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RESUMO

Objetivo: Avaliar a funcdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, através do
cortisol salivar da meia-noite, e sua relacdo com parametros clinicos e laboratoriais em
mulheres na p6s-menopausa inicial, antes e ap0os seis meses do uso da terapia hormonal
(TH). Métodos: Ensaio clinico aberto realizado em mulheres nos primeiros cinco anos
de menopausa com indicacdo para o uso da TH. Foram avaliados 0s niveis pressoricos,
a medida da circunferéncia abdominal (CA), o indice de massa corporea (IMC), perfil
lipidico, perfil glicémico e dosagem do cortisol salivar da meia-noite antes e apos seis
meses de uso diario de 17-p-estradiol 1g e drospirenona 2mg. Resultados: Dezenove
pacientes concluiram o estudo. Observamos um declinio dos niveis de cortisol salivar ao
longo do tratamento, porém, sem relevancia estatistica (p=0,488). A medida da CA
apresentou reducdo significativa (90,21 c¢cm vs 88,53 cm) com p=0,011, dado n&o
observado com a média do IMC (27,55 kg/m* vs 27,26 kg/m?; p=0,152). A média dos
niveis de pressao arterial sistolica, colesterol total, glicemia de jejum (GJ) e lipoproteina
de baixa densidade (LDL) apresentaram declinio estatisticamente significante apds os
seis meses de tratamento. Houve uma correlacdo entre os niveis de cortisol e pressdo
arterial sistolica, diastolica e GJ, antes do uso da TH, que ndo se manteve apds o
periodo de tratamento. Conclusdo: O uso da TH por seis meses ndo foi capaz de
promover alteracdo nos niveis de cortisol salivar a meia noite, mas foi responsavel por

uma reducdo significativa na CA, pressao arterial sistolica, niveis de LDL e GJ.

DESCRITORES: menopausa, cortisol salivar, sindrome metabdlica,

hipercortisolismo.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the function of hypothalamo-pituitary-adrenal axis,
through the midnight salivary cortisol, and its relation with clinical and laboratory
parameters in initial postmenopausal women, six months before and after the use of
hormone therapy (HT). Methods: Open clinical trial conducted on women in their first
five years of menopause with indication for the use of HT. It was evaluated the blood
pressure levels, measurement of waist circumference (WC), the body mass index (BMI),
lipid profile, glycemic profile and the midnight salivary cortisol dosage six months
before and after the daily use of 17- B-estradiol 1g and drospirenone 2mg. Results:
Nineteen patients completed the study. It was observed a decrease in the average
salivary cortisol levels during treatment, but without statistical significance (p=0.488).
The WC measurement showed a significant reduction (90.21 cm vs 88.53 cm) with
p=0.011, same result was not observed with the BMI average (27.55 kg/m? vs 27.26
kg/mz?; p=0.152). The average levels of systolic blood pressure, total cholesterol, fasting
plasma glucose (FPG) and low density lipoprotein (LDL) showed statistically
significant decrease after six months of treatment. There was a correlation between the
cortisol levels and systolic, diastolic blood pressure and FPG, before the use of HT,
which is not maintained after the treatment period. Conclusion: The use of HT for six
months was not able to decrease the levels of midnight salivary cortisol, but was
responsible for a significant reduction of WC, systolic blood pressure, LDL levels and

FPG.

KEYWORDS: menopause, salivary cortisol, metabolic  syndrome,

hypercortisolism.



Figura 1

Tabela 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Processo de selecdo dos estudos.

Estudos selecionados: localizagcdo, desenho do estudo, numero de
participantes, pontuacdo, qualidade, caracteristicas e variaveis
primarias.

Caracteristicas basais dos 19 participantes do estudo.

Estatisticas dos dados antropométricos e laboratoriais por tempo de
avaliagéo.

Correlagdo de Spearman dos niveis de cortisol entre os dados
antropometricos e laboratoriais por avaliagéo.

30

31

55

56

57



LISTA DE ABREVIATURAS

Circunferéncia abdominal (CA)

Colesterol total (CT)

Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)
Doenga cardiovascular (DCV)

Escala de Newcastle-Ottawa (NOS)
Glicemia de jejum (GJ)
Hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA)
Hipotalamo-hipofise-ovario (HHO)
Hormdnio adrenocorticotropico (ACTH)
Hormdnio do crescimento (GH)

Hormdnio foliculo estimulante (FSH)
Hormanio liberador da corticotropina (CRH)
indice de massa corpérea (IMC)
International Diabetes Federation (IDF)
Lipoproteina de alta densidade (HDL)
Lipoproteina de baixa densidade (LDL)
Preferred Reporting lItens for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
Pressdo arterial diastolica (PAD)

Pressdo arterial sistélica (PAS)

Sindrome metabdlica (SM)

Terapia hormonal (TH)

Triglicerideos (TG)



Sumario

L. APFESENTAGAD. . ...e itttk ettt ettt sb e ettt b ettt

Revisao

2. Y 151 1= g P-4 (o3 WU OO R R TURTPPETRRRRR

[y U | [0 TR

P AN 0 1] 1 - (1 TSRO T OO RO R UR PR TR PPUPPRTRRRR

INTFOAUGAD ... et

T 1210 (o=l A/ =] (01 [0 IR

RESUITAAOS ... e ettt et e et e e e e e e

3. IMTEEOOOS ...t e et e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aeenes

4,  Resultados - Artigo Original ..........cccccieiiiiiiie e

[T U] [ T PR

AT ACT ..o et

15

16

17

21

25



10

INTFOAUGED ... 39
IMIEEOOS ...ttt ettt ebe ettt e b e 40
RESUITAAOS ... e 43
DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt et e st ne et nr et se e e 45
Referéncias Bibliograficas ... 49
5. CONSIAEragOes FINGAIS.......ccuiiiiiieiiiiie ettt 58

6. J AN =) (o TR 59



11

1. Apresentacao

Sob controle do hipotalamo, a hipdfise exerce papel central na integracdo de
diversos sistemas regulatérios do organismo. Um dos horménios produzidos por ela, o
hormdnio adrenocorticotropico (ACTH), atua sobre as adrenais, que Sd80 responsaveis
pela sintese, entre outros, do cortisol, hormdnio essencial para o crescimento e
desenvolvimento, reproducdo, metabolismo, adaptacdo do organismo as alteracGes do

ambiente externo e ao estresse.

Ha uma hipdtese que o periodo menopausal esteja relacionado ao estado de
hipercortisolismo, mesmo subclinico, e com todas as conseqiiéncias deste estado. Nosso
trabalho objetivou testar esta hipotese e avaliar os parametros da sindrome metabdlica

na menopausa inicial, antes e ap0s 0 uso da terapia hormonal.

O objetivo geral foi avaliar a funcdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal,
através da medida do cortisol salivar da meia-noite, e pardmetros clinicos e
laboratoriais, em mulheres na pds-menopausa inicial, antes e apds a terapia hormonal
(TH). Os objetivos especificos foram: comparar as medidas do cortisol salivar em
mulheres na pds-menopausa, antes e 6 meses apds a TH, comparar os parametros da
sindrome metabdlica antes e 6 meses apds a TH e correlacionar estes parametros com os

niveis de cortisol na saliva.
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2. Revisdo Sistematica

O efeito da menopausa sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal: um estado de

hipercortisolismo?

The effect of the menopause on the hypothalamic-pituitary-adrenal axis: a state of

hypercortisolism?

Marques TF*, Diniz ET?, Coelho IM?, Bandeira F*, Azevedo H?

1. Departamento de Endocrinologia e Diabetes, Hospital Agamenon Magalhées -

(MS/SUS) - Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil.
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(MS/SUS) - Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil.

3. Departamento de Neurocirurgia — Hospital da Restauracdo — (MS/SUS) -

Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil.
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Resumo

A integracdo dos eixos hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) e hipotalamo-
hipo6fise-ovario (HHO) ja é bem definida, porém o funcionamento do eixo HHA ainda
ndo é bem compreendido durante a transicdo menopausal e a menopausa inicial, um
tempo de imensas mudancas no eixo HHO. Esta revisao sistematica objetivou avaliar o
efeito da menopausa sobre o eixo HHA medido através de dosagens do cortisol. Apos
uma busca nos bancos de dados PubMed e Cochrane Library, de 712 referéncias
encontradas, sete estudos permaneceram para esta revisdo. A escassez de estudos e suas
limitagcBes metodologicas impossibilitaram a concluséo de que a menopausa seria capaz
de gerar um estado de hipercortisolismo e suas conseqiiéncias, bem como a hipotese de

gue o uso da terapia hormonal pudesse reverter este estado.

DESCRITORES: menopausa, eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal,  eixo

hipotalamo-hipofise- ovario, hipercortisolismo.
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Abstract

The integration of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HHA) and hypothalamic-
pituitary-ovarian (HHO) axis is already well-established, although the functioning of the
HHA axis is still not fully understood during the menopausal transition and the onset of
menopause, which is a time of enormous changes in the HHO axis. The aim of this
systematic review is to evaluate the effect of the menopause on the HHA axis, as
measured using cortisol. A search of the PubMed and Cochrane Library databases found
712 references, 7 of which were included in this review. The paucity of studies and their
methodological limitations make it impossible to draw the conclusion that the
menopause is capable of generating a state of hypercortisolism and its consequences, or
to confirm the hypothesis that the use of hormone replacement therapy may reverse this.

DESCRIPTORS: menopause, hypothalamic-pituitary-adrenal axis,

hypothalamic-pituitary-ovarian axis, hypercortisolism.
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Introdugéo

J& é bem documentada a integracdo entre os eixos hipotalamo-hipofise-adrenal
(HHA) e hipotalamo-hipofise-ovario (HHO) em resposta ao estresse, porém pouca
atencdo tem sido dedicada as alteragcdes no eixo HHA durante o periodo menopausal (1-

).

A perimenopausa e a menopausa inicial representam um periodo critico na vida
da mulher, caracterizado por mudangas profundas na funcdo ovariana. Quando as
mulheres se aproximam da menopausa, caracteristicamente, ocorre um aumento na
concentracdo do horménio foliculo estimulante (FSH) que atua sobre os foliculos
ovarianos estimulando-os a produzir estradiol, consequentemente, na menopausa inicial,
ocorrem picos deste hormdnio. Estas concentracfes elevadas e oscilantes do estradiol
parecem regular a expressao de genes humanos do horménio liberador da corticotropina

(CRH), resultando em niveis elevados do cortisol (6-8).

Esta fase é marcada pelo surgimento dos sintomas vasomotores, alteracdes
psicoldgicas, modificacdes no peso e composicdo corporal e alteracdes metabdlicas que
conferem um maior risco para o desenvolvimento de sindrome metabdlica e doencas

cardiovasculares (9-11).

Até o momento, escassos estudos descreveram a ativacdo do eixo HHA durante
a menopausa, indicada pelo aumento nos niveis livres do cortisol neste periodo. Neste
contexto, realizamos uma revisdo sistematica da literatura cientifica para avaliar a

associacdo entre menopausa e 0 eixo hipotalamo-hipofise-adrenal.
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Materiais e Métodos

Nos utilizamos o PRISMA (Preferred Reporting Itens for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) como referéncia de protocolo para desenvolver esta revisao

sistematica.

A fim de encontrar todos os trabalhos publicados relacionados ao tema,
realizamos um levantamento bibliogréafico de janeiro de 1980 a novembro de 2011 nas
bases de dados PubMed e Cochrane Library, por meio das seguintes palavras-chaves:
“hypercortisolism AND menopause” [Mesh], “hypercortisolism AND menopause”
[Title/Abstract], ‘“cortisol AND menopause” [Mesh], “cortisol AND menopause”
[Title/Abstract], “menopause AND activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal”
[Mesh], “menopause AND activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal”
[Title/Abstract], “menopause AND hypothalamic-pituitary-adrenal” [Mesh] e

“menopause AND hypothalamic-pituitary-adrenal” [Title/ Abstract].

Os seguintes critérios de inclusdo foram considerados: estudos em humanos
controlados e randomizados, ensaios clinicos abertos, coorte e caso-controle envolvendo
a avaliacdo dos niveis de cortisol em mulheres na menopausa. Foram excluidos artigos
de revisdo, “relatos de caso”, série de casos, metanalises, artigos em duplicata,
publicados em outras linguas que ndo fosse o inglés e que ndo estivessem disponiveis

para analise integral.

Dois revisores independentes trabalharam selecionando inicialmente estudos
pelo titulo e resumo para determinar se eles satisfaziam os critérios de selecdo. Qualquer
desacordo foi resolvido através de um consenso ou pela opinido de um terceiro revisor.

Artigos com o texto completo foram selecionados a partir do titulo e resumo.
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A qualidade dos estudos foi avaliada pelos dois revisores, também em carater
independente, e as discordancias foram resolvidas por consenso ou pela anélise do
terceiro revisor. Utilizamos uma adaptacdo da Escala de Newcastle-Ottawa (NOS) para
avaliar a qualidade dos estudos n&o-randomizados e a Consolidated Standards of
Reporting Trials (CONSORT) para ensaio clinico randomizado (12,13). Nossa escala
modificada aplicou uma pontuacédo variando de 0-6 pontos (0O para baixa qualidade do
estudo e 6 para alta qualidade do estudo). Um ponto foi alocado para cada um dos
seguintes itens: a) justificativa adequada dada para o trabalho, b) critérios de incluséo e
exclusdo aplicados apropriadamente, c) diagndstico de menopausa confirmado
laboratorialmente, d) dosagem do cortisol biologicamente ativo, e) ajuste realizado para
fatores estressores, tabagismo, consumo de café, uso de corticdide e consumo de alcool,

) qualquer outro fator de ajuste realizado.

Para resumir a validade dos estudos utilizamos uma abordagem simples e
adaptada do Cochrane Collaboration (14). Os estudos foram classificados em trés
categorias: alta qualidade (baixo risco de viés), média qualidade (risco moderado de
vieés) ou baixa qualidade (alto risco de viés). Os resultados estdo demonstrados na tabela

1.

Resultados

Inicialmente foram identificadas 712 referéncias. Entre os bancos de dados
eletrbnicos, a maior parte foi proveniente do PUBMED, com 659 citacdes. Das 712
referéncias, 162 estavam duplicadas e consequentemente foram excluidas. Apés

verificacdo do titulo e resumo, 534 artigos foram excluidos por ndo responderem a
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pergunta condutora, restando 16 artigos para avaliacdo de textos completos. A analise
destes levou a inclusdo de 7 artigos para nossa avaliacdo final (figura 1). A tabela 1
mostra as caracteristicas dos 7 estudos selecionados, nos quais participaram um total de

316 individuos (15-21).

Menopausa e o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal

Woods e colaboradores demonstraram um aumento nos niveis de cortisol em
mulheres na fase inicial da menopausa. O estudo promovido por este grupo contou com
a participacdo de 91 mulheres na menopausa inicial que foram submetidas a coleta
mensal, durante 12 meses, de cortisol em uma amostra matinal de urina. Os niveis
urinarios do cortisol apresentaram elevacdo apenas entre 0s sétimo e décimo segundo
meses do estudo. Sessenta e oito por cento das mulheres experimentaram um aumento
do cortisol urindrio superior a 10 ng/mg de creatinina, enquanto apenas 8%

experimentaram uma diminuicao destes niveis (15).

Mais recentemente, Cagnacii e colaboradores publicaram dados de 85 mulheres
na menopausa inicial, sugerindo um estado de hipercortisolismo através da dosagem de
cortisol urinério de 24 horas (75.6 = 55.0, em pg/24h), bem como uma relagio positiva
entre estes niveis e parametros da sindrome metabGlica como a medida da
circunferéncia abdominal (r = 0.237; p = 0.003) e resisténcia a insulina (r = 0.377; p=
0.0004). A dosagem do cortisol em urina de 24 horas ndo esteve relacionada com o0s
niveis de colesterol total, triglicerideos ou glicose. Em contrapartida, foi inversamente

relacionada com a lipoproteina de alta densidade (HDL) (r = 0.283, p = 0.009) (16).
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Kalleinen e colaboradores estudaram os perfis de 24 horas do hormonio do
crescimento (GH), prolactina e cortisol em 18 mulheres na p6s-menopausa, com idades
variando de 58-70 anos, antes e apds seis meses do inicio da terapia hormonal (TH) e
compararam a um grupo controle composto por 17 mulheres na pré-menopausa, com
idades entre 45-51 anos. As dosagens hormonais foram obtidas pela coleta de sangue de

20 em 20 minutos durante 24 horas (17).

No grupo das mulheres na pré-menopausa nove utilizaram valerato de estradiol
2mg por 16 dias e valerato de estradiol 2mg com 1mg de noretisterona nos demais dias
do ciclo e oito pacientes utilizaram placebo. JA& no grupo pds-menopausa nove
receberam, em carater continuo, valerato de estradiol 2mg e noretisterona 0,7mg e as
demais utilizaram placebo. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis
de cortisol basal, entre os grupos pré-menopausa (198,3 +-33,3 nmol/L) e pos-
menopausa (206,5 +- 39,2 nmol/L), bem como quando comparados os individuos que

usaram ou ndo a terapia hormonal (17).

Gudmundsson e colaboradores tentaram demonstrar o efeito da TH sobre a
regulacdo do ritmo circadiano do cortisol. O grupo estudado era composto por 6
mulheres saudaveis, com faixa etaria entre 54 a 61 anos e em menopausa fisioldgica por
no minimo 2 anos e no maximo 7 anos. Foi avaliada a dosagem sanguinea do cortisol
de 15 em 15 minutos, por 24 horas, antes e 6-8 semanas apds o uso 0,625mg de

estrégeno conjugados (18).

A concentracdo média do cortisol de 24 horas aumentou de 10,05 pg / dL para
12,06 pg / dL apds o uso da terapia hormonal (p = 0,007). A amplitude circadiana do
cortisol aumentou de 20,20 pg / dL para 25,97 pg / dL (p = 0,016), o nivel do pico deste

horménio aumentou de 22.85 pg / dL para 29.51 pg / dL (p=0.01), porém o valor do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gudmundsson%20A%22%5BAuthor%5D
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nadir ndo sofreu modificagdo importante, passando de 2.74 pg / dL para 3.68 pg / dL

(p=0.110) (18).

Um Unico estudo selecionado demonstrou a fungdo adrenal em mulheres jovens
em menopausa cirdrgica. De Leo e colaboradores estudaram 9 mulheres, entre 44 e 48
anos, que se submeteram a histerectomia total ou ooforectomia bilateral por doencas
ginecoldgicas benignas. Foram dosados os niveis do hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH) e cortisol em uma amostra de sangue antes e 8 dias apds a cirurgia, € em dois

momentos: coleta basal e ap6s a infusdo de 100 ug do CRH (19).

O nivel de ACTH basal antes (3,1 = 0,4 pmol/l) e apés a cirurgia (2,8 = 0,4
pmol/l) ndo apresentou diferenca estatistica relevante, porém sua medida apds 45
minutos da infusdo de CRH antes e apds o procedimento sofreu um incremento quando
comparada ao valor basal: apds aplicacdo do CRH houve um aumento do ACTH antes
da cirurgia de 7,7 £ 2,0 pmol/l em relagédo ao basal e apds a cirurgia de 4,8 +- 1,0, com p
<0,01. O nivel do cortisol basal antes (276 £ 44 nmol/l) e apds a ooforectomia (281 + 49
nmol/l) também ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. Apds a
aplicacdo do CRH, o cortisol antes da cirurgia aumentou de 276 nmol/l para 607 + 71
nmol/l apds 45 minutos e caiu para 386 £+ 41 nmol/l apds 120 minutos. Apds a cirurgia,
o cortisol passou de 281 nmol/l para 598 + 85 nmol/l ap6s 45 minutos e 358 + 60 nmol/I

apos 120 minutos, porém estes valores ndo apresentaram relevancia estatistica (19).

Helgason e colaboradores avaliaram 65 mulheres saudaveis atendidas em um
servico de referéncia em ginecologia na Suécia. Todas as pacientes tinham diagnostico
de menopausa ha no minimo seis meses. A terapia estrogénica foi prescrita de forma
ciclica durante 3 semanas com uma pausa de 1 semana e amostras séricas de cortisol

foram obtidas antes, apdés 1 més, 3 meses e 6 meses de tratamento. Preparacdes
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diferentes de estrogeno foram utilizadas: etinilestradiol 0,05 mg (14 pacientes), 17-B-
estradiol 2mg (12 pacientes), estriol 6mg (14 pacientes) e sulfato de estrona 2,5mg (25
pacientes). O etinilestradiol provocou um aumento acentuado (p <0,001) no cortisol
sérico, enquanto uma diminuicdo ocorreu apds o uso de 17-B-estradiol, porem sem
significancia estatistica. As demais preparacGes tiveram efeito neutro sobre os niveis de

cortisol ao longo dos 6 meses de tratamento (20).

Com o objetivo de comparar as alteracdes induzidas pela terapia hormonal oral
versus transdérmica sobre as concentracfes do cortisol e de sua globulina de ligacéo,
Shifren e colaboradores avaliaram 25 mulheres em menopausa fisioldgica. Foram
coletadas amostras de cortisol sérico e de sua globulina em trés momentos: basal, apos
12 semanas de uso de estrogeno conjugado (0,625mg/dia) com progesterona
micronizada (100mg/dia) e 12 semanas ap0s 0 uso de estradiol transdérmico
(0,05mg/dia) com progesterona micronizada (100mg/dia). A média de mudanga na
porcentagem do cortisol sérico e de sua globulina ligadora com a terapia oral foi de
incremento de 29,2% e 18%, respectivamente, em relacdo ao basal, versus uma reducao

de 6,7% e 2,2% com 0 uso de estrogeno transdérmico (p<0,003) (21).

Discussdo

O periodo menopausal é uma fase endocrina complexa que envolve alteracGes
nos niveis de estrogeno, progesterona e FSH. Sabidamente os esterdides sexuais podem
afetar a atividade da glandula adrenal. Dados indicam um efeito estimulante do
estrégeno na secrecdo do cortisol através da regulacdo da expressdo de receptores do

CRH, por estimulo direto no promotor do gene do CRH e no sistema noradrenérgico
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central. As flutuagdes dos niveis de estradiol, tipicas da menopausa inicial, poderiam
justificar o achado de hipercortisolismo (22). No entanto, este estado também pode ser
explicado pela elevacdo do cortisol que ocorre tipicamente com a idade, refletindo um

aumento na secrecdo de glicocorticoides adrenais. (23-26).

Os estudos de Woods e Cagnacci sugeriram a associacdo entre menopausa e 0
estado de hipercortisolismo (15,16). Uma critica importante aos estudos foi o uso da
dosagem do cortisol urinario, seja através de uma Unica amostra de urina ou da medida

de urina de 24 horas.

Medidas do cortisol sdo extremamente Uteis no diagnostico do hipercortisolismo,
porém, varios fatores podem afetar a concentracdo do cortisol sérico, em especial a
variacdo da secrecdo do cortisol ao longo do dia e sua ligagdo com proteinas
transportadoras. O cortisol sérico total representa um somatorio de diferentes fracGes do
cortisol circulante. Noventa e cinco por cento deste encontra-se ligado a proteinas,
principalmente a globulina de ligacdo do cortisol €, em menor proporcao a albumina. O
restante representa bioquimicamente a fracdo livre ou ativa do hormdnio que se

encontra em equilibrio com o cortisol dosado em amostra de urina e na saliva (27-34).

Apesar da excrecdo de cortisol em urina de 24 horas fornecer um indice direto
da secrecdo do cortisol livre, esta técnica apresenta limitac6es. Para a obtencdo de um
resultado valido sdo necessarios: uma coleta completa de urina durante 24 horas, que
depende do entendimento e da motivacdo do paciente, um laboratério confiavel, afastar
a possibilidade de ingestdo excessiva de liquidos que aumenta a taxa de excrecao
urindria de cortisol e descartar os estados de pseudo-Cushing, que podem revelar
resultados falso-positivos, como na depressdo e na sindrome dos ovarios policisticos,

entidades de alta prevaléncia. (35,36).
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Uma alternativa atraente € a utilizacdo da dosagem do cortisol salivar a meia-
noite. O cortisol livre difunde-se livremente na saliva, portanto, as medidas de cortisol
salivar refletem precisamente as concentracdes de cortisol sérico livre (37-43). As
amostras de saliva sdo obtidas por procedimento simples, ndo invasivo, livre de estresse,
podendo ser realizadas por pessoas nao treinadas em ambulatério ou na propria
residéncia do paciente. Além disso, as amostras do cortisol salivar sdo estaveis em
temperatura ambiente por uma semana e podem ser transportadas ao laboratério sem

nenhuma perda da atividade do cortisol (42).

De Leo e colaboradores, ao estudarem o efeito da ooforectomia bilateral, em
mulheres jovens, no perfil de cortisol ndo evidenciaram mudangas significativas,
provavelmente pela utilizagdo de uma amostra matinal do cortisol plasmatico, pela
analise de um numero reduzido de pacientes e pelo curto intervalo de instalacdo da

menopausa (19).

Ao avaliarem o impacto da terapia hormonal oral sobre os niveis de cortisol em
mulheres na menopausa, Kalleinen e colaboradores ndo demostraram diferencas nas
dosagens do cortisol plasmatico de 24 horas antes e 6 meses apds o uso de valerato de
estradiol e noretisterona. Ja o grupo de Gudmundsson evidenciou um aumento no
cortisol plasmatico de 24 horas ap0s 6-8 semanas do uso de estrogeno conjugado, e, por
fim, Helgason e colaboradores observaram elevacdo do cortisol sérico apenas no grupo

de mulheres que utilizou o etinilestradiol (17,18,20).

Sabidamente a administracdo oral de estrégeno com diferentes combinacgdes de
progesterona tem importancia nas respostas endocrinas (42). Em contraste com a
administracdo transdérmica, o estrogeno oral, através de sua primeira passagem

hepética, aumenta a producdo de proteinas de ligacdo, entre elas a proteina de ligacdo do
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cortisol. Isto pode ocasionar um aumento na concentracdo total do cortisol sem, no
entanto, interferir nos niveis livres e biologicamente ativos do horménio (43). Este fato
foi comprovado no trabalho de Shifren e colaboradores quando um grupo de mulheres
que utilizou a TH por via oral apresentou um incremento tanto do cortisol total quanto
da sua globulina de ligacdo, enquanto quando via de administracdo do estrogeno foi a

transdérmica houve uma reducéo nestes valores (21).

Embora a fisiologia possa explicar o excesso de cortisol no periodo menopausal,
ha pobreza de estudos cientificos que corroborem este fato, especialmente utilizando
técnica ultra-sensivel para avaliagdo do cortisol, como a dosagem do cortisol salivar da
meia-noite atraves da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. Alem
disso, um questionamento corriqueiro, ainda sem resposta cientifica, seria se a terapia
hormonal poderia restabelecer a funcionalidade do eixo HHA e minimizar os efeitos
deletérios do hipercortisolismo, o que traria dados valiosos para a literatura cientifica

atual.

A escassez de estudos e suas limitacbes metodologicas impossibilitam a
conclusdo de que a menopausa seria capaz de gerar um estado de hipercortisolismo e
suas conseqliéncias, bem como a hipotese de que o uso da terapia hormonal pudesse
reverter este estado. Estudos mais consistentes sdo necessarios para responderem a estes

guestionamentos.
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Tabela 1. Estudos selecionados: localizac¢do, desenho do estudo, nimero de participantes, pontuacao, qualidade,

caracteristicas e variaveis primarias.

~ . - Variaveis
Estudo Desenho N Pontuacéo Qualidade Caracteristicas .
primarias
T Cortisol sérico
Ensaio clinico Mulheres em ,
Helgason et al N . - antes e apos
L aberto nédo 65 pacientes 3 média menopausa .
(1981) Suécia S terapia
controlado fisiologica inicial
hormonal
Ensaio clinico Mulheres em ACTHe
De Leo et al x . - S .
aberto ndo 9 pacientes 3 média menopausa cirurgica | cortisol antes e
(1998) Italy ) L
controlado dos 44 aos 48 anos | apos a cirurgia
Cortisol sérico
de 24 horas
L Mulheres em )
Gudmundsson | Ensaio clinico antes e apés
x . 3 - menopausa
et al. (1999) aberto nédo 6 pacientes média L uso de
fisioldgica dos 54 ,
EUA controlado estrégeno
aos 61 anos .
conjugado
Mulheres em
menopausa .
Woods et al . .- N P L Cortisol
Coorte 91 pacientes 4 média fisioldgica inicial e o
(2006) EUA . urinario
meédia de 50 anos
. Cortisol total e
. Ensaio Mulheres em .
Shifren et al . . - globulina de
randomizado e | 25 paciente 3 média menopausa L
(2007) EUA N ligacdo do
controlado fisioldgica .
cortisol
Cortisol
. . Mulheres em s
Kalleinen et al Ensaio MenoDaLsa urindrio de 24
(2008) randomizado e | 35 pacientes 3 média . P horas antes e
. . fisiologica entre 58- ) .
Finlandia controlado ap0s terapia
70 anos
hormonal
Cortisol
Mulheres em o
Menopausa urinario de 24
Cagnacci et 85 pacientes . p horas, perfil
Coorte 5 alta fisioldgica com o
al. (2011) Italy . lipidico e
média de 52 anos .
medidas

antropomeétricas

ACTH: hormdnio adrenocorticotropico
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3. Métodos

Este foi um ensaio clinico aberto realizado em conformidade com a Declaracdo
de Helsinke para estudos em humanos, ap6s a aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa
local. Entre abril de 2010 e maio de 2011, as mulheres atendidas no ambulatério de
Climatério do Hospital Agamenom Magalhédes, Recife, Brasil, foram convidadas a

participar do estudo.

Os seguintes critérios de incluséo foram aplicados: mulheres entre 1 a 5 anos de
amenorréia fisiologica, com indicacdo para o uso de terapia hormonal e niveis do
horménio foliculo estimulante (FSH) acima de 30 UI/L. Foram excluidas mulheres
acima de 60 anos, histerectomizadas, em uso atual ou prévio de TH, inclusive
fitoterapicos, pacientes sabidamente diabéticas, tabagistas, portadoras de doenca prévia
ou atual do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, em uso de corticdides e drogas
neuroativas, portadoras de disfuncdo cognitiva que impossibilitasse a coleta do cortisol

salivar e mulheres com contra-indicacédo a TH.

A definicdo de sindrome metabdlica foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pela International Diabetes Federation (IDF) para mulheres, que envolve
a presenga obrigatdria de obesidade central (circunferéncia abdominal > 80 cm)
associada a dois ou mais dos seguintes componentes: niveis de triglicerideos (TG)
acima de 150 mg/dL ou uso de tratamento especifico, lipoproteina de alta densidade
(HDL) abaixo de 50 mg/dL ou uso de tratamento especifico, hipertensdo arterial
sistémica > 130/85 mmHg ou tratamento de hipertensdo previamente diagnosticada e

glicemia de jejum (GJ) > 100 mg/dL ou diagndstico prévio de diabetes mellitus tipo 2.
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Os seguintes dados do exame fisico foram obtidos: peso (kg) e altura (m) para
célculo do indice de massa corpérea (IMC), utilizando a férmula peso/altura®, medida
da circunferéncia abdominal (CA), realizada no plano horizontal, com paciente em pe,
na metade da distancia entre o rebordo costal inferior e a crista iliaca, e afericdo da
pressao arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) utilizando o esfigmomandmetro de

mercurio apés 10 minutos de repouso®.

Foram realizados exames de citologia oncética vaginal, colposcopia,
ultrassonografia endovaginal, ultrassonografia mamaria e mamografia para descartar
qualquer condicédo proibitiva para o0 uso da TH. Todas as pacientes foram submetidas a
coleta de sangue, apos jejum de 12 horas, para as dosagens de FSH, estradiol, GJ,

colesterol total (CT), TG, HDL e lipoproteina de baixa densidade (LDL).

As analises séricas de GJ e do perfil lipidico foram realizadas atraves da
metodologia de quimica seca pelo aparelho VITROS 950 (Johnson & Johnson®,
Rochester, EUA). As dosagens de FSH e estradiol foram obtidas através da técnica de
quimioluminescéncia utilizando o aparelho Immulite 2000 (Siemens®, Tarrytown,

EUA).

A medida do cortisol foi realizada pela coleta, a meia-noite, do cortisol salivar,
através do dispositivo Salivette (Sarstedt®, Numbrecht, Alemanha). As participantes
receberam instrucdes detalhadas, orais e escritas, sobre como coletar a amostra de
saliva. Foram orientadas a realizarem a coleta de saliva apds mastiga¢do por 5 minutos
do dispositivo de algoddo contido no Salivette, a armazenar a amostra na geladeira, em
temperatura entre 4-8°C, e a devolver ao centro de pesquisa no dia seguinte, em isopor

resfriado, para que fosse enviado imediatamente ao laboratorio. Receberam a
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informagdo para ndo realizarem tratamento dentario 24 horas antes da coleta e a ndo

escovarem os dentes até 3 horas antes do procedimento.

As concentracbes do cortisol salivar foram medidas pela técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (Espectrémetro de
Massa, 1V Premier®, Steinheim, Alemanha). As variacdes intra e inter-ensaio foram
inferiores a 0,4% e o limite inferior de deteccdo foi de 0,8 nmol/L. A interpretacdo dos
resultados foram baseados no valor de corte recomendado pelo laboratério (normal <
2,76 nmol/L). Pacientes com valores acima da referéncia foram submetidas ao teste de

supressdo com 2mg de dexametasona para exclusao da sindrome de Cushing.

Apos as coletas laboratoriais, as pacientes iniciaram o uso da TH com 17-f-
estradiol 1g e drospirenona 2mg, diariamente, durante 6 meses. Mensalmente as
pacientes compareciam ao ambulatorio para avaliacdo da ades@o ao tratamento através
da contagem dos comprimidos devolvidos, e aquelas com adesédo inferior a 70% eram
excluidas do estudo. Ap6s 6 meses de tratamento as pacientes foram novamente
submetidas ao exame clinico, exames sericos e nova coleta do cortisol salivar a meia-

noite.

Para analise dos dados foram obtidas distribui¢fes absolutas, percentuais e as
medidas estatisticas: média, mediana, desvio padrdo e o coeficiente de correlacdo de
Spearman (técnicas de estatistica descritiva). Foram utilizadas técnicas de estatistica
inferencial através dos testes t-Student pareado e Wilcoxon para dados pareados. A
margem de erro utilizada nas decisdes dos testes estatisticos foi de 5%. Ressalta-se que
a escolha do teste de Wilcoxon para dados pareados foi devido ao tipo de variavel, e a
correlacdo de Spearman foi pela ndo verificacdo da hipo6tese de normalidade dos dados.

A verificacdo da normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. O
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programa estatistico utilizado para digitacdo dos dados e obtencdo dos calculos

estatisticos foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versao 17.
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4. Resultados - Artigo Original

Efeito em curto prazo da terapia hormonal sobre o cortisol salivar, obesidade central e

pressdo arterial em mulheres na pds-menopausa.

Short-term effects of hormonal therapy on salivary cortisol, central obesity and blood

pressure in post menopausal women.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a funcdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, através do
cortisol salivar da meia-noite, e sua relacdo com parametros clinicos e laboratoriais em
mulheres na p6s-menopausa inicial, antes e ap0s seis meses do uso da terapia hormonal
(TH). Métodos: Ensaio clinico aberto realizado em mulheres nos primeiros cinco anos
de menopausa com indica¢do para o uso da TH. Foram avaliados 0s niveis pressoricos,
a medida da circunferéncia abdominal (CA), o indice de massa corporea (IMC), perfil
lipidico, perfil glicémico e dosagem do cortisol salivar da meia-noite antes e apos seis
meses de uso diario de 17-p-estradiol 1g e drospirenona 2mg. Resultados: Dezenove
pacientes concluiram o estudo. Observamos um declinio na média dos niveis de cortisol
salivar ao longo do tratamento, porém, sem relevancia estatistica (p=0,488). A medida
da CA apresentou reducdo significativa (90,21 cm vs 88,53 cm) com p=0,011, dado nédo
observado com a média do IMC (27,55 kg/m® vs 27,26 kg/m?; p=0,152). A média dos
niveis de pressao arterial sistolica, colesterol total, glicemia de jejum (GJ) e lipoproteina
de baixa densidade (LDL) apresentaram declinio estatisticamente significante apds os
seis meses de tratamento. Houve uma correlacdo entre os niveis de cortisol e pressdo
arterial sistolica, diastolica e GJ, antes do uso da TH, que ndo se manteve apds o
periodo de tratamento. Conclusdo: O uso da TH por seis meses ndo foi capaz de
promover reducdo nos niveis de cortisol salivar a meia noite, mas foi responsavel por

uma reducdo significativa na CA, pressao arterial sistolica, niveis de LDL e GJ.

DESCRITORES: menopausa, cortisol salivar, sindrome metabdlica,

hipercortisolismo.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the function of hypothalamo-pituitary-adrenal axis,
through the midnight salivary cortisol, and its relation with clinical and laboratory
parameters in initial postmenopausal women, six months before and after the use of
hormone therapy (HT). Methods: Open clinical trial conducted on women in their first
five years of menopause with indication for the use of HT. It was evaluated the blood
pressure levels, measurement of waist circumference (WC), the body mass index (BMI),
lipid profile, glycemic profile and the midnight salivary cortisol dosage six months
before and after the daily use of 17- B-estradiol 1g and drospirenone 2mg. Results:
Nineteen patients completed the study. It was observed a decrease in the average
salivary cortisol levels during treatment, but without statistical significance (p=0.488).
The WC measurement showed a significant reduction (90.21 cm vs 88.53 cm) with
p=0.011, same result was not observed with the BMI average (27.55 kg/m? vs 27.26
kg/mz?; p=0.152). The average levels of systolic blood pressure, total cholesterol, fasting
plasma glucose (FPG) and low density lipoprotein (LDL) showed statistically
significant decrease after six months of treatment. There was a correlation between the
cortisol levels and systolic, diastolic blood pressure and FPG, before the use of HT,
which is not maintained after the treatment period. Conclusion: The use of HT for six
months was not able to decrease the levels of midnight salivary cortisol, but was
responsible for a significant reduction of WC, systolic blood pressure, LDL levels and

FPG.

KEYWORDS: menopause, salivary cortisol, metabolic  syndrome,

hypercortisolism.
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INTRODUCAO

H& um interesse crescente na compreencdo da relacdo entre 0s processos
hormonais observados durante a menopausa inicial e os desfechos cardiovasculares.
Uma hipdtese pouco estudada é a de um possivel estado de hipercortisolismo gerado
durante o periodo menopausal, como consequencia de uma disfuncdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), e o impacto que a terapia hormonal (TH) exerceria

sobre este estado.

A integracdo entre os eixos hipotalamo-hipdfise-adrenal e hipotalamo-hipéfise-
ovario (HHO) ja é bem estudada e estabelecida, porem o funcionamento do eixo HHA
ainda ndo € bem compreendido durante a transicdo menopausal, um tempo de imensas
mudancas no eixo HHO?. Até o momento, escassos estudos descreveram a ativacéo do
eixo HHA durante a menopausa, indicada pelo aumento nos niveis séricos ou urinarios
de cortisol. Este fato pode ser explicado por flutuacfes ou picos nos niveis de estradiol,
tdo comuns nesta fase, que parecem regular a expressao de genes humanos do horménio

liberador da corticotropina (CRH)3*.

O cortisol desempenha um papel importante nas respostas psicobiolégicas. O
estado de hipercortisolismo, mesmo subclinico, tem sido associado ao aumento na
morbi-mortalidade, por ser considerado um fator determinante independente para a

sindrome metabdlica (SM)°.

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte em mulheres na
pOs-menopausa, mas pouco se sabe sobre a progressdo da doenca aterosclerética nestas

mulheres. Muitos componentes da sindrome metabolica surgem com as oscilacGes
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estrogénicas e com o possivel estado de hipercortisolismo. O acumulo de gordura
visceral, t&0 comum nesta fase, desempenha um papel central nas alteracGes
metabdlicas e pode explicar, em parte, a separacdo temporal no risco de DCV entre

homens e mulheres®.

O objetivo deste estudo foi avaliar a funcdo do eixo HHA, através da medida do
cortisol salivar da meia-noite, e sua relacdo com parametros clinicos e laboratoriais
como pressdo arterial, circunferéncia abdominal, perfil glicémico e perfil lipidico, em

mulheres na pds-menopausa inicial, antes e apos o uso da terapia hormonal.

PACIENTES E METODOS

Este foi um ensaio clinico aberto realizado em conformidade com a Declaragéo
de Helsinke para estudos em humanos, ap6s a aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa
local. Entre junho de 2010 e maio de 2011, as mulheres atendidas no ambulatério de
Climatério do Hospital Agamenom Magalhdes, Recife, Brasil, foram convidadas a

participar do estudo.

Os seguintes critérios de inclusdo foram aplicados: mulheres entre 1 a 5 anos de
amenorréia fisioldgica, com indicacdo para o uso de terapia hormonal e niveis do
horménio foliculo estimulante (FSH) acima de 30 UI/L. Foram excluidas mulheres
acima de 60 anos, histerectomizadas, em uso atual ou prévio de TH, inclusive
fitoterapicos, pacientes sabidamente diabéticas, tabagistas, portadoras de doenca prévia

ou atual do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal, em uso de corticdides e drogas
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neuroativas, portadoras de disfuncdo cognitiva que impossibilitasse a coleta do cortisol

salivar e mulheres com contra-indicagdo a TH.

A definicdo de sindrome metabdlica foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pela International Diabetes Federation (IDF) para mulheres, que envolve
a presenca obrigatoria de obesidade central (circunferéncia abdominal > 80 cm)
associada a dois ou mais dos seguintes componentes: niveis de triglicerideos (TG)
acima de 150 mg/dL ou uso de tratamento especifico, lipoproteina de alta densidade
(HDL) abaixo de 50 mg/dL ou uso de tratamento especifico, hipertensdo arterial
sistémica > 130/85 mmHg ou tratamento de hipertensdo previamente diagnosticada e

glicemia de jejum (GJ) > 100 mg/dL ou diagnostico prévio de diabetes mellitus tipo 2.

Os seguintes dados do exame fisico foram obtidos: peso (kg) e altura (m) para
célculo do indice de massa corpérea (IMC), utilizando a férmula peso/altura®, medida
da circunferéncia abdominal (CA), realizada no plano horizontal, com paciente em pe,
na metade da distancia entre o rebordo costal inferior e a crista iliaca, e afericdo da
pressdo arterial sistélica (PAS) e diastdlica (PAD) utilizando o esfigmomandmetro de

mercrio ap6s 10 minutos de repouso®.

Foram realizados exames de citologia oncética vaginal, colposcopia,
ultrassonografia endovaginal, ultrassonografia mamaria e mamografia para descartar
qualquer condicédo proibitiva para o uso da TH. Todas as pacientes foram submetidas a
coleta de sangue, apoOs jejum de 12 horas, para as dosagens de FSH, estradiol, GJ,

colesterol total (CT), TG, HDL e lipoproteina de baixa densidade (LDL).

As analises séricas de GJ e do perfil lipidico foram realizadas através da
metodologia de quimica seca pelo aparelho VITROS 950 (Johnson & Johnson®,

Rochester, EUA). As dosagens de FSH e estradiol foram obtidas através da técnica de
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quimioluminescéncia utilizando o aparelho Immulite 2000 (Siemens®, Tarrytown,

EUA).

A medida do cortisol foi realizada pela coleta, a meia-noite, do cortisol salivar,
através do dispositivo Salivette (Sarstedt®, Niumbrecht, Alemanha). As participantes
receberam instrucdes detalhadas, orais e escritas, sobre como coletar a amostra de
saliva. Foram orientadas a realizarem a coleta de saliva apds mastigacdo por 5 minutos
do dispositivo de algod&o contido no Salivette, a armazenar a amostra na geladeira, em
temperatura entre 4-8°C, e a devolver ao centro de pesquisa no dia seguinte, em isopor
resfriado, para que fosse enviado imediatamente ao laboratorio. Receberam a
informacdo para nédo realizarem tratamento dentario 24 horas antes da coleta e a néo

escovarem os dentes até 3 horas antes do procedimento.

As concentragdes do cortisol salivar foram medidas pela técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (Espectrémetro de
Massa, 1V Premier®, Steinheim, Alemanha). As variacdes intra e inter-ensaio foram
inferiores a 0,4% e o limite inferior de deteccao foi de 0,8 nmol/L. A interpretacdo dos
resultados foram baseados no valor de corte recomendado pelo laboratério (normal <
2,76 nmol/L). Pacientes com valores acima da referéncia foram submetidas ao teste de

supressdo com 2mg de dexametasona para exclusdo da sindrome de Cushing.

Apos as coletas laboratoriais, as pacientes iniciaram o uso da TH com 17-f-
estradiol 1g e drospirenona 2mg, diariamente, durante 6 meses. Mensalmente as
pacientes compareciam ao ambulatorio para avaliacdo da adesdo ao tratamento através
da contagem dos comprimidos devolvidos, e aquelas com adesdo inferior a 70% eram

excluidas do estudo. Apds 6 meses de tratamento as pacientes foram novamente
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submetidas ao exame clinico, exames séricos e nova coleta do cortisol salivar a meia-

noite.

Para analise dos dados foram obtidas distribuicbes absolutas, percentuais e as
medidas estatisticas: média, mediana, desvio padrdo e o coeficiente de correlacdo de
Spearman (técnicas de estatistica descritiva). Foram utilizadas técnicas de estatistica
inferencial através dos testes t-Student pareado e Wilcoxon para dados pareados. A
margem de erro utilizada nas decisdes foi de 5%. Ressalta-se que a escolha do teste de
Wilcoxon para dados pareados foi devido ao tipo de varidvel, e a correlacdo de
Spearman foi pela ndo verificacdo da hipdtese de normalidade dos dados. A verificacdo
da normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. O programa estatistico
utilizado para digitacdo dos dados e obtencdo dos célculos estatisticos foi o SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) na versédo 17.

Os autores tinham acesso aos dados e assumiram a responsabilidade por sua

integridade. Todos os autores leram e concordaram com o texto do manuscrito.

RESULTADOS

Durante o periodo da pesquisa, 336 pacientes foram atendidas no ambulatério de
climatério e 23 delas recrutadas a participar do estudo. Ao longo dos 6 meses de uso da
TH, trés pacientes ndo atingiram a adesdo minima ao tratamento e foram excluidas,
enquanto uma paciente, por motivos pessoais, decidiu abandonar o estudo, restando 19

pacientes para a analise. As caracteristicas basais estdo demonstradas na tabela 1.
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Duas participantes apresentaram na coleta inicial niveis elevados do cortisol
salivar (10,2 nmol/L e 8,21 nmol/L) e foram submetidas ao teste de supressao com 2mg
de dexametasona para exclusdo da sindrome de Cushing. Os testes foram negativos para

a doenca e as pacientes permaneceram no estudo.

Ao avaliarmos os critérios para a sindrome metabdlica, observamos que antes do
uso da TH 36,9% das mulheres eram portadoras da sindrome e, em relagcdo ao nimero
de critérios presentes, 21,1%, 10,5% e 5,3% das participantes tinham, respectivamente,

3, 4 e 5 critérios definidores.

Apos 6 meses do uso da TH observamos um declinio na média dos niveis de
cortisol salivar ao longo do tratamento, de 2,00 nmol/L para 1,51nmol/L, sem
relevancia estatistica (p=0,488). A medida da circunferéncia abdominal apresentou
reducdo significativa (90,21 cm vs 88,53 cm) com p=0,011, dado ndo observado quando
analisamos a média do IMC (27,55 kg/m?® vs 27,26 kg/m?*; p=0,152). A média dos niveis
de pressdo arterial sistdlica, colesterol total, glicemia de jejum e LDL apresentaram
declinio estatisticamente significante apds os 6 meses de tratamento, como detalhado na

tabela 2.

Apo6s 0 uso continuo da TH apenas 21,1% das mulheres permaneceram com
sindrome metabdlica, 15,8% exibiram 3 critérios, 5,3% 4 critérios e nenhuma paciente

apresentou todos 0s componentes da sindrome.

A tabela 3 exibe a correlacdo entre os niveis de cortisol salivar e os dados
antropomeétricos e laboratoriais antes e ap6s o uso da TH. Houve uma correlacdo entre
os niveis de cortisol e PAS, PAD e GJ, antes do uso da TH, que ndo se manteve apds 0s

6 meses de tratamento.
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DISCUSSAO

A ativacdo do cortex adrenal pode ocorrer como consequéncia das alteragdes nos
niveis dos esterdides sexuais, evento tipico da menopausa inicial, e gerar um aumento
na fracdo biologicamente ativa do cortisol. No entanto, até 0 momento, poucos estudos

demonstraram a influéncia deste periodo enddcrino complexo sobre o eixo adrenal.

No nosso trabalho identificamos uma reducdo nos niveis de cortisol salivar,
medido por técnica ultra-sensivel, em mulheres na menopausa inicial apés o uso da
terapia hormonal, porém sem relevéancia estatistica, provavelmente pelo tamanho da
amostra reduzido. Duas de nossas pacientes apresentaram uma queda importante destes
niveis apos 6 meses do tratamento (10,2 nmol/L para 0,91 nmol/L e 8,21 nmol/L para

0,99 nmol/L).

Em 2006, Woods e colaboradores demonstraram um aumento nos niveis de
cortisol em 91 mulheres na fase inicial da menopausa submetidas a coleta mensal,
durante 12 meses, de uma amostra matinal de urina’. Recentemente, Cagnacii e
colaboradores publicaram dados de 85 mulheres sugerindo um estado de
hipercortisolismo através da dosagem de cortisol urinario de 24 horas, bem como uma
correlacdo entre estes niveis e parametros da sindrome metabélica®. Em 2008, o grupo
de Kalleinen estudou o perfil de 24 horas do cortisol sérico em mulheres na pds-
menopausa, antes e apos seis meses do inicio da TH. Os dados nao revelaram mudancas

nos niveis de cortisol apds o tratamento™.
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Uma critica importante a estes estudos foi 0 uso da dosagem do cortisol urinario
e do cortisol sérico. Medidas do cortisol sdo extremamente Uteis no diagndstico do
hipercortisolismo, porém, é importante ter o conhecimento que varios fatores podem afetar a
concentracao do cortisol sérico, em especial a variagao da secrecdo do cortisol ao longo do dia e
sua ligacdo com proteinas transportadoras. Esta dosagem ndo reflete a fracdo biologicamente
ativa do horménio™*®, Apesar da excrecdo de cortisol em urina de 24 horas fornecer um
indice direto da secre¢do do cortisol livre, esta técnica apresenta limitacdes na coleta e

no ndmero de resultados falso-positivos'®2°.

Uma alternativa atraente é a utilizacdo da dosagem do cortisol salivar a meia-
noite, como foi realizada por nosso grupo, que reflete a fracdo biologicamente ativa do
hormonio, especialmente Gtil em pacientes ambulatoriais?®. Em uma meta-analise de
seis estudos, esta dosagem foi considerada um teste de alta acurécia, especialmente
quando utilizado o método de cromatografia liquida em espectrometria de massa, que
tem como vantagem a impossibilidade de reacdo cruzada com o cortisol sintético,

|22-26

comumente utilizado pela populacdo gera Esta técnica ndo foi utilizada por

nenhum outro estudo de avaliacdo do estado de hipercortisolismo na menopausa.

A incidéncia de sindrome metabdlica aumenta substancialmente durante a
menopausa inicial?’. Muitos autores consideram este periodo como um fator de risco
independente para o desenvolvimento da SM e apoiam a hipétese que a TH reduz o
risco de desenvolvimento da sindrome e de eventos cardiovasculares, se iniciada

precocemente®® %°,

O estrogeno enddgeno apresenta propriedades anti-inflamatérias e anti-
tromboticas, agindo através da regulacdo na producdo de éxido nitrico, reducdo das
espécies reativas de oxigenio e inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo de

superficie e moléculas pro-coagulantes. Com a perda do estrogeno enddégeno, na
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transicdo menopausal, o endotélio vascular é ativado e isto facilita a adesdo de
leuctcitos e plaquetas no local, que contribuem para o espessamento intimal e para

lesBes vasculares. A TH oportuna parece reverter este estado®.

Nossos dados comprovam uma redugdo na medida da circunferéncia abdominal
apos o uso da TH, no entanto ndo observamos modificacdo no IMC, sugerindo que a TH
interfere predominantemente na composi¢do da gordura visceral. A maioria dos estudos,
mas nao todos, sugerem que o uso da TH esta associado a reducdo na adiposidade e a
mudancas na composicdo corporal com diminuicdo da gordura visceral®* *2. Aloia e
colaboradores, no entanto, demonstraram que estas modificaces corporais ndo sédo

impedidas pela TH®.

No nosso trabalho, a média dos niveis de pressdo arterial sistélica apresentou
correlacdo com os niveis de cortisol e declinio estatisticamente significante apos os 6
meses de tratamento. Varios estudos demonstram uma associacdo entre os niveis de
cortisol e a pressdo arterial***®. Esta correlacdo pode ser atribuida ao efeito do estresse
que leva a ativacdo do eixo HHA e do sistema nervoso simpatico gerando um aumento
na resposta vasoconstrictora e uma diminuicdo na producdo de substancias

vasodilatadoras®” %,

A menopausa € comumente caracterizada por um aumento na pressao arterial.
Os ensaios clinicos sugerem que a administracdo de estrogeno oral pode produzir efeito
neutro ou um pequeno aumento na pressdo arterial e que a administracdo da
drospirenona, progesterona com acdo inibidora do receptor da aldosterona, tem
demonstrado um efeito anti-hipertensivo significativo o que pode justificar os achados

do nosso estudo® %,
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Observamos também uma correlagdo entre os niveis de glicose em jejum e o
cortisol e uma reducdo destes niveis com o uso da TH. Os niveis de cortisol estdo
significativamente associados com a concentragdo da glicose em jejum®. O excesso de
glicocorticdides estimula a expressdo de diversas enzimas-chaves envolvidas no
processo de gliconeogénese e induz a uma diminuicdo da sensibilidade a insulina,
diretamente ao interferir com o receptor da insulina ou indiretamente, através da
estimulacdo da lipolise e protedlise. Por fim, o excesso de cortisol é capaz de prejudicar

a secrecdo de insulina agindo diretamente nas células beta-pancreaticas* .

Mulheres na menopausa apresentam um aumento no risco de intoleréncia a
glicose e diabetes mellitus. O avanco da idade, sedentarismo, aumento na adiposidade
central e declinio nos niveis de hormdnios ovarianos séo fatores provaveis para 0
aumento deste risco. O estrégeno parece estar associado ao diabetes por meio de sua
relacdo com o0 aumento na resisténcia a insulina, obesidade e marcadores inflamatorios,
no entanto, estudos com o uso de baixas dosagens de estradiol na TH mostraram um

menor risco de desenvolvimento da doenca®™ .

O principal fator limitante do nosso estudo foi 0 pequeno nimero de individuos
analisados, ndo permitindo que os resultados encontrados em nossa amostra sejam
inferidos para toda a populacdo de pacientes em menopausa. No entanto, esse foi o
primeiro estudo que avaliou um possivel estado de hipercortisolismo na menopausa

utilizando uma técnica ultra-sensivel de dosagem do cortisol.

Em resumo, nosso estudo mostrou que uso da TH por seis meses ndo foi capaz
de promover reducdo nos niveis de cortisol salivar a meia noite, provavelmente pelo
namero pequeno da amostra utilizada, mas foi responsavel por uma reducao

significativa na CA, pressdo arterial sistélica e GJ, componentes da sindrome
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metabdlica, mesmo ndo podendo ser atribuida a uma possivel melhora no estado de
hipercortisolismo. S8o necessarios mais estudos, utilizando técnica ultra-sensivel da

dosagem de cortisol, para melhor elucidacdo desta questéo.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas basais dos 19 participantes do estudo.

Variavel Média e desvio padrao
Idade (anos) 52,37 £ 4,79
Tempo de amenorréia (anos) 2,55+1,26
IMC (kg/m?) 27,55 + 5,18
Circunferéncia abdominal (cm) 90,21 + 10,87
PAS (mmHg) 122,63 + 16,28
PAD (mmHg) 76,84 + 11,08
FSH (mUI/mL) 94,15 + 50,24
Estradiol (pg/mL) 22,16 + 3,84
GJ (mg/dL) 86,21 + 7,20
Colesterol total (mg/dL) 224,21 + 34,70
Triglicerideo (mg/dL) 140,63 + 59,06
LDL (mg/dL) 135,53 + 27,40
HDL (mg/dL) 62,74 + 18,19
Cortisol (nmol/L) 2,00 £2,60

IMC: indice de massa corpdrea; PAS: Pressdo arterial sistdlica; PAD: Pressdo arterial diastolica; FSH: Horménio foliculo

estimulante; GJ: Glicemia de jejum; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade
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Tabela 2 — Estatisticas dos dados antropométricos e laboratoriais por tempo de avaliacéo.

Avaliacao
Variavel Antes Depois Diferencas Valor de p
Média + DP (Mediana) Meédia + DP (Mediana) Meédia + DP (Mediana)
D =
« IMC (kg/?) 27,55 + 5,18 (27,60) 27,26 + 4,87 (27,10) 0,29 + 0,85 (0,00) p® = 0,152
21+10,87 +10,34 1,68 £2,60 (2 W =0,011*
« CA (cm) 90, 0,87 (89,00) 88,53 + 10,34 (88,00) ,68 = 2,60 (2,00) p 0,0
® = *
« PAS (mmHg) 122,63 + 16,28 (130,00) 116,84 + 15,29 (120,00) 5,79 £ 11,21 (0,00) p 0,037
® =
« PAD (mmHg) 76,84 11,08 (80,00) 74,21 + 9,61 (80,00) 2,63 + 9,91 (0,00) p® = 0,262
224,21+ 34,70 (227,00) 204,37 + 24,40 (208,00) 19,84 +3558(20,00) p® =0,026*
o CT (mg/dL)
+ + + @ =
« TG (mg/dL) 140,63 + 59,06 (131,00) 116,11 + 38,03 (119,00) 24,53 + 53,25 (0,00) p 0,060
+ + + @ = *
« G (my/dL) 86,21 + 7,20 (86,00) 79,74 + 7,80 (79,00) 6,47 + 7,95 (7,00) p® = 0,002
+ + + @ = *
« LDL (mg/dL) 135,53 + 27,40 (133,00) 119,74 + 19,58 (120,00) 15,79 + 27,93 (14,00) p 0,024
® =
« HDL (mg/dL) 62,74 + 18,19 (66,00) 61,05 + 13,41 (59,00) 1,68 + 9,73 (1,00) p® = 0,460
2,00 + 2,60 (1,29) 1,51 +0,92 (1,38) 0,49 + 3,02 (-0,44) p® = 0,488

e Cortisol (nmol/L)

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(2): Atraveés do teste t-Student Pareados.

IMC: indice de massa corpdrea; CA: circunferéncia abdominal; PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressio arterial diastdlica;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos; GJ: Glicemia de jejum; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa

densidade
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Tabela 3 — Correlacdo de Spearman dos niveis de cortisol entre os dados antropométricos

e laboratoriais por avaliagdo

Niveis de cortisol

Variavel Antes Depois
r(s) r(s)

¢ Antropométricos
IMC (kg/m?) 0,300 (0,212) -0,289 (0,230)
CA (cm) 0,225 (0,354) -0,279 (0,247)
PAS (mmHg) 0,675 (0,002)* -0,350 (0,141)
PAD (mmHg) 0,623 (0,004)* -0,205 (0,399)

o Laboratoriais
CT (mg/dL) -0,096 (0,695) -0,240 (0,323)
TG (mg/dL) -0,041 (0,867) -0,132 (0,590)
GJ (mg/dL) 0,484 (0,036)* -0,126 (0,606)
LDL (mg/dL) -0,147 (0,547) -0,219 (0,368)
HDL (mg/dL) -0,172 (0,480) 0,028 (0,908)

(*): Estatisticamente diferente de zero.

IMC: indice de massa corpdrea; CA: circunferéncia abdominal; PAS: Pressdo arterial sistolica; PAD: Pressio arterial diastdlica;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos; GJ: Glicemia de jejum; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa
densidade
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5. Consideragdes Finais

Os dados presentes na literatura a respeito da associacdo da menopausa com 0
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal ainda s&o escassos, contraditérios e com metodologias
questiondveis. Nenhum estudo anterior tentou relaciona-los utilizando uma técnica
ultra-sensivel de dosagem do cortisol. Nossos resultados ndo conseguiram provar que a
menopausa esta relacionada ao estado de hipercortisolismo e que a terapia hormonal
seria capaz de reverter este estado, provavelmente porque utilizamos uma amostra

reduzida de pacientes. Mais estudos sdo necessarios para elucidar esta questao.
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Anexo

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

J
O

Pe'"Fh‘grer{buco

SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE
HOSPITAL AGAMENON MAGALHAES

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP
Comité de Etica em Pesquisa — CEP

Recife, 31 de maio de 2010.

Prezada Investigadora

Informamos a Vsa que foi aprovado na reunido do dia
26/05/2010, pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Agamenon
Magalhdies, o projeto de pesquisa, “AVALIACAO DO EIXO
HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL MEDIDA POR CORTISOL
SALIVAR EM MULHERES NA POS-MENOPAUSA INICIAL:
EFEITO DA REPOSICAO ESTROGENICA”, n° do registro do CEP: 118,
conforme normas para pesquisa, envolvendo seres humanos resolugéo 196/96.

Atenciosamente,

Marig Tereza Dutra
Secretaria Executiva do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Agamenon Magalhies
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, RG , residente
na Rua/Av n° Apto

, Bairro Cidade Estado
, autorizo, em duas vias, a Médica/pesquisadora Thyciara

Fontenele Marques, a me avaliar através da realizacdo de coleta de amostras de
cortisol salivar. Concordo com a utilizacdo de dados clinicos pessoais e respostas do
guestionario, além dos resultados dos exames. Os riscos e beneficios referentes aos
procedimentos realizados e ao desenvolvimento do estudo foram explicados e

esclarecidos.

Os resultados obtidos poderdo ser aproveitados para fins de ensino e pesquisa
cientifica, desde que minha identidade nédo seja revelada.

Reservo-me o direito de interromper a minha participacdo no estudo, se julgar

conveniente, a qualquer momento e sem nenhuma penalizacao.

Fica assegurado que a realizacdo do referido exame correrd sem 6nus financeiro para
minha participacdo. Caso necessario, poderei contactar o servico de endocrinologia do
Hospital Agamenom Magalh&es ou a médica através do telefone 3184-1706 ou 8649-
1979.

Recife, de de 20

Voluntario (paciente) Responsavel da Pesquisa

Testemunha



