lugar é importante destacar que Dargaud et al. [6], em um
estudo de padronizacdo e normalizacdo da TGT pelo método de CAT® (método calibrado
automatizado de trombograma®), preconiza o preparo da amostra atraveés de dupla
centrifugacdo por 15 minutos a 2.500 g para a obtencdo do plasma pobre em plaquetas.
Entretanto, em estudos epidemioldgicos de grande porte, como o ELSA-Brasil, uma parte
das amostras é armazenada para a realizacdo de novos procedimentos em estudos
suplementares, como a TGT apresentada no presente estudo. Assim, era feita uma
centrifugacdo padrdo que seguia os critérios de garantia e controle de qualidade do estudo,
que era por meio de uma Unica centrifugacdo por 15 minutos a 3.000 rpm. Entretanto,
como a condicdo de processamento das amostras bioldgicas foi idéntica para todos os
grupos analisados, acreditamos que esse parametro ndo tenha influenciado em nossos

resultados.

Por outro lado, o presente estudo também apresenta o ponto forte, de ser um dos primeiros
trabalhos a avaliar a TGT pelo método CAT® em usuarias de COs em amostra de
mulheres adultas brasileiras. Como a trombina € uma proteina que apresenta papel chave
no processo hemostatico, pois desempenha funcdes pro-coagulantes, anticoagulantes e
anti-fibrinoliticas, a TGT permite avaliar o processo de iniciagdo, amplificacdo e

propagacao da coagulacdo, sendo capaz de refletir o risco de desenvolvimento de eventos
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hemorragicos e trombdticos atraves da avaliacdo de todos os componentes e/ou condicbes

do processo hemostatico [12].

Assim sendo, nossos resultados sugerem o potencial da TGT em refletir o estado de
hipercoagulabilidade decorrente do uso de COs, e por esta razdo, caso venha a ser inserida
na pratica clinica poderd contribuir com o rastreamento precoce do risco de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e trombofilias hereditarias ou adquiridas em

mulheres que desejam usar COs, garantindo-lhes uma maior seguranca.

5. Conclusédo

Foi encontrada associacdo entre o uso atual de COs e a geracdo de trombina, bem como
com a resisténcia a PCa. Estes resultados sugerem a capacidade da TGT em refletir estados
de hipercoagulabilidade. Com relacdo ao uso passado, ex-usuarias de COs apresentaram
geracdo de trombina e resisténcia a PCa semelhantes as ndo usuarias, 0 que parece
demonstrar a capacidade da técnica de refletir também o efeito pro-coagulante reversivel

dos COs.

Portanto, nossos resultados parecem evidenciar a capacidade da TGT em avaliar a
coagulacdo sanguinea de forma global e por esta razdo, caso venha a ser inserida na pratica
clinica podera contribuir com a seguranca de mulheres que desejam fazer uso de COs, uma
vez que poderd permitir o rastreio precoce de doencas cardiovasculares e trombofilias

hereditarias ou adquiridas.
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