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ABSTRACT

Introduction: Depot Medroxyprogesterone Acetate (DMPA, Depoprovera®) is an
high contraceptive efficacy and safety; its use has spread broadly and has been
used by millions of women. There are few studies on the resting energy
expenditure in Depoprovera® users, and it is possible that there are variations
especially those who gain weight using the method. Objective: To evaluate the
changes in weight, body composition and resting energy expenditure in women
using depot medroxyprogesterone acetate and |IUD TCu 380 in 12 months.
Methods: This was a prospective study with 20 Depoprovera® users and 17 IUD
users TCu380 as a control within one year. Women attending the outpatient clinic
of CAISM / UNICAMP of childbearing age who chose the injectable contraceptive
Depoprovera ® without previous use of this method, Body Mass Index (BMI) <
30kg / m?, and women using non-hormonal contraception IUD TCu 380, were
invited to participate in the study. Results: The groups were paired at baseline,
becoming a homogeneous group in relation to age (+ 1 year), and BMI (+1 kg/m?).
After 12 months of evaluation, we could observe a significant increase in the
DMPA group in weight, BMI and body surface. Relative to resting energy
expenditure and respiratory quotient, there was an increase of baseline metabolic
rate in both groups after one year. The respiratory quotient was significantly
reduced after 12 months in groups DMPA and IUD. The sub-group DMPA that
gained < 3kg had increased significant weight, BMI and body surface with
respiratory quotient reduction, while the sub-group that gained > 3kg had a
significant increase in weight, BMI, body surface, free fat mass, fat mass, baseline
metabolic rate, Leptin, HOMA-IR and waist circumference, with respiratory quotient
significantly reduced. Conclusion: Our study found significant changes in weight,
body composition and metabolic profile of the population studied in the first 12
months of contraceptive use. These changes mainly increased body weight, leptin
levels and HOMA-IR which can contribute to the development of some chronic
complications, including obesity, insulin resistance and diabetes mellitus.
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Keywords: Resting energy expenditure, body composition, depot
medroxyprogesterone acetate, obesity, leptin.
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RESUMO

Introducdo: O acetato de medroxiprogesterona de depésito (AMPD,
Depoprovera®) é um método contraceptivo de alta eficacia e seguranga; seu uso
tem se difundido amplamente e vem sendo utilizado por milhdes de mulheres.
Existem poucos estudos na literatura sobre o gasto energético em repouso nas
usuarias de Depoprovera®, e é possivel que existam variacbes especialmente
naquelas que ganham peso em uso do método. Objetivo: Avaliar as alteragées no
peso, composicao corporal e gasto energético em repouso de mulheres em uso de
acetato de medroxiprogesterona de depédsito e DIU TCu 380 no periodo de 12
meses. Métodos: Estudo prospectivo com 20 usuarias de Depoprovera® e 17
usuarias de DIU TCu380, como controle, no periodo de um ano. Mulheres
atendidas no ambulatério de Planejamento Familiar do CAISM/UNICAMP em
idade fértil, que optaram como método contraceptivo o injetdvel Depoprovera®,
sem uso prévio deste método, e que apresentavam indice de Massa Corporal
(IMC) < 30 kg/m2, além de mulheres que utilizavam o método contraceptivo nao
hormonal DIU TCu 380A foram convidadas a participar do estudo. Resultados: Os
grupos foram pareados no periodo basal, tornando-se um grupo homogéneo em
relacdo a peso, idade e IMC. Ap6s 12 meses de avaliacdo, pode-se observar
aumento de peso, IMC e superficie corporal de forma significativa no grupo Depo.
Em relacdo ao gasto energético em repouso e quociente respiratério, houve
aumento significativo da taxa metabdlica basal nos dois grupos. O quociente
respiratério reduziu de forma significante nos dois grupos. Quando o grupo Depo
foi subdividido por ganho de peso, 0 subgrupo que ganhou < 3 kg apds 12 meses
teve aumento significativo de peso, IMC, superficie corporal e quociente
respiratério, j& o subgrupo que ganhou > 3 kg aumentou significativamente peso,
IMC, superficie corporal, peso de massa magra, peso de massa gorda, taxa
metabdlica basal, Leptina, HOMA-IR e circunferéncia da cintura e reduziu
qguociente respiratorio apos os 12 meses de acompanhamento. Conclusé&o: Nosso
estudo encontrou alteracdes relevantes no peso, composicao corporal e perfil
metabdlico da populacdo estudada nos primeiros 12 meses de uso do

contraceptivo. Essas alteracdes principalmente o aumento de peso corporal,
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aumento dos niveis de leptina e HOMA-IR, podem contribuir para o
desenvolvimento de algumas complicagdes cronicas, entre elas a obesidade,

resisténcia a insulina e diabetes mellitus.

Palavras chave: Gasto energético em repouso, composi¢éo corporal, acetato de

medroxiprogesterona de depdsito, obesidade, leptina.
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1. INTRODUCAO

1.1 Acetato de Medroxiprogesterona de Depdsito

O acetato de medroxiprogesterona de depésito (AMPD- Depoprovera®) tornou-se
disponivel na década de 90 para mulheres dos Estados Unidos e Canada, apos
aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA), no entanto, j& era usado como
método contraceptivo em outros paises desde a década de 60'. E um método de
contracepcgao injetavel e contém em sua formulacdo 150mg de AMPD administrado via
intramuscular, em uma concentragdo plasmatica de aproximadamente 1ng/mL?.

E um contraceptivo de facil utilizagdo e alta eficacia, com uma aplicacéo trimestral,
as taxas de falha sdo de 0.25 a 0.30 mulheres/ano, semelhantes a laqueadura, implantes
e DIU TCu380A3. Pelas caracteristicas de eficacia contraceptiva, seguranca e baixo custo,
além de facilidade de acesso, pois esta disponivel nas redes publicas de saude de varios
paises, incluindo o Brasil, milhées de mulheres optam pelo uso deste método®.

A Depoprovera® é usada por mais de 9 milhées de mulheres em todo o mundo e
tem uso elevado nos Estados Unidos e Reino Unido®. A ac&o contraceptiva de AMPD é
resultado da supressdo da secrecdo de gonadotropina, que por sua vez bloqueia a
producdo ovariana de estradiol e impede a maturacdo dos foliculos nos ovarios e
ovulacéo®. Apés um ano de uso do método, muitas mulheres entram em estado de
amenorréia’.

Por ser uma contracepcdo exclusiva de progesterona, a AMPD torna-se uma
alternativa (til e apropriada para mulheres com contraindicagdo de uso de estrégeno®. O
uso do injetavel nao tem sido associado a aumento do risco de tromboembolismo venoso,
acidente vascular cerebral ou doengas cardiovasculares®°.

Em contrapartida, algumas drogas como, por exemplo, 0s contraceptivos
hormonais utilizando progesterona, parecem exercer um efeito potencialmente
diabetogénico, e 0 uso continuo pode desencadear o quadro de resisténcia a insulina.
Essa situagdo, possivelmente, € em decorréncia de alteragdo do metabolismo dos
carboidratos, podendo levar ao desenvolvimento de Diabetes Mellitus (DM), como
observado em populagéo de etnia indigena nos Estados Unidos''. Porém, outros estudos
com o uso de AMPD n&o evidenciaram mudangas nessas variaveis®.

Ao contrario de métodos contraceptivos orais contento estrogénio, que nao

parecem exercer efeitos negativos na bioquimica de marcadores de remodelacdo e
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densidade mineral éssea, h4 uma preocupagdo com 0s possiveis efeitos negativos da
Depoprovera® no 0sso, uma vez que seu uso tem sido associado com a aceleragéo da
remodelagdo e reducdo da densidade mineral 6ssea'®'®'*'®. Apesar desse potencial
efeito negativo no 0sso, a razao mais frequente para a descontinuagéo do uso da AMPD é
0 aumento de peso corporal™®.

1.1.1 Impacto do uso de Acetato de Medroxiprogesterona de Depdsito no
Peso Corporal

Em estudo realizado por Mangan et al."” (2002), ao avaliarem fatores como raga,
idade e indice de Massa Corporal (IMC) associados ao ganho de peso em adolescentes
em uso de AMPD, concluiram que o uso do injetavel por mais de um ano, faz com que as
adolescentes ganhem significativamente mais peso quando comparadas as que usam
contraceptivos orais. Além disso, quando iniciam o tratamento com sobrepeso, podem ser
mais susceptiveis ao ganho de peso mais significante nos primeiros anos de uso do
método.

Polaneczky & Liblanc'® (1998), observaram que cerca de um terco das
adolescentes que iniciam terapia com Depoprovera® ndo recebem a segunda dose no
primeiro trimestre, 50% delas ndo recebem a terceira injecdo aos seis meses e
aproximadamente trés quartos, descontinuam o uso apds um ano. Apenas 9% das
adolescentes que interromperam o tratamento por causa do ganho de peso voltaram a
usar AMPD, comparado com 80% que descontinuam e nao retornam o uso.

Segundo Berenson & Rahman'® (2009), o uso do injetavel esta associado ao
incremento de 5,1kg apdés 36 meses de uso do método. Estes resultados corroboram
estudo realizado com 3857. Clark et al.?' (2005) observaram que ap6s 30 meses de
terapia com o progestageno houve aumento de 6,1kg nas usuarias.

Elaborar estratégias de prevengdo para o aumento de peso com o injetavel é
dificil, devido a escassez de informagbes sobre mecanismos subjacentes e fatores
preditivos. Estudo realizado em mulheres adultas usuarias de AMPD avaliou mecanismos
para o ganho de peso. A Depoporovera® ndo mostrou ter nenhum efeito anabdlico ou na
retencdo de liquidos, em vez disso, 0 ganho de peso foi associado com aumento nos
depdsitos de gordura, levando os investigadores a hipétese de que o ganho de peso foi

secundario ao aumento do apetite®.



De acordo com Berenson & Rahman' (2009), o ganho de peso ao usar AMPD
esta associado ao aumento de massa gorda e nao de massa magra e apos 36 meses de
uso do contraceptivo observou-se um aumento de 4,1 kg de gordura corporal. Um
resultado semelhante foi encontrado por Clark et al.?' (2005), ao observar aumento da
gordura central em relacao a periférica entre usudrias de AMPD, considerando que o
aumento de gordura visceral € um dos componentes caracteristicos para desenvolvimento
da sindrome metabdlica.

O mecanismo de aumento de massa gorda com o uso de Depoprovera® ainda nao
foi estabelecido. Apds avaliar ingestao calérica e consumo de gordura, observou-se que
estas variaveis nao influenciaram o ganho de peso; e o apetite das usuéarias nao foi
relacionado com modificagdes na composi¢cao corporal, contrapondo a teoria de que o
ganho de peso associado a AMPD é decorrente de seus efeitos na regulagéo do apetite e
gasto energético®®. Outro mecanismo possivel é a atividade do AMPD como ativador no
receptor de glicocorticéide, além do estado de hipoestrogenismo induzido pelo injetavel,
tendo em vista que a fase da menopausa esta associada ao aumento de massa gorda,
independente de peso corporal e idade®.

De acordo com LE et al.*® (2009), foram identificados trés fatores de risco para
ganho precoce de peso com 0 uso do progestageno. O primeiro é IMC < 30 kg/m?, pois
sd0 mais susceptiveis ao ganho de peso precoce que as obesas. No entanto, esse relato
se contrapde a achados anteriores, em que foi observado que adolescentes obesas
apresentavam maior probabilidade de ganhar peso que as adolescentes eutréficas® ",
isso pode ser explicado pela idade dos dois grupos estudados, tendo em vista que a
relacdo com o IMC foi observada em uma populacdo com idade entre 16 e 33 anos;
sugerindo que a idade pode ser um fator mediador entre a relagao IMC inicial e excesso
de ganho de peso.

O segundo fator de risco encontrado foi o grau de paridade; mulheres que tinham
um filho ou mais apresentavam maior probabilidade de ganhar peso com o uso do
método. Mulheres que ganham peso em excesso na gestacao ou ndao conseguem perder
este peso apls seis meses do parto, estdo com risco aumentado de ganho de peso
continuado?®’#%#°,

O terceiro fator de risco encontrado por LE et al.?®, (2009), foi o auto relato de
aumento do apetite apds seis meses de uso do contraceptivo. Bonny et al.*°, (2004),
encontram reducao no apetite em adolescentes negras em uso do método, resultado nao

observado no mesmo estudo em adolescentes brancas. A divergéncia nos resultados dos



dois estudos pode ser explicada pelo método de mensuracdo do apetite, no primeiro
estudo foi realizado de uma forma mais simples, em que as voluntarias foram
questionadas somente sim ou nao sobre 0 aumento nesta variavel.

Na maioria dos estudos com o Acetato de Medroxiprogesterona de Depoésito o
ganho excessivo de peso € considerado como o principal efeito colateral do método,
tornando-se a principal causa para descontinuagdo da terapia em todas as faixas
etarias®’. Tendo em vista que este é um método contraceptivo, atualmente, usado por
milhées de mulheres, € de suma importancia verificar o impacto do ganho de peso nas

usuarias.

1.2 Obesidade x Impacto Clinico e Social

A obesidade é considerada problema epidémico de saude publica, que afeta tanto
paises de primeiro mundo como paises em desenvolvimento. Mundialmente, sao
estimados 1,5 bilhdes de adultos com excesso de peso ou obesidade, destes, cerca de
500 milhdes sao obesos®. Particularmente no Canada, México, Estados Unidos e Brasil a
prevaléncia de obesidade ou sobrepeso tem aumentado®.

No Brasil, segundo dados da Pesquisa do Orgamento Familiar (POF 2008-2009), o
excesso de peso e obesidade mostrou-se crescente em todas as classes de rendimento,
idade e regides do pais, tanto em situacao urbana quanto rural. Na populacdo adulta,
50,1% dos homens e 48% das mulheres apresentavam sobrepeso; em relacdo a
obesidade 12,4% dos homens e 16,9% das mulheres estavam obesos®*. Pesquisa
VIGITEL, do Ministério da Saude®, revelou que 51% da populaco brasileira acima de 18
anos apresenta excesso de peso e 17,4% estd com obesidade. No estado de Sdo Paulo,
52,1% da populacdo estd acima do peso; o sexo masculino representa 56,1% e o
feminino 48,6%.

A obesidade é uma complexa desordem crénica e de etiologia multifatorial,
resultante do balango energético positivo e tanto fatores genéticos e ambientais estao
envolvidos no desenvolvimento deste distdrbio metabdlico®®*’. Esta associada a diversas
doencas como, DM tipo 2, doencgas cardiovasculares, Hipertensao Arterial Sistémica
(HAS), alguns tipos de cancer e apneia do sono, fatores que influenciam no aumento da
morbi-mortalidade por obesidade®. Além disso, estudos tem demonstrado a associagéo
entre baixos graus de inflamacéo e obesidade®.



1.2.1 Obesidade e complicacoes relacionadas a Inflamacao

Varias evidéncias tém indicado que a obesidade estd associada a um processo
inflamatdrio subclinico. O tecido adiposo ndao é somente um reservatério de gordura, mas
um 6rgdo enddcrino ativo que tem um papel fisiolégico complexo*. E reconhecido,
atualmente, como capaz de expressar e secretar uma variedade de peptideos bioativos,
conhecidos como adipocitocinas, que agem tanto in loco (agdo autdcrina ou paracrina)
como sistemicamente (acdo enddcrina), e muitas dessas substancias estdo envolvidas
com processos inflamatérios*’.

O primeiro relato de inflamagdo na obesidade foi realizado em ratos e revelou
aumento dos niveis da citocina Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) em animais obesos
quando comparados a controles magros®. Apdés essa descoberta, varios estudos
descreveram diferencas no perfil inflamatério em obesos quando comparados a magros,
tanto em animais quanto em humanos.

A importancia do reconhecimento da obesidade como um estado inflamatorio se
deve a possibilidade de a inflamagéo ser um dos elos entre a obesidade e a resisténcia a
insulina (RI), HAS e doenca cardiovascular®®. A inflamacdo também é a possivel
explicagéo para a ligagdo da obesidade com osteoartrites, acidente vascular cerebral,
doencas da vesicula biliar, cancer e problemas psicossociais**; além de outros estados de
desordens metabdlicas como, hipertrigliceridemia e hiperglicemia, fatores de risco bem
estabelecidos para desenvolvimento de doenca hepatica crbnica, como a esteatose
hepatica néo alcodlica*>*e.

O tecido adiposo contribui com a inflamacdo em obesos tanto em tecidos
vasculares como nao vasculares*’. Segundo Wang & Nakayama*® (2010), niveis anormais
de acidos graxos, lipideos e citocinas do tecido adiposo ativam mondcitos, aumentando a
secrecdo de citocinas inflamatérias, como TNF-a, Leptina, Interleucina- 1 (IL-1),
Interleucina-6 (IL-6), Visfatina e reduzindo a secrecdo da citocina anti-inflamatéria
Adiponectina.

Em humanos e animais com excesso de adiposidade, as concentragdes
sanguineas de adipocinas estao elevadas, com exce¢ao da adiponectina, que € secretada
em altos niveis e com exclusividade pelos adipécitos e esta diminuida na obesidade. O
efeito anti-inflamatério da adiponectina ocorre devido a inibicdo do TNF-a e outras
citocinas inflamatérias, tais como IL-6 e Interferon- c, através da inducao de outros fatores
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também se correlacionam diretamente com o aumento da sensibilidade a insulina nos
tecidos periféricos, estimulando a oxidacdo dos acidos graxos, diminuindo triglicérides
plasméticos e melhorando o metabolismo da glicose®.

A Visfatina é outra proteina regulada e expressa pelo tecido adiposo. A possivel
associacao entre niveis de Visfatina e parametros metabdlicos e antropométricos no DM2

e obesidade tem sido mostrado em alguns estudos**"

. Em humanos, os estudos indicam
uma possivel correlacédo positiva entre a expressao do gene da visfatina no tecido adiposo
visceral e IMC, e uma relacdo negativa entre visfatina, IMC e gordura subcutanea®. Isto
sugere que a regulacdo desta citocina varia de acordo com diferentes depdsitos de
gordura, estando em maior quantidade no tecido adiposo visceral.

O TNF-a exerce um papel central na inflamacao, apoptose e desenvolvimento do
sistema imune, além de no tecido adiposo, atuar no metabolismo dos lipideos, induzir a
apoptose dos adipécitos e influenciar na sinalizagdo de insulina através da redugédo da
autofosforilacado do seu receptor , assim como na fosforilagdo do substrato do receptor da
insulina 1 (IRS-1), além da modificacdo dessa molécula por fosforilagdo em serina,
tornando-a inibitéria para sinalizacao de insulina, promovendo o estado de resisténcia a
insulina®. As concentragées dessa citocina estéo elevadas na obesidade e diminuem com
a perda de peso. Atua promovendo a secregao de outras potenciais citocinas pro-
inflamatérias, como a IL-6, e reduz a adiponectina®*°.

A IL-6 também tem relevancia no processo inflamatério, hematopoiese, reacoes de
fase aguda, metabolismo ésseo e progressdao de céancer. Atua na regulacdo da
homeostase energética e inflamagdo sendo capaz de inibir a lipase lipoproteica e, em
nivel hipotalamico, controlar o apetite e ingestdo calérica®. A IL-6 contribui para
inflamagao crénica, estando presente na fase de transicdo de doenga aguda para cronica,
como no caso de obesidade, resisténcia a insulina, atrites, sepses e doengas
inflamatérias intestinais®”.

Estudos mostram que concentragcdes elevadas de IL-6 s&o indicativos de
inflamacgéao sistémica subclinica e preditor para desenvolvimento de DM tipo 2. De fato, a
IL-6 interfere na sinalizagao da insulina através da indug¢ao de proteinas que se ligam nos
receptores de insulina®°%%°,

O tecido adiposo visceral é capaz de produzir marcadores inflamatérios como, por
exemplo, o TNF-a e IL-6 que podem induzir a producao de proteinas de fase aguda de
células endoteliais e hepaticas®’. Com isso, o tecido adiposo presente em grandes

quantidades na obesidade pode explicar a relacdo entre obesidade e inflamagao®.



Derosa et al.®® (2013), avaliaram concentragdes de adipocitocinas em individuos
obesos e eutroficos. Ao comparar 363 obesos e 365 individuos magros, pareados por
idade, observaram maiores concentragdes de adipocinas envolvidas na Rl e inflamacao
nos individuos obesos, quando comparados aos eutroficos. A circunferéncia da cintura foi
correlacionada negativamente com adiponectina, visfatina e vaspina, além disso, o indice
HOMA- IR teve correlacdo positiva com resistina, adiposina, proteina ligadora de retinol -4
(RBP-4) e leptina. A leptina foi correlacionada positivamente com TNF-a, proteina C
reativa (PCR) e IL-6 e, negativamente com as concentracdes de adiponectina. Os dados
confirmam a predisposi¢do de desenvolvimento mais frequente de disfungdes metabdlicas
e hormonais em obesos, devido a maior susceptibilidade de concentragcdes maiores de
citocinas pré-inflamatorias, comparados a individuos magros.

Em estudo realizado com criangas e adolescentes, com o objetivo de avaliar o
perfil plasmatico de adipocitocinas em 38 obesos comparado com 24 controles magros,
também foi observado concentragdes mais elevadas de leptina, IL-6 e resistina e mais
baixas de adiponectina no grupo com obesidade, quando comparado ao grupo controle,
neste estudo nao houve diferenga estatistica nas concentracdes de TNF- a®*.

Evidéncias clinicas e epidemiolégicas sugerem um maior papel de hormdnios
sexuais na regulacao da distribuicao do tecido adiposo. Hormdénios como progesterona,
estrogénio e androgénio, estao envolvidos no metabolismo, acumulo e distribuicao do
tecido adiposo. A presenca destes esterdides sexuais faz com que haja uma distribuicao
normal de gordura corporal; em situacbes em que 0s niveis destes hormonios estao
baixos, tais como envelhecimento e gonadectomia, ha uma maior tendéncia para estados

de obesidade e maiores fatores de risco para doencas cardiovasculares®.

1.2.2 Obesidade x Gasto Energético em Repouso

A obesidade estd associada a um aumento do gasto energético em repouso
(GER). O GER ¢ o componente principal do gasto energético total (GET), e corresponde a
60 — 75% do GET na maioria dos individuos. Juntamente com o GER, o efeito térmico dos
alimentos (ETA), aquecimento gerado pelo corpo quando o alimento é ingerido,
correspondente aproximadamente a 10% do GET e o gasto energético da atividade fisica
(GEAF), correspondente a cerca de 15 a 30% do GET, sdo os trés principais
componentes do GET®.



Os fatores que determinam o balango energético, como ingestao energética e
atividade fisica, variam entre os individuos e sao até certo ponto determinados por genes.
Esses fatores podem envolver substratos energéticos, como carboidratos e lipideos, que
sd0 oxidados para atender a demanda de energia®®’.

Os estudos sobre fenétipos da taxa metabdlica como preditores de ganho de peso
sdo contraditérios, uma vez que altos valores de quociente respiratério (QR) indicaram
ganho de peso em alguns estudos, porém em outros ndo. Um alto QR é indicativo de que
os lipideos estdo sendo estocados e ndo metabolizados.

Marra et al.%®, (2004), ao avaliarem por seis anos alteragcdes de peso corporal em
mulheres nao obesas saudaveis, observaram que altos valores de QR sao preditivos de
ganho de peso e relataram que as mulheres com maior QR basal ganharam uma média
de 1,5kg/ ano de acompanhamento.

Um dos métodos utilizados para estimar o GER é a calorimetria indireta. E
considerado de boa acurdcia (taxa de erro de 2 a 5%) e mensura por meio de um
aparelho, o calor gerado pelo corpo através da andlise do consumo de oxigénio (VO2)
consumido, producéo do gas carbénico (VCO2), incluidos na férmula de Weir®® (1949),
indicando a quantidade de energia necessaria para a realizacdo dos processos
metabdlicos. As trocas gasosas produzidas permitem ao aparelho o calculo do quociente
respiratério (QR= VCO2/VO2), indicando o substrato oxidado como fonte energética no

momento da mensuragao’®’".

Equacao de Weir:
Produgéo de calor (kcal/min/dia) = 3,9 [VO, (L/min)] + 1,1 [VCO, (L/min)]
GE (kcal/dia) = Produgéo de Calor x 1440 min

Alguns estudos indicam que o GER de pacientes obesos pode ser influenciado por
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massa magra’“’”, idade, etnia, alta atividade metabdlica dos érgéos, secrecao plasmatica

de insulina e leptina, frequéncia cardiaca e inflamacdo’™. A massa magra representa 50 —
60% de variancia e é considerado o maior fator contribuinte para a taxa metabdlica basal
(TMB). Enquanto que a massa gorda exerce pequena influéncia na TMB, representando
somente 5-6%"%"7.

Entretanto, outros fatores fisiol6gicos contribuem para diferencas observadas no

78,79

GER, entre eles podemos citar atividade do sistema nervoso simpatico e estado

endécrino, como por exemplo, os horménios tireoidianos®. Observa-se que mesmo que a



reducdo no GER seja pequena, aumenta o risco de ganho de peso e posteriores doencgas
relacionadas ao excesso de peso ou obesidade®'.

Alguns estudos com mulheres na pré-menopausa, observaram que o GER é maior
na fase lutea do ciclo menstrual, fase em que estrogeno e progesterona estao em niveis
elevados, quando comparado a fase folicular do ciclo, momento em que a os horménios
estdo em niveis menores, sugerindo assim um papel dos hormonios sexuais na regulacao
do GER®.

Pelkman et al.®® (2001), ao avaliarem o efeito do AMPD na ingestdo alimentar,
GER e peso corporal de 20 mulheres (10 usuarias de AMPD e 10 mulheres placebo
controladas), com faixa etéria entre 20 e 35 anos, observaram somente aumento de gasto
energético em repouso e ingestdo alimentar durante a fase lutea do ciclo menstrual,
sendo o peso correlacionado ao aumento do consumo dietético. Quando houve a
supressao do ciclo menstrual com o uso do AMPD n&o observaram diferencas estatisticas
significantes, em curto prazo, nas variaveis estudadas apds o uso do contraceptivo.

Neste contexto, existem poucos estudos na literatura que avaliam o gasto
energético basal em mulheres em uso do Acetato de Medroxiprogesterona de Depésito, e
€ possivel que existam variagoes especialmente naquelas que ganham peso com o uso
do método. Além disso, estudos que correlacionam o gasto energético de repouso com
ganho de peso, alteragdes na composicao corporal e possiveis mudangas no perfil
inflamatério nas usuérias de AMPD sao escassos.

Por esse conjunto de informacdes, bem como de indagacbes a respeito das
possiveis alteracdes correlacionadas ao uso do contraceptivo injetavel trimestral AMPD,
este estudo tem como objetivo avaliar as modificagdes no peso, composi¢ao corporal e
estado inflamatério nas mulheres em uso do método, bem como observar se existe

alteracao no gasto energético em repouso.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar as alteragdes antropométricas, de composicéo corporal, gasto energético em
repouso e marcadores inflamatérios de mulheres em uso de AMPD (grupo DEPO) e DIU

TCu 380 (grupo DIU) por periodo de 12 meses.

2.2. Objetivos Especificos:

Avaliar o GER das usuarias do grupo DEPO e grupo DIU nos tempos 0 e 12 meses.

Correlacionar modificagdes antropométricas e composigao corporal.

Avaliar alteracbes nas concentracbes de marcadores inflamatérios como

adiponectina, IL-6, leptina, visfatina e TNF-a.

Avaliar a sensibilidade a insulina pelo HOMA-IR no periodo basal e ap6s 12 meses.

Correlacionar alteragdes de peso corporal com marcadores inflamatérios como

adiponectina e IL- 6 com os niveis de leptina, visfatina e TNF-a.
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3. SUJEITOS E METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO E VOLUNTARIOS DA PESQUISA

Este estudo de coorte prospectiva é parte do projeto: “Estudo prospectivo de
avaliacdo da resisténcia insulinica, metabolismo de lipides e repercussdo subclinica de
doencga cardiovascular em mulheres que iniciam o uso do contraceptivo injetavel trimestral
de acetato de medroxiprogesterona de deposito em seguimento de dois anos”, conduzido
no Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Ciéncias Médicas —
Unicamp, processo FAPESP namero 2009/53293-0.

As mulheres atendidas no ambulatério de Planejamento Familiar do
CEMICAMP/UNICAMP em idade fértil, que optaram pelo método contraceptivo injetavel
Depoprovera®, sem uso prévio deste método, e que apresentavam IMC< 30 kg/m?, além
de mulheres que utilizavam o método contraceptivo ndo hormonal DIU TCu 380 foram
convidadas a participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Apos assinatura, foram entrevistadas para coleta de dados de histéria clinica e
antecedentes pessoais e familiares. As participantes incluidas no estudo foram
acompanhadas no Ambulatério de Planejamento Familiar, com administracdo trimestral
de 150mg do AMPD (Depoprovera® - EMS, Hortolandia, SP, Brasil) e mantidas em
seguimento por um ano. As mulheres do grupo controle, usuarias de DIU TCu 380A,
realizaram os mesmos procedimentos para inclusao previstos para o grupo Depo.

Os dados clinicos de afericdo antropométrica, exames laboratoriais, composigao
corporal e avaliagcdo do gasto energético foram obtidos de todas as voluntarias no

momento de inclusdo no estudo e apds um ano de seguimento.

3.2. ASPECTOS ETICOS

Os participantes da pesquisa foram mulheres que optaram pelo método
contraceptivo AMPD, e que apo6s informadas sobre a pesquisa, concordaram em
participar e assinaram o TCLE (Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica FCM UNICAMP,
parecer N® 903-2009 (Anexo 3). Essas voluntarias ndo tiveram nenhuma perda em seu
acompanhamento médico caso desistissem do estudo apoés a assinatura do termo.

A pesquisa foi resguardada em relagao aos principios éticos ja que somente os
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pesquisadores tiveram acesso as informagodes e resultados dos exames, que foram apés
compilados, arquivados em local designado especificamente para seu armazenamento.
Referente aos sujeitos da pesquisa, os parametros de confidencialidade foram mantidos.
Além disso, em caso de deteccdo dos valores alterados, que de outra forma poderiam
manter-se inaparentes, a paciente foi encaminhada a tratamento especifico e teve
orientacdes preventivas para o sucesso do tratamento.

As voluntarias ndo receberam nenhum incentivo monetario, somente tiveram uma
ajuda de custo para o gasto com transporte e alimentagao, requerido para seu retorno
trimestral durante o periodo de seguimento.

3.3. TAMANHO AMOSTRAL

Inicialmente foram avaliadas 49 mulheres. Ao longo do periodo de
acompanhamento, 11 voluntarias desistiram da pesquisa por descontinuagdo do uso do
método e/ou desejo de engravidar e 1 voluntaria foi excluida do grupo, por iniciar
atividade fisica ap6s uso de Depoprovera®. Ao final do estudo avaliou-se 37 mulheres,
sendo 20 do grupo Depo e 17 do grupo DIU.

3.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Mulheres que referiram diagnéstico de DM 1 e 2, que apresentaram glicemia de
jejum >100mg/dL ou glicemia = 140 mg/dL aos 120 minutos do teste de sobrecarga oral a
glicose, com ingestdo de 75¢g de glicose; com diagndstico inicial de sindrome metabdlica;
antecedente familiar de primeiro grau com DM; que estavam em periodo de aleitamento;
com comorbidades que contribuissem para a variagao de peso corporal como o hiper e
hipotiroidismo, insuficiéncia renal cronica e transplantadas de qualquer érgao; uso de
medicamentos que possam estar relacionados a ganho de peso e/ou desenvolvimento de
resisténcia insulinica como o uso crénico de corticoesterdides, antipsicéticos, tiazidicos e
estatinas. Também foram excluidas as portadoras de hirsutismo e/ou hiperandrogenismo
e portadoras de Sindrome do Ovario Policistico (SOP) (Anexo 2).

3.5. CRITERIOS DE DESCONTINUAGCAO

As mulheres que faltaram a consulta de retorno para injecao trimestral e/ou aos
retornos de procedimento foram contatadas e novamente remarcadas para o dia préximo.

Aquelas que nao retornaram ap6s 15 (quinze) dias do agendamento inicial, foram
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excluidas. As mulheres que optaram por desistir do estudo ou pela descontinuagédo do
método contraceptivo, foram desligadas a partir do momento de sua decisao.

3.6 COLETA DE DADOS

Os procedimentos de calorimetria indireta, bioimpedancia elétrica, medidas
antropométricas e coletas sanguineas foram realizados na Unidade Metabdlica, Hospital
de Clinicas, UNICAMP, que possui estrutura fisica e recursos humanos e técnicos
adequados para a realizacdo dos exames, além de atendimento aos pacientes durante a
execucao dos procedimentos.

As voluntarias compareciam a Unidade Metabdlica as 07h30min da manha, apds
10-12 horas de jejum para afericdo de medidas antropométricas e realizagao de exames.
Inicialmente eram aferidas medidas de peso, estatura e circunferéncia de cintura, depois a
voluntaria ficava deitada em repouso, para a realizagdo da Bioimpedancia Elétrica (BIA).
Apos realizagdo do exame de bioimpedancia, era puncionada veia na fossa cubital, sendo
coletados 20 ml de sangue para as dosagens necessarias. A calorimetria indireta foi
realizada ap0s estabilizagdo do paciente, de acordo com protocolo a seguir.

3.6.1. Avaliacao do Gasto Caldrico e Utilizacdao de Substratos Energéticos

O gasto caldrico de repouso e os substratos utilizados para a obtencdo de energia
foram avaliados pelo método de calorimetria indireta.

Para tanto, foi utilizado um aparelho da marca Vmax Encore 29, acoplado a uma
canopla de troca gasosa. As medidas foram registradas em um intervalo de 30 minutos. No
decorrer da calorimetria, solicitou-se as voluntarias que permanecessem em siléncio e
acordadas, a fim de evitar alterag¢des respiratorias que pudessem interferir nos resultados.

Neste procedimento foi avaliado o consumo de oxigénio (O,) e a eliminagcdo de gas
carbénico (CO,) em litros por minuto, bem como o volume corrente. A partir destas medidas
primarias, obtiveram-se os valores do gasto energético em quilocalorias por dia e o
coeficiente respiratério. Foram consideradas as médias dos valores obtidos em steady state,
prefixado como variagdes menores que 5% no QR e 10% no CO,. Quando nao se atingiu o
steady state, foi considerada a média de todos os valores obtidos, apds a exclusdo daqueles
muito discrepantes. As medidas obtidas nos primeiros 5 minutos foram sistematicamente

excluidas. Para a avaliagdo dos substratos utilizados na via oxidativa, foi necesséario dosar o
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conteudo de nitrogénio urinario, coletados no decorrer do procedimento. Os valores foram
adicionados as equagdes descritas por Ferrannini et al.2(1988).

Equacoes da Calorimetria Indireta

Padrao Calorimetria

Oxidacao Protéica (g/min) 6,25N

Oxidacao de Glicose (g/min) 4,55VC0O, —3,21V0, - 2,87 N’

Oxidacao Lipidica (g/min) 1,67 (VO,—-VCO,) - 1,92 N ’

Gasto Calorico (Kcal/min) 3,91 VO, + 1,10 VCO,-3,34 N~

N* = taxa de excregdo de nitrogénio urindrio nao protéico (g/min); VO, e VCO,

expressos em I/min.

3.6.2 Técnicas para Avaliacao Antropométrica e Composicao Corporal

e Avaliacdo Antropométrica

A avaliagdo antropométrica foi realizada por um Unico avaliador. Foram aferidos
peso (kg) e estatura (m) utilizando a balanga mecéanica da marca Welmy com preciséo de
1009 e capacidade de 200 kg. A estatura foi mensurada por um estadidmetro acoplado a
balanga e com precisdo de 0,5 cm. A circunferéncia da cintura (CC) foi aferida com uma
fita ineldstica com dimensao de 2m. O ponto anatdmico utilizado foi o ponto médio entre a
ultima costela e a crista iliaca.

As voluntarias, no momento das aferi¢cdes, apresentavam-se descalcas e usando
roupas leves. O estado nutricional foi avaliado pelo célculo do IMC, preconizado pela
Organizacédo Mundial de Satde 1995 e 1997%%,

e Avaliacao da Composigao corporal

O percentual de gordura corporal, peso de massa gorda e massa magra foi avaliado
por Bioimpedancia Elétrica com a utilizagdo do equipamento Biodynamics -
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Bioimpedance Analiser modelo 310. Antes da realizagdao da BIA, cada voluntario foi
orientado a seguir o protocolo proposto por Lukaski et al.®” (1986).

Recomendacdes para realizacdo da Biocimpedéancia Elétrica:

Nao fazer uso de nenhum diurético nos 7 dias que antecedem o teste;

Nao consumir bebidas alcodlicas nas 48 horas anteriores ao teste;

Nao realizar atividade fisica extenuante nas 24 horas anteriores ao teste;

Estar em jejum de alimentos, bebidas e agua por 4 horas antes do teste;

Urinar pelo menos 30 minutos antes da realizagao do teste;

Permanecer 5 minutos deitado, em decubito dorsal, antes da execugao do teste de
bioimpedancia.

3.6.3. Técnicas para dosagens Adipocitocinas, Glicose e Insulina plasmatica

Dosagens séricas de adiponectina, IL-6, visfatina, leptina, TNF-q, insulina e glicose
foram realizadas no momento basal e apdés um ano de uso do método. As amostras de
sangue foram centrifugadas, e o soro foi imediatamente armazenado em pequenas
aliqguotas em um freezer a -80°C.

As dosagens das adipocitocinas e insulina foram realizadas no soro por ensaio
imunoenzimatico, em duplicata, através do método de ELISA, utilizando kits comerciais de
alta sensibilidade e especificidade.

O método imunoenzimatico de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
permite a deteccdo plasmatica de anticorpos especificos. E utilizado para diagnéstico de
varias situagcdes que induzem a produgao de imunoglobulinas e também no diagnéstico
de alergias e doencas autoimunes. O imunoensaio usa anticorpos especificos para
detectar anticorpos e antigenos; o complexo que contém o anticorpo € identificado pelo
acoplamento enzima-anticorpo. A adicdo de substrato ao complexo enzima-anticorpo-
antigeno gera um produto colorido e de acordo com a intensidade mensurada da cor da
superficie, pode-se quantificar e verificar a presenca de substancias de interesse®.

e Adiponectina: Método imunoenzimatico - ELISA- KIT: (MILLIPORE- Billerica, USA).

Sensibilidade: 0,155 ng/mL.
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IL-6: Método imunoenzimatico- ELISA- KIT: (R&D SYSTEMS®- Minneapolis, USA)
Sensibilidade: 0,039 pg/mL (valor médio detectavel).

Visfatina: Método imunoenzimatico- ELISA- KIT: (USCNK- Life Science Inc.- Wuhan,
China) Sensibilidade: 5,7 pg/mL.

Leptina: Método imunoenzimético- ELISA- KIT: (MILLIPORE- Billerica, USA)
Sensibilidade: 0,195 ng/mL.

TNF- a: Método imunoenzimatico — ELISA- KIT: (R&D SYSTEMS®- Minneapolis,
USA) Sensibilidade: 0,106 pg/mL.

Insulina: Método imunoenzimatico- ELISA- KIT: (MILLIPORE- Billerica, USA)
Sensibilidade: 1pU/mL.

Glicose: Método enzimatico, automatizado através de equipamento bioanalisador de
glicose YSI 2300.

3.6.4 Avaliacao da sensibilidade a insulina

HOMA (IR): resultado da operacao da seguinte férmula, os valores considerados serao
normais de 2,6 + 0,9 ou 15-20 quando o IMC > 50:

HOMA ir = Glicemia (mg)/18 x Insulina (mUI/L)
22,5

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As informacdes coletadas e resultados dos exames realizados foram armazenados
em banco de dados utilizando o software Excel versao 2007.

Para comparacao da idade, estatura e medidas iniciais entre os grupos foi utilizado
o teste de Mann-Whitney. Para comparacdo de medidas numéricas entre os tempos e
grupos foi utilizado o método ANOVA para medidas repetidas com transformagao por
postos.

Para verificar a relagcao entre variaveis de interesse, foi utilizado o coeficiente de
correlacao linear de Spearman. Este procedimento varia de -1 a 1. Valores proximos aos
extremos indicam correlagdo negativa ou positiva, respectivamente e valores proximos de
zero nao indicam correlagdo. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos
foi de 5% (P< 0,05).
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4. RESULTADOS

Os grupos foram pareados no periodo basal, tornando-se um grupo homogéneo
em relacao a peso, idade e IMC. Apés 12 meses de avaliacao, pode-se observar aumento
de peso, IMC e superficie corporal de forma significativa no grupo Depo, ja no grupo DIU
s6 foi observado aumento significativo na variavel IMC, como pode ser observado na

tabela 1.

Tabela 1:Caracteristicas dos grupos Depo e DIU

T0 T12 meses
Depo DIU ¥P Depo DIU ¥P
(n=20) (n=17) valor (n=20) (n=17) valor

Variavel Média +DP Média +tDP

Média tDP Média +DP

ldade 29,7 +6,2 28,4 15,8 0,4682
Peso 61,95+9,69 61,24 +6,98  0,5449
IMC 23,74+3,47 24,26+2,67 0,911

SC 1,65 +0,14 1,62 +0,09 0,4127
CC 75,47 +7,2%7,61 +7,88 00,0178

64,96* £9,4061,76 +7,53 0,0007
24,88* £3,4324,56**+2,840,0007

1,69" +0,13 1,63 +0,10 0,0148
76,74 +6,2/75,38 +5,66 0,1834

¥: Teste Mann-Whitney. Significancia estatistica: p< 0,05
* Diferenga grupo Depo entre periodo basal e apds 12 meses
** Diferenga grupo DIU entre periodo basal apos 12 meses

SC: Superficie Corporal
CC: Circunferéncia da Cintura
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Figura 1. Peso corporal basal e 12 meses dos grupos Depo e DIU

* Diferenga grupo Depo entre periodo basal e ap6s 12 meses
Significancia estatistica: p< 0,05.
Ao comparar a composicao corporal dos grupos através da BIA, podemos

observar que os dois grupos apresentaram aumento significativo de peso de massa
magra (PMM) ap6s 12 meses de acompanhamento; além de discreto aumento no peso de
massa gorda (PMG) do grupo Depo ao final do estudo. Estes resultados encontram-se na
tabela 2.

Tabela 2: Composicao corporal por Bioimpedancia Elétrica

T0 T12 meses
Depo DIU ¥P Depo DIU ¥P
(n=20) (n=17) valor (n=20) (n=17) valor
Variavel Média +DP Média xDP Média +DP Média +DP

PMG (kg) 19,43 15,04 19,24 1522 0,398 20,08 559 18,21 4,57 0,9784
%gordura 30,85 +4,66 31,16 6,20 0,416 30,56 +593 29,18 +4,60 0,3766

PMM (kg) 42,80 +5,95 42,01 +4,93 0,911 44,88* 16,03 43,55 +4,30 0,0002

¥:Teste Mann-Whitney. Significancia estatistica: p<0,05
* Diferenga grupo Depo periodo basal e ap6s 12 meses
**Diferenga grupo DIU periodo basal e apés 12 meses
PMG: Peso de massa gorda

PMM: Peso de massa magra
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Figura 2. Peso de massa gorda, % de Gordura e Peso de Massa Magra basal e
apds 12 meses dos grupos Depo e DIU
* Diferenga grupo Depo periodo basal e 12 meses.
** Diferenga grupo DIU periodo basal e apds 12 meses
Significancia estatistica: p<0,05
Em relacdo a GER e QR, houve aumento significativo da TMB nos dois grupos

apo6s um ano (p<0,05). O coeficiente respiratorio reduziu de forma significante depois de
12 meses de estudo nos dois grupos, como demonstrado na tabela 3.

Tabela 3: Gasto Energético em Repouso e Quociente Respiratorio basal e apés 12 meses

Basal 12 meses
Depo DIU ¥P Depo DIU ¥YP
(n=20) (n=17) valor (n=20) (n=17) valor
Variavel Média +DP Média +DP Média +DP Média +DP
TMB(kcal/d) 1087,05 252,06 1187,59 +246,23 0,3674 1319,30* £133,53 1303,18** 104,02  0,0027
QR 0,91 0,11 0,87 0,09 0,8134 0,77* +0,03 0,78** 10,03  <0,0001

¥: Teste Mann-Whitney. Significancia estatistica: p<0,05

* Diferenga grupo Depo entre periodo basal e aés 12 meses
** Diferenga grupo DIU entre periodo basal e ap6s 12 meses
RQ: Quociente Respiratorio

TMB: Taxa Metabdlica Basal
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Figura 3A. Taxa metabdlica basal grupos Depo e DIU periodo basal e ap6s 12
meses

* Diferenga grupo Depo periodo basal e 12 meses.
** Diferenga grupo DIU periodo basal e apés 12 meses
Significancia estatistica: p<0,05
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Figura 3B. Quociente respiratério grupos Depo e DIU periodo basal e apoés 12
meses

* Diferenga grupo Depo periodo basal e 12 meses.
** Diferenga grupo DIU periodo basal e apdés 12 meses
Significancia estatistica: p<0,05
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Na tabela 4, encontram-se os parametros inflamatérios das voluntarias. Os niveis
de leptina aumentaram significativamente nos dois grupos ap6s 12 meses, e houve

reducéo significante nos niveis de visfatina e TNF-a (p<0,05).

Tabela 4: Parametros inflamatorios dos grupos Depo e DIU

T0 T12 meses
Depo DIU ¥P Depo DIU ¥P
(n=19) (n=16) valor (n=19) (n=16) valor
Variavel Média tDP Média +tDP Média *DP Média *DP

Adiponectina 8,09 +3,35 8,51 4,61 0,907 7,52 4,01 8,36 15,32 0,326
Leptina 99,97 +110,57 128,08 +123,53 0,709 199,29*+191,72 168,55**+137,51 0,028
Visfatina 49,32 +23,82 53,01 20,47 0,85 43,24* 17,39  43,63* +29,09 0,012
IL-6 1,21 +0,63 2,18 2,44 0,325 1,89 2,20 2,38 3,04 0,926

TNF-a 4,42 £1,99 3,79 $2,26 0,119 4,03* +2,33 3,30 2,23 0,01

¥:Teste Mann-Whitney. Significancia estatistica: p< 0,05
* Diferencga grupo Depo entre periodo basal e ap6s 12 meses
** Diferenga grupo DIU periodo basal e apdés 12 meses

No grupo Depo houve correlacdo positiva significante (p<0,05) entre peso, IMC,
superficie corporal e TMB e niveis de leptina, correlagdo negativa significante (p<0,05)
entre IL-6, % gordura e coeficiente respiratério e correlacéo positiva entre IL-6 e PMM.
Dados mostrados na tabela 5.

Tabela 5. Correlagao entre variaveis antropométricas e marcadores inflamatérios grupo
Depo

Adiponectina Leptina Visfatina IL-6 TNF
a

Variavel r 2p r 2p r 2p r 2p r 2p

valor valor valor valor valor
Peso 0,3368 0,16 0,66 0,002° 0,03 0,89 0,019 0,9375 -0,09 0,72
IMC 0,3509 0,14 0,65 0,0025% 0,07 0,79 0,06 0,8083 -0,11 0,66
SC 0,2845 0,24 0,61 0,0055% -0,04 0,86 -0,03 0,9006 0,003 0,99
% -0,047 0,85 0,08 0,7426 -0,38 0,11 -0,5 0,028° 0,067 0,79
gordura
PMM 0,1649 05 0,3 0,2149 0,39 0,1 0,453 0,0517° -0,2 0,4
PMG 0,0614 0,8 0,24 0,3216 -0,42 0,07 -0,38 0,1096 0,037 0,88
TMB 0,3386 0,16 0,66 0,0019° -0,22 0,37 -0,15 0,5471 -0,08 0,74
QR -0,312 0,19 -0,2 0,3767 -0,17 0,49 -0,47 0,0404° -0,15 0,53

2 Correlagao linear de Spearman.

Significancia estatistica: p<0,05

& Correlagéo positiva entre variaveis grupo Depo
® Correlagdo negativa entre variaveis grupo Depo
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Apods subdivisdo do grupo Depo por IMC inicial, o subgrupo que apresentava <25
kg/m2 teve aumento significativo de peso, IMC, PMM, TMB, QR, Leptina, HOMA-IR e
circunferéncia da cintura (CC), apés 12 meses de acompanhamento. O subgrupo que

iniciou o estudo com IMC > 25 kg/m? teve aumento significativo apenas de CC e reducgao

significativa de QR. Dados mostrados na tabela 6.

Tabela 6: Caracteristicas gerais subgrupo Depo por IMC inicial periodo basal e apds 12

meses
T0 T12 meses T0 T12 meses
IMC < 25kg/m? **+p IMC = 25kg/m? *p
(n=12) valor (n=8) valor

Variavel Média +DP Média iDP Média +DP Meédia  +DP
Peso 56,15 +6,46 59,81° 7,14 10,0015 70,65 6,71 72,68 6,81 0,1953
IMC 21,35  +£2,08 22,73  +2,26 0,0029 27,33  #1,23 28,10 2,03 0,1406
SC 1,59 +0,11 1,64° 0,11 0,002 1,74 0,13 1,76 10,12 0,1406
% Gordura 28,75  +4,12 28,33 6,34 0,8486 34 +3,66 33,90 3,31 0,9219
PMM 40,23  +4,67 42,79° 595 0,0122 46,65 1578 48 4,95 0,2032
PMG 16,38  +£3,53 17,02 4,47 0,5186 24,00 +3,06 24,68 +3,63 0,3438
TMB 1011,25+222,86 1291,08°+113,53 0,0034 1200,75+264,14 1361,63+157,25 0,2109
QR 0,95 +0,11 0,77° 0,04 0,0005 0,86 +0,09 0,78° 0,03 0,0156
Adiponectina 7,78 13,63 7,21 14,03 0,9658 8,52 3,11 7,94 14,21 0,6406
Leptina 59,57 475,23 157,63 +172,58 0,0244 155,52 +131,39 256,57 +213,29 0,1484
Visfatina 46,47 +2852 41,78  £17,81 0,7002 53,25 +16,31 4525 +17,79 0,1953
IL-6 1,15 10,74 2,54 12,74 0,3203 1,30 +0,48 0,98 0,35 0,1484
TNF-a 5,01 12,12 4,29 12,84 0,2402 3,61 +1,57 3,68 1,47 0,25
HOMA-IR 0,66 +0,40 1,57° +1,45 0,0205 1,15 1,37 1,34 10,91 0,25
CC 71,50 +5,36 73,18%° +567 0,04 8229  +453 85,21 +4,50 0,0625

***:Teste Wilcoxon. Significancia estatistica: p< 0,05
2 Diferenca subgrupo IMC< 25kg/m? entre periodo basal e apds 12 meses

® Diferencga subgrupo IMC = 25kg/m? entre periodo basal e apds 12 meses
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Quando o grupo Depo foi subdividido por ganho de peso, o subgrupo que ganhou
< 3kg apds 12 meses teve aumento significativo de peso, IMC, SC e QR, ja o subgrupo
que ganhou >3kg aumentou significativamente peso, IMC, SC, PMM, PMG, TMB, Leptina,
HOMA-IR e CC e reduziu QR apdés os 12 meses de acompanhamento. Os dados
encontram-se na tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas gerais subgrupo Depo por ganho de peso periodo basal e apés 12
meses

TO0 T 12 meses T0 T 12 meses
< 3kg P 2 3kg P
(n=7) valor (n=10) valor
Variavel Média *DP Meédia +DP Média *DP Meédia +DP
Peso 61,24 +10,38 62,51° 19,95 0,0156 61,1 +8,63 66,63° 8,48 0,002
IMC 2344  +425 2393° 415 0,0313 23,47 350 2555% 346 0,002
SC 1,64 +0,12 1,66° 0,12 0,0313 1,64 +0,11  1,71° +0,11 0,002

% Gordura 30,70 5,58 29,30 6,99 0,5625 30,87 4,58 31,76 6,12  0,7891

PMM 42,51 +532 4394  +650 0,1406 42,01 +4,18 4519  +474  0,0059
PMG 19,44  +6,07 1857 46,20 0,7813 1914 526 21,44° 582  0,0273
T™B 1224,43+266,82  1334,29+12504 0,1563 997,70 +202,72 1318,20°+157,58  0,0117
QR 0,87 +0,09 0,77° 0,03 0,0313 0,95 +0,12  0,77° +0,04 0,002
Adiponectina 10,20  +321 8,60 +482 0375 5,89 +1,90 5,96 +280  0,8457
Leptina 133,53 +156,77 174,20 +184,10 0,2969 78,05 +7625 236,86° +214,93  0,0195

Visfatina 4478 10,82 4576 21,36 08125 50,68 +31,83 43,81 +16,23  0,4316
IL-6 1,30 +0,42 1,91 +1,80 1 1,12 +0,77 2,02 271

TNF-a 4,70 211 4,28 +3,33  0,2969 4,31 +1,98 3,62 +1,67 0,1934
HOMA-IR 125 +1,44 1,15 +0,84 0,5781 0,70 +0,41  1,92¢ +1,41  0,0059

CC 74,14 8,35 75,67 +897 0,125 7590 7,52 79,49°  +7.75 0,002

***:Teste Wilcoxon. Significancia estatistica: p< 0,05
° Diferencga subgrupo ganho < 3kg entre periodo basal e apds 12 meses
9 Diferenca subgrupo ganho = 3kg entre periodo basal e apds 12 meses
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5. DISCUSSAO

Podemos considerar que a nossa populagao tem um diferencial em relagao aos
demais estudos que avaliaram o efeito da AMPD, tendo em vista que nosso grupo foi
pareado com o grupo controle no periodo basal por IMC (£ 1 kg/m?) e idade (x 1 ano),
tornando-se um grupo homogéneo.

A maioria dos estudos prospectivos avalia o efeito da AMPD por um periodo

minimo de 30 meses*?"'®

, No entanto, apds 12 meses de seguimento do nosso grupo de
voluntdrias, observamos que as usuarias do injetdvel ganharam peso de forma
significativa (3,01 kg). Mostrando que, mesmo em curto periodo de acompanhamento, ja
conseguimos observar mudancas significativas e importantes tanto em variaveis
antropométricas, como no perfil metabdlico.

Para melhor avaliar as alteracées de peso, metabdlicas e de composicao corporal,
fizemos duas subdivisdes do grupo Depo; uma por IMC inicial (<25 kg/m? e = 25 kg/m?) e
outra por ganho de peso, sendo a segunda baseada no aumento de peso médio apds 12
meses de intervencao que foi, aproximadamente, 3 kg. Os dois subgrupos apresentaram
mudancas significativas nas variaveis estudas, porém nos subgrupos onde o aumento de
peso em quilos (<3 kg e =3 kg) foi o parametro utilizado, as alteracées foram mais
acentuadas, principalmente naquele que ganhou mais de 3 kg (58,8%; n=10 pacientes),
com ganho médio de 5,53kg, sendo 2,3kg de massa gorda e 3,18kg de massa magra.

Nossos resultados corroboram com estudo realizado por Berenson & Rahman'®
(2009), que apbs compararem alteragbes de peso e composi¢ao corporal entre diferentes
métodos contraceptivos, observaram, em 24 meses de acompanhamento, aumento de
4,4kg e, apo6s 36 meses, ganho de 5,1kg no grupo AMPD. Destes 5,1kg que as
voluntarias ganharam ap6s 36 meses, 4,1kg foram de massa gorda. Além disso, foi
observado aumento significativo de massa magra a partir dos 30 meses de
acompanhamento. Uma provavel explicacdo para o aumento de massa magra nas
usudrias de AMPD seria o efeito androgénico deste método contraceptivo®.

Entretanto, o principal fator contribuinte para o aumento de peso corporal apds o
uso de AMPD relatado pela maioria dos estudos € o aumento nos depdsitos de gordura.
Apds 30 meses de acompanhamento de usudrias de medroxiprogesterona, Clark et al.”’
(2005), observaram ganho de 6,1kg, sendo totalmente representado por aumento de
massa gorda. Existem outros dois provaveis mecanismos que podem explicar o ganho de
peso associado ao uso de AMPD, o primeiro € a possibilidade de ativagao do receptor de
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glicocorticoide®, podendo alterar a massa adiposa, incluindo gordura visceral®', porém,

também é possivel que o estado de hipoestrogenismo induzido pelo injetavel possa ser

outro fator responsavel pelo aumento de peso e gordura corporal®

, j& que na menopausa
ha aumento de gordura, independente de peso e idade®.

Na maioria dos estudos com a Depoprovera® o aumento excessivo de peso é
considerado o principal efeito colateral do método, e se torna a causa mais relevante para
descontinuacdo da terapia'®. Este fato faz com que aumente a atengdo para as usuarias
de métodos contraceptivos, principalmente a base de progesterona, uma vez que o
aumento de peso relatado pode contribuir para desenvolvimento de algumas desordens
metabdlicas, como por exemplo, diabetes mellitus, sobrepeso e obesidade.

A obesidade e a distribuicdo de gordura abdominal sdo consideradas importantes
fatores contribuintes para aumento do risco de HAS, doengas cardiovasculares, DM tipo
2, dislipidemias, esteatose hepatica e inflamagao crénica®®. Como j4 citado, o tecido
adiposo é considerado um 6rgéao endécrino e é capaz de expressar uma variedade de
compostos bioativos, como citocinas, quimiocinas, horménios, proteinas do complemento

e fatores de crescimento®®.

Estas substancias exercem um papel central na
homeostase do corpo e influenciam uma variedade de processos fisiologicos e biolégicos.
As adipocinas sao importantes no controle da saciedade e regulacdo do apetite,
sensibilidade e secreg¢ado de insulina, distribuicdo de gordura corporal, inflamacao, gasto
energético e funcdo endotelial®®®’.

O padrao de secrecao de adipocinas reflete a funcédo do tecido adiposo e parece
ser importante para determinar o risco individual de desenvolvimento de desordens
metabdlicas e comorbidades da obesidade. Quando ha o desenvolvimento da inflamacao
e disfuncdo do tecido adiposo, a secrecdo de adipocitocinas € alterada de forma
significativa para um estado pré-inflamatério, diabetogénico, aterogénico, entre outras
complicagbes®%%,

Em relacdo as alteracbes nos marcadores inflamatérios, no nosso estudo
observamos uma discreta redugéo, ainda que nao significante, nos niveis de adiponectina
no grupo Depo (p=0,326), o que demonstra a necessidade de acompanhamento mais
proximo dessas usuarias, pois ainda ndo temos estudos que, a longo prazo, tenham
esclarecido variagdes mais significativas da adiponectina com o aumento de peso em
usuarias desta medicacdo. Como j& sabido, essa citocina exerce um papel sensibilizador
de insulina, agdo anti-inflamatéria e de combate a apoptose em um numero variado de

células. A liberacdo desta citocina pelo adipécito € regulada em diversas condi¢coes
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metabdlicas, e com o0 aumento do peso ou obesidade pode haver redugao de seus niveis
circulantes e prejuizos para a homeostase organica. Além disso, a expressao e aumento
de secrecdo de adiponectina melhora a sensibilidade a insulina e perda de peso®. Por
outro lado, varios horménios associados a resisténcia insulinica e obesidade, incluindo
catecolaminas, insulina, glicocorticbéides, TNF-a e IL-6, sdo capazes de reduzir a
expressdo e secrecdo de adiponectina em células de gordura in vitro'®. Além de seus
efeitos periféricos, a adiponectina também age no cérebro aumentando o gasto
energético, levando a perda de peso®%%°,

Ainda em relacdo a parametros metabdlicos, mostramos um aumento significante
nos niveis de leptina no subgrupo com maior ganho de peso (p=0,02), fato esse ainda nao
relatado em estudos que acompanharam usuarias de Depoprovera® por diferentes
periodos de tempo. A leptina € uma adipocina bastante estudada, secretada quase que
exclusivamente pelos adipdcitos e é capaz de regular a ingestao de alimentos através da
reducdo de peptideos orexigenos e aumento de peptideos anorexigenos, além de
controlar o gasto energético e apresentar propriedades aterogénicas. A leptina também
pode aumentar a agregagao plaquetéria e trombose, promover a angiogénese e induzir a

proliferagdo e migragao celular para o masculo liso vascular'™'.

102

Na obesidade, os niveis circulantes de leptina™ e sua expressdo de RNAm no

® estdo aumentados, provavelmente devido & resisténcia a leptina'™.

tecido adiposo'®
Também, em niveis normais, desempenha um papel importante na regulacdo da
homeostase da glicose, independente de acdes sobre a ingestdo alimentar, o gasto
energético ou peso corporal. Além de melhorar a sensibilidade a insulina no figado e no
musculo esquelético, através do aumento da oxidagao de acidos graxos e diminui¢cdo do
armazenamento de triglicérides no musculo'', regula a fungdo das células B
pancreaticas'®, ao passo que prejudica a sinalizacdo da insulina nos adipécitos'®.

Assim, a interacdo entre a inflamacao e leptina é bidirecional, uma vez que as
citocinas pré-inflamatérias aumentam a sintese e liberagdo de leptina, a leptina, por sua
vez, contribui para a manutengao do estado inflamatério cronico da obesidade'”’.

Nosso estudo ainda tem como objetivos as avaliagbes do gasto energético em
repouso e quociente respiratério, tendo em vista que dados sobre metabolismo basal com
o uso de AMPD sé&o escassos na literatura.

A taxa metabdlica basal aumentou significativamente no grupo Depo e controle.
No entanto, pode-se observar aumento mais acentuado nesta variavel no subgrupo Depo

que ganhou mais peso (>3 kg). Esta variagdo é justificada principalmente por aumento
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nos compartimentos corporais, massa gorda e de massa magra. Ja& 0 quociente
respiratorio dos dois grupos reduziu apds 12 meses de acompanhamento, indicando uma
mudanca na metabolizacdo de substratos energéticos. No periodo basal, as voluntarias
apresentaram quociente respiratério caracteristico de metabolizacao glicidica e ao final do
estudo mudaram o perfil e passaram a metabolizar lipidios. Essa mudanca metabdlica
pode estar relacionada com alteracdes observadas, como o aumento significante nos
niveis de leptina.

Ainda em relacdo a essa mudanca na metabolizagcdo de substratos e quociente
respiratorio, nossos resultados estdo de acordo com os do estudo de Bakry & Abdullah™
(2008), onde ratas (Rattus norvigcus) em uso de AMPD, em doses compativeis as
usadas em humanos, também apresentaram mudancas no perfil lipidico, além de
aumento nos niveis de lipideos totais, triglicérides, colesterol total, LDL colesterol e VLDL-
colesterol e reducdo nos niveis de HDL- colesterol, ao final do estudo concluiram que a
AMPD pode exercer a longo prazo um efeito aterogénico.

Quanto a Visfatina, podemos observar redugéo significante no grupo Depo ao final
do periodo de intervencao (p=0,012). Ela é produzida e secretada principalmente pelo
tecido adiposo visceral e exerce efeitos insulino-miméticos através de ligagdo e ativagéao
do receptor de insulina'®. Varios estudos estabeleceram uma correlacdo positiva entre
niveis plasmaticos de visfatina, obesidade e gordura visceral. Em humanos, os estudos
indicam uma possivel correlacao positiva entre a expressao do gene da visfatina no tecido
adiposo visceral e IMC, e uma correlacdo negativa entre visfatina, IMC e gordura
subcutanea®. Nossos resultados estdo em concordancia com os estudos que
encontraram correlacédo negativa entre visfatina, IMC e adiposidade, no entanto, os dados
da literatura sobre esta citocina sdo contraditérios e seria necessario um maior tempo de
observagao em um numero maior de pacientes.

Outras alteragdes significantes no subgrupo que ganhou mais peso (=3kg) foram
os resultados das medidas de circunferéncia da cintura e HOMA-IR apds 1 ano. Valores
elevados de circunferéncia da cintura sao indicativos de aumento tanto no tecido adiposo
subcutdneo quanto visceral, esta € uma variavel que precisa ser avaliada por um tempo
maior em usuarias de AMPD, uma vez que € um dos critérios para diagnéstico da
sindrome metabdlica. Neste sentido, o HOMA-IR apesar de ainda ndo caracterizar um
estado de resisténcia a insulina (HOMA-IR > 2,5), também deve ser melhor avaliado a
longo prazo em usudrias deste método contraceptivo. De acordo com Fahmy et al.'®
(1991), o AMPD tem sido associado por interferir na agao da insulina.
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Nosso estudo encontrou alteragdes relevantes no peso, composi¢cao corporal e
perfil metabdlico nos primeiros 12 meses de uso do contraceptivo. Essas alteragoes
principalmente o aumento de peso corporal, aumento dos niveis de leptina e HOMA-IR;
mesmo esses dois ultimos estando ainda dentro dos parametros de normalidade; devem
ser avaliados mais criteriosamente em usuarias de Depoprovera, tendo em vista que a
maioria dos estudos com um maior tempo de acompanhamento ja relatam aumento de
peso, principalmente as custas de massa gorda, com o uso do progestageno. O ganho
de peso associado a mudancas nessas variaveis pode contribuir para o desenvolvimento
de algumas complicacées cronicas, entre elas a obesidade, resisténcia a insulina e
diabetes mellitus. O tempo de exposicdo ao método tem sido considerado o fator mais

relevante para o desenvolvimento dessas alteragdes.
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6. CONCLUSOES

Com o ganho de peso, houve aumento significativo da taxa metabdlica basal,

indicando uma influéncia do ganho massa magra apés os 12 meses.

Houve aumento de peso, mudangas na composi¢cao corporal e no gasto energético
em repouso de forma mais expressiva em quem ganhou mais que 3 kg apos 12
meses de uso do contraceptivo.

Em relagdo a marcadores inflamatérios, no subgrupo que ganhou mais que 3kg
apo6s 12 meses houve aumento significativo de leptina e redugéo de visfatina.

O indice HOMA ainda n&o indica resisténcia insulinica, provavelmente com um
maior tempo de exposicdo ao método as usuarias possam evoluir para esse

quadro.

Observamos a necessidade de avaliar mais criteriosamente e a longo prazo o perfil

metabdlico e inflamatério das usuarias que ganharam mais peso.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate for 12 months the changes of body weight
using Depot Medroxyprogesterone Acetate (DMPA) and if these changes are related to
criteria for metabolic syndrome and its association with inflammatory markers. Women of
childbearing age who chose the injectable contraceptive Depoprovera® without previous
use of this method, BMI <30 kg / m?, and women using non-hormonal contraception 1UD
TCu 380A, were invited to participate in the study. The participants were aged between 18
and 40 years. At the baseline and after one year, changes in weight gain, body
composition by the bioimpedance electric method, resting energy expenditure by the
indirect calorimetry method and inflammatory markers were assessed. The Mann-Whitney
test was used to compare the variables between two groups. The Wilcoxon test was used
for comparison of group time fixing. The significance level for statistical tests was 5% (P
<0.05). After 12 months of evaluation, we could observe a significant increase in the
DMPA group in weight and BMI, while the IUD group’s only significant increase was
observed in the BMI variable. Relative to REE there was an increase of BMR in both
groups after one year. The sub-group DMPA that gained <3 kg had increased significant
weight, BMI and BS with RQ reduction, while the sub-group that gained =3 kg had a
significant increase in weight, BMI, BS, FFM, FM, BMR, Leptin, HOMA-IR and WC, with
RQ significantly reduced. In conclusion, our study found significant changes in weight,
body composition and metabolic profile of the population studied in the first 12 months of
contraceptive use. These changes mainly increased body weight, leptin levels and HOMA-
IR which can contribute to the development of some chronic complications, including

obesity, insulin resistance and diabetes mellitus.

Keywords: Obesity, Body Composition, Resting Energy Expenditure, Depot
medroxyprogesterone acetate, Leptin
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Introduction

Obesity is considered a serious public health problem that affects both first world
countries as well as developing ones. In the world, there are an estimated 1.5 billion
overweight adults, of which approximately 500 million are obese'.In Brazil, 50.8% of the
population over 18 years old are overweight and 17.5% are obese® This complex and
chronic disorder of multifactorial etiology is the result of positive energy balance, and
genetic and environmental factors are involved in developing this metabolic disorder® *. In
women, the use of hormonal contraceptives has been associated with weight gain and
changes in body composition.

Depot medroxyprogesterone acetate (DMPA) is an injectable contraceptive method
and in its formulation contains 150mg of DMPA administered every 3 months
intramuscularly at a plasma concentration of approximately 1ng/mL°. According to the
characteristics of contraceptive efficacy, safety and low cost, and ease of access due to its
ready availability from public health systems in several countries, including Brazil, millions
of women choose to use this method®. Despite having a potential negative effect on the
bones, the most common reason for discontinuing use of DMPA is increased body weight.”
Most prospective studies that have assessed the body composition of these progestin
users, with at least 30 months of use, show a weight gain associated with an increase in
body fat deposits® °.

However, few studies show that the users after weight gain have criteria for
metabolic syndrome and / or are associated with inflammatory markers. Therefore, the aim
of this study was to evaluate for 12 months the changes of body weight using DMPA and if
these changes are related to criteria for metabolic syndrome and its association with

inflammatory markers.
Materials and Methods

Subjects

45



This was a prospective cohort study with women attending the family planning
clinic at the Gynecology and Obstetrics Department, University of Campinas (UNICAMP),
Brazil.

Women of childbearing age who chose the injectable contraceptive Depoprovera®
without previous use of this method, BMI <30 kg / m?, and women using non-hormonal
contraception IUD TCu 380A, were invited to participate in the study. The participants
were aged between 18 and 40 years.

After signing, they were interviewed to collect data and personal medical and family
history. An administration every three months of 150mg of DMPA (Depoprovera® - EMS,
Hortolandia, SP, Brazil) was given and follow-up was maintained for one year. The women
in the control group, TCu 380A IUD users, underwent the same procedures provided for
inclusion into the DMPA group.

Exclusion criteria were: women with Diabetes Mellitus (DM) type 1 or 2; those with
a family history of diabetes; those who had fasting glucose> 100 mg / dL after 8 hours of
fasting or after a 120 minute oral glucose tolerance test had 75 g glucose blood glucose>
140 mg/dL; women breast-feeding; those with co-morbidities that contribute to the
variation in body weight such as hyper-and hypothyroidism; chronic renal failure and
transplant of any organ; use of medications that may be related to weight gain and / or
development of insulin resistance such as the chronic use of corticosteroids,
antipsychotics, diuretics and statins. Patients with hirsutism and/or hyperandrogenism and
Polycystic Ovary Syndrome were also excluded.

Initially, 49 women were evaluated. Throughout the monitoring period, 11
volunteers were excluded either for not returning for follow-up or because they became
pregnant. One participant was excluded from the group by initiating physical activity after
use of Depoprovera ®. At the end of the study we evaluated 37 women, 20 of the DMPA
group and 17 of the IUD group.

This study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medical
Sciences- UNICAMP, and all the volunteers who agreed to participate signed a consent

form.

Anthropometric measurements and Body Composition

Anthropometric assessment was performed by a single examiner. Weight (kg) and
height (m) were measured using a Welmy mechanical scale with 100g precision and
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capacity of 200 kg. Height was measured by a stadiometer coupled to the scale with a
precision of 0.5 cm. Waist circumference (WC) was measured with an inelastic 2m tape
dimension. The anatomical point used was the midpoint between the last rib and the iliac
crest.

Nutritional status was assessed by calculating the Body Mass Index (BMI),
recommended by the World Health Organization 1995 and 1997.™

The percentage of body fat, weight, fat mass and lean mass was assessed by
Bioimpedance Electric (BIA) using the equipment Biodynamics - Bioimpedance Analiser
model 310.

Resting Energy Expenditure

The resting energy expenditure (REE) and substrate used to obtain energy were
assessed by the indirect calorimetry method. For this, a Vmax Encore 29 device coupled
to a canopy gas exchange was used.

The consumption of oxygen (O2) and the elimination of carbon dioxide (CO2) in
liters per minute as well as tidal volume were reported in this procedure. From these
primary measures, the values of energy expenditure in kilocalories per day were obtained
along with the respiratory quotient. The mean values obtained in steady state, prefixed as
smaller variations than 5% in respiratory quotient (RQ) and 10% in CO2 were considered.
Biochemical Assays

Serum adiponectin, IL-6, visfatin, leptin, TNF-a, insulin and glucose were
performed at baseline and after one year of using the method. The blood samples were
centrifuged, and serum was immediately stored in small aliquots in a freezer at -80 ° C.
Dosages of adipocytokines and insulin were performed in serum by enzyme immunoassay
in duplicate by ELISA using commercial kits with high sensitivity and specificity.

Statistical Analysis

All results are expressed as mean +SD. The Mann-Whitney test was used to
compare the variables between two groups. The Wilcoxon test was used for comparison of
group time fixing. For comparison of numerical measurements between times and groups
ANOVA was used for repeated measurements with transformation stations. The
significance level for statistical tests was 5% (P <0.05). The SAS program for Windows
version 9.2 was used to perform the analyses.

Results
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The groups were paired at baseline, becoming a homogeneous group in relation to

age (x1 year), and BMI (x1kg/m?2). After 12 months of evaluation, we could observe a

significant increase in the DMPA group in weight, BMI and body surface, while the 1UD

group’s only significant increase was observed in the BMI variable (Table 1).
Table 1: Characteristics of the DMPA and DIU groups

Baseline 12 months

DMPA IUD ¥P DMPA IUD ¥P

(n=20) (n=17) value (n=20) (n=17) value
Variable Mean £SD Mean £SD Mean £SD Mean £SD
Age (years) 29,7 16,2 28,4 58 0,4682 _
Weight (kg) 61,95£9,69 61,24 £+6,98 0,5449 64,96* 9,40 61,76 +7,53  0,0007
BMI (kg/m2) 23,74+3,47 24,26+2,67 0,911 2488*+3,43 24,56**+2,84 0,0007
BS: 1,65 £0,14 1,62 £0,09 04127 1,69*+0,13 1,63+0,10 0,0148
WC (cm) 75,47 +7,28 77,61+7,88 0,0178 76,74 16,27 75,38 15,66 0,1834

¥: Mann-Whitney test. Statistical Significance: p< 0,05

* Depo group difference between baseline and after 12 months

** DIU group difference between baseline and after 12 months

BS: Body Surface
WC: Waist Circumference
BMI: Body Mass Index

Relative to REE and RQ, there was an increase of BMR in both groups after one year.

The respiratory quotient was significantly reduced after 12 months of study in groups

DMPA and IUD (Table 2).
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Table 2: Resting Energy Expenditure and Respiratory Quotient baseline and after 12

months
Baseline 12 months
DMPA IUD ¥P DMPA IUD ¥P
(n=20) (n=17) value (n=20) (n=17) value
Variable Mean +SD Mean *SD Mean *SD Mean +SD
BMR(kcal/d) 1087,05 +252,06 1187,59 +246,23 0,3674 1319,30* +133,53 1303,18** +104,02 0,0027
RQ 0,91 +0,11 0,87 +0,09 0,8134 0,77* +0,03 0,78** 0,03 <0,0001

¥:Mann-Whitney test. Statistical significance: p<0,05

* Difference Depo group between baseline and after 12 months
** Difference IUD group between baseline and after 12 months
RQ: Respiratory Quotient

BMR: Basal Metabolic Rate

Table 3 shows the subdivision of the DMPA group for weight gain after 12 months
follow-up. The sub-group that gained <3 kg had a significant weight, BMI and BS increase
with RQ reduction, while the sub-group that gained =23 kg had a significant increase in
weight, BMI, BS, FFM, FM, BMR, Leptin, HOMA-IR and WC, with RQ significantly

reduced.
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Table 3: Characteristics of DMPA group subdivided by weight gain after 12

months  Bageline 12 months Baseline 12 months
< 3kg +P >3kg +P
(n=7) value (n=10) value
Variable Mean xSD Mean +SD Mean £SD Mean £SD
Weight 61,24 +10,38 62,51° +9,95 0,0156 61,1 +8,63 66,63°  +8,48 0,002
BMI 23,44 +425 23,93° #4115 0,0313 23,47 13,50 25,55° +3,46 0,002
BS 1,64 +0,12 1,66° 0,12 0,0313 1,64 +0,11 1,71° 0,11 0,002
% Fat 30,70 5,58 29,30 6,99 0,5625 30,87 +4,58 31,76 16,12 0,7891
FFM 42,51 15,32 43,94 16,50 0,1406 42,01 +4,18 45,19° 4,74 0,0059
FM 19,44 16,07 18,57 6,20 0,7813 19,14 +526 21,44° 5,82 0,0273
BMR 1224,434266,82 1334,29+125,04 0,1563 997,70 +202,72 1318,20° +157,58 0,0117
RQ 0,87 +0,09 0,77° 0,03 0,0313 0,95 +0,12 0,77° 0,04 0,002
Adiponectin 10,20 3,21 8,60 +4,82 0,375 5,89 +1,90 5,96 12,80 0,8457
Leptin 133,53 +156,77 174,20 £184,10 0,2969 78,05 176,25 236,86° +214,93 0,0195
Visfatin 44,78 +10,82 45,76 +21,36 0,8125 50,68 +31,83 43,81 +16,23 0,4316
IL-6 1,30 10,42 1,91 +1,80 1 1,12 0,77 2,02 2,71 1
TNF-a 4,70 2,11 4,28 13,33 0,2969 4,31 1,98 3,62 +1,67 0,1934
HOMA-IR 1,25 +1,44 1,15 0,84 0,5781 0,70 +0,41 1,92° +1,41 0,0059
WC 74,14 18,35 75,67 8,97 0,125 75,90 7,52 79,49° 7,75 0,002

+:Wilcoxon test. Statistical Significance: p< 0,05
° Difference sub-group weight gain <3kg comparing baseline and after 12 months
¢ Difference sub-group weight gain >3kg comparing baseline and after 12 months

Discussion

We can consider that our population has a differential in relation to other studies
evaluating the effect of DMPA, considering that our group was paired with the control
group at baseline for BMI (+ 1 kg / m?) and age (+ 1 year), becoming a homogeneous
group. Our study found that after 12 months of follow up the injectable DMPA users had
significant weight gain (3.01 kg). As most prospective studies evaluating the effect of

DMPA were for at least 30 months® & °

, we can consider that the follow-up period of our
study is short compared to the others, but we can already observe significant changes in
important variables studied.

To better assess changes in weight and body composition, we made a subdivision
of the DMPA group for weight gain (<3 kg and >3 kg), and observed significant changes in
weight and body composition in both groups, but the group which gained >3kg had the

more pronounced changes. This group had a mean gain of 5.53 kg, increased fat mass
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(2.3 kg) and lean mass (3.18 kg) after 12 months follow-up. The increase in lean mass in
users of DMPA may be explained by the androgenic effect of this contraceptive method'".

Berenson & Rahman®, to compare changes in weight and body composition
between different contraceptive methods, observed at 24 months of follow-up an increase
of 4.4 kg and after 36 months a gain of 5.1 kg in the DMPA group. Of the 5.1 kg that the
volunteers put on after 36 months, 4.1 kg were of fat mass. Moreover, a significant
increase in lean body mass after 30 months of follow-up was observed.

The main contributing factor to the increase in body weight after use of DMPA
reported in most studies is the increase in fat deposits. After 30 months of follow- up users
of medroxyprogesterone, Clark et al ¢, observed a gain of 6.1 kg, and is fully represented
by increased fat mass. There are two other possible mechanisms that might explain the
weight gain associated with DMPA use: the first is its glucocorticoid-like activity, which
appears to be associated with increased fat, including visceral fat'?. However, secondly, it
is also possible that the state of hypoestrogenism induced by the injectable may be
another factor responsible for the increase in weight and body fat'®.

In our study, the subgroup that gained more weight at the end of the study also had
a significant increase in waist circumference and HOMA-IR. Increased waist circumference
is indicative of an increase in subcutaneous and visceral adipose tissue. HOMA-IR,
although not yet characterized as insulin resistance (HOMA-IR> 2.5) in our group,
indicates a probable trend for the development of metabolic syndrome with increased
exposure time for the contraceptive method. Metabolic syndrome increases the risk of
metabolic complications, including diabetes mellitus, cardiovascular disease, and insulin
resistance”’.

In relation to changes in inflammatory markers, we observed a slight decrease in
adiponectin levels, although it was not significant in the DMPA group. A greater reduction
in the levels of this marker associated with weight gain and increased body fat can
contribute to the development of insulin resistance. Moreover, there was a significant
increase in leptin levels in the group with greater weight gain. Leptin is directly related to

415 and is also related to food

body fat in both experimental models and in humans
intake'®.

This study also has the important evaluation point of resting energy expenditure
and respiratory quotient, given that data on basal metabolism with DMPA use are scarce.
The basal metabolic rate increased significantly in the DMPA group and control. However,

a more significant increase in this variable in subgroup DMPA which has gained more
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weight (> 3 kg) can be seen. This increase is mainly explained by an increase in fat mass
and lean mass as well. The respiratory quotient of the two groups decreased after 12
months follow-up, indicating a change in metabolism of energy substrates. The volunteers
at baseline had a characteristic respiratory quotient of high sugar metabolism but by the
end of the study the profile changed with lipids starting to metabolize.

In a study in rats (Rattus Norvigcus) with DMPA use in doses compatible with those
used in humans, changes were observed in the lipid profile of the rats who used progestin,
such as increased levels of total lipids, triglycerides, total cholesterol, LDL cholesterol and
VLDL-cholesterol and in turn a reduction in HDL-cholesterol. At the end of the study they
concluded that DMPA may exert a long-term atherogenic effect’.

In conclusion, our study found significant changes in weight, body composition and
metabolic profile of the population studied in the first 12 months of contraceptive use.
These changes mainly increased body weight, leptin levels and HOMA-IR which can
contribute to the development of some chronic complications, including obesity, insulin
resistance and diabetes mellitus.
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9. ANEXOS
ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“CLAMP EUGLICEMICO HIPERGLICEMICO”

A Sra. esta sendo convidada a fazer um teste denominado “clamp” euglicémico
hiperinsulinémico. Esse teste sera conduzido na Unidade Metabdlica, no Hospital das
Clinicas, UNICAMP, coordenado pela Dra. Sarah Monte Alegre. Para a realizacao deste
teste, vocé devera chegar ao laboratério em jejum de 12 horas, as 7hs da manha, na data
previamente agendada. Durante o teste vocé vai ficar em repouso em um leito durante
uma manha, com soros instalados em duas veias dos bragos por um certo periodo para
infundir glicose (“acucar”) e insulina no sangue. Uma das veias sera usada para colher

sangue algumas vezes, sem necessidade de perfurar outras veias.

Beneficios: é o melhor teste para medir a secrecdo de insulina (um dos principais
problemas do diabetes).

Desvantagens: praticamente n&o ha.

Efeitos indesejaveis: pode haver desconforto causado pela coleta de amostras
de sangue durante o teste. Os riscos possiveis relacionados a coleta de sangue séo:
inflamacao da veia, dor, manchas roxas na pele ou sangramento no local. Durante o
clamp, o risco de hipoglicemia praticamente nao existira ja que os seus niveis de glicose
estardo sendo controlados todo o tempo e a corregédo, se necessario, sera prontamente
realizada.

Confidencialidade e privacidade dos seus dados e identificacao: a equipe do
estudo colhera informagbes suas como nome, endereco, telefone de contato, data de
nascimento, dados sobre sua saude e histéria médica, além das informacdes verificadas
durante o estudo. Ao apresentar os resultados da pesquisa em congressos ou
publicacdes, a equipe nunca fara referéncia ao seu nome.

Posso me recusar a participar do estudo? Sim. A sua participagéo neste teste é
voluntaria. Se vocé decidir ndo realizar, vocé nao terd nenhum prejuizo do seu

atendimento e tratamento médico aos quais tem direito.
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Informacgoes sobre os exames colhidos: quando o estudo estiver concluido vocé
podera solicitar acesso as informacdes sobre vocé, que foram obtidas durante o estudo.
Para pedir essas informagdes vocé deve entrar em contato com: Dra. Arlete Fernandes,
no Amb. Planejamento Familiar da FCM/UNICAMP, telefone: (19) 3789-2856/(19) 3521-
7176, ou com a Nutricionista Gisele Batista na Unidade Metabdlica —Hospital das Clinicas
da UNICAMP, 6° andar ou pelo telefone (19) 3521-7155.

Como poderei tirar duvidas a respeito do estudo? Entre em contato com a Dra.
Arlete Fernandes, no Ambulatério de Planejamento Familiar da FCM/UNICAMP, telefone:
(19) 3789-2856/(19) 3521-7176, ou com a Nutricionista Gisele Batista na Unidade
Metabolica- Hospital das Clinicas Unicamp, 6° andar, ou pelo telefone (19) 3521-7155 ou
(19) 3521-7837. Se tiver duvidas sobre seus direitos como participante do estudo, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP pelo telefone (0XX19) 3788-8936.

Vocé recebera uma cdpia assinada deste termo de consentimento livre e

esclarecido.

Eu RG li e
compreendi este termo de consentimento. Todas as minhas duvidas foram respondidas.

Sou voluntario para participar deste estudo.

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

responsavel

Assinatura da testemunha (se aplicavel)

DATA / /
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ANEXO 2- FORMULARIO DE INCLUSAO DE PACIENTES

Listagem para de inclusdo de pacientes

e |dade entre 18 e 35 anos [ ]Sim [ 1Nao
e Glicemia < 100mg/dl [ ]Sim [ 1Nao
e IMC maior que 20 e menor que 30 [ ]Sim [ ]Nao
¢ Nao estd amamentando [ ]Sim [ 1Nao
¢ Nao possui antecedente familiar 1¢ grau para DM [ ] Sim [ 1Nao
e Nao possui hiper e hipotiroidismo [ ]Sim [ 1Nao
e Nao possui insuficiéncia renal crénica [ ]1Sim [ ]1Nao
¢ Nao possui transplante de qualquer 6rgao [ ]Sim [ 1Nao
e Nao uso crdnico de corticoesterdides e antipsicoticos [ ]Sim [ ]Nao
e Nao uso crdnico tiazidicos e estatinas [ ]Sim [ ]Nao
¢ Nao possui hirsutismo e/ou hiperandrogenism [ ] Sim [ ]Nao
¢ Nao possui Sindrome do Ovario Policistico (SOP) [ ]Sim [ 1Nao
¢ Reside em Campinas ou préxima a regiao [ ]1Sim [ 1Nao
¢ Aceita voluntariamente participar do estudo [ ] Sim [ ]1Néao

Somente mulheres que obtiverem SIM em todas as afirmativas poderao ser
convidadas a participar do estudo
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ANEXO 3. PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index html

CEP, 23/11/09.
(Grupo 1IT)

PARECER CEP: N° 903/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0698.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO PROSPECTIVO DE AVALIACAO DA RESISTENCIA
INSULINICA, METABOLISMO DE LiPEDES E REPERCUSSAO SUBCLINICA DE
DOENCA CARDIOVASCULAR EM MULHERES QUE INICIAM O USO DO
CONTRACEPTIVO  INJETAVEL TRIMESTRAL DE ACETATO DE
MEDROXIPROGESTERONA DE DEPOSITO EM SEGUIMENTC DE DOIS ANOS”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luis Bahamondes.

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 02/10/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/11/10 (O formulério encontra-se no site acima)

I1 - OBJETIVOS

Avaliar os possiveis mecanismos para o ganho de peso de mulheres que iniciam o contraceptivo
injetdvel trimestral com acetato de medroxiprogesterona de depésito na dose de 150mg, (Depoprovera),
durante o periodo de dois anos.

III - SUMARIO

Serd um estudo prospectivo com 100 usudrias iniciais de AMPD, acompanhadas pelo periodo de
dois anos. Cada usudria ter como controle uma usuaria de dispositivo de cobre (DIU TCu380A), de igual
idade (1) e indice de massa corpérea (IMC+1), que cumprird os mesmos procedimentos diagndsticos e
tempo de seguimento. As mulheres com idade de 18 a 40 anos e IMC<30kg/m2, que consultarem no
ambulatério de Planejamento Familiar do Caism/UNICAMP, e optarem pelo AMPD como contraceptivo
e seus controles, serdo convidadas a participar do estudo. Serdo aceitas aquelas que cumprirem os
critérios de inclusdo e assinarem o TCLE. Todas as mulheres retornario ao servigo trimestralmente para
inje¢do da AMPD. As 200 mulheres responderdo a questionério sobre hébito alimentar, atividade fisica,
tabagismo e etilismo, e terdo aferidos a pressdo arterial, peso, medidas antropométricas e de
bioimpedancia para avaliagdo da gordura corporal, e dosados em amostra de sangue o perfil lipidico,
tiroideo, fungdo hepatica, pardmetros glicémicos (glicemia e insulina de jejum e HOMA) nos meses 0, 6,
12, 18 e 24. Uma amostra secundaria e randomizada de 30 mulheres usudrias e seus controles, apds
concordarem e assinarem um novo TCLE, nos meses 0, 12 e 24 terdo avaliadas a resisténcia e secre¢do
pancredtica de insulina através de clamp hiperglicémico, dosadas as adiponectinas e apolipoproteinas A/B
e serdo submetidas 2 medida da intima-média (IMT) da artéria carétida e didmetro da artéria braquial por
ultrassom e medidas a deposi¢do de gordura na parede abdominal e visceral intra-abdominal, ambas
através de ultrassom.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

Apbs respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo com a
Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds acatar os
pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e atendendo todos os
dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de
Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os
anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96
—Item IV.1.) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.
CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas
frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagSes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projeto do
Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.
251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos estabelecidos
na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reuni&o Ordindria do CEP/FCM, em 27 de outubro de 2009.

Profa. Dra. W%{?ﬁlviq Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE DO COMIT¥ DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Efica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
)
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