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Efeitos dos Contraceptivos Hormonais Orais de Baixa Dosagem
Estrogénica nas Taxas de Folato Intra-eritrocitario

Effects of Low-Dose Oral Hormonal Contraceptive on Intraerythrocytic Folate Levels

Tualio Braulio Cantalice de Paula!, Antonio Fernandes Moron!, Cristina Guazzelli®,
Kimyio Nonoyama?®, Cristiani Martinez Salzone®

RESUMO

Objetivo: identificar os efeitos do uso dos contraceptivos hormonais orais (ACHO) de baixa
dosagem estrogénica (<30 g de etinilestradiol) nas taxas intra-eritrocitdrias de folatos.
Métodos: este foi estudo prospectivo transversal que incluiu 95 pacientes atendidas no
Ambulatério de Planejamento Familiar da Escola Paulista de Medicina — UNIFESP. O grupo
controle (grupo Condom) foi constituido por pacientes usudrias de condom como método
contraceptivo exclusivo nos tltimos doze meses e 0s grupos de estudo eram compostos por
usudrias de ACHO de baixa dosagem agrupadas de acordo com o tempo de uso do método,
quer seja, grupo ACHO 3 (trés a seis meses de uso), grupo ACHO 6 (seis a doze meses de
uso) e grupo ACHO 12 (mais de doze meses de uso). A dosagem de folatos intra-eritrocitdrios
foi feita pelo método de captura idnica. A avaliacdo estatistica dos resultados foi feita pela
andlise de variancia e teste X°.

Resultados: no grupo Condom observou-se que 44% das pacientes apresentaram niveis de
folato intra-eritrocitario reduzidos (<186,0 ng/ mL), ao passo que nos grupos de usudrias de
ACHO este indice foi de 32% (grupo ACHO 3), 16% (grupo ACHO 6) e 31% (grupo ACHO 12).
Néo se encontrou nos grupos de usudrias de ACHO de baixa dosagem estrogénica reducdo
significativa na média das taxas de folato intra-eritrocitdrio em relacdo ao grupo controle,
nem houve diferenca dos resultados em fungdo do tempo de uso do método.

Conclusoées: verificaram-se niveis reduzidos de folato intra-eritrocitario numa parcela
significativa (44%) de pacientes ndo usuarias de ACHO, com valores préximos ao limite inferior
do que é considerado normal pela maioria dos autores, traduzindo deficiéncia basal de folatos
na populacgdo estudada. Ndo se observou influéncia do uso de ACHO de baixa dosagem
estrogénica sobre as taxas de folato intra-eritrocitdrio.
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[ntroducao

Os folatos sao coenzimas necessarias para
amultiplicacdo celular, participando da sintese das
purinas e pirimidinas na replicacdo do DNA, do
ciclo homocisteina-metionina e do metabolismo
dos aminoacidos glicina, serina e histidina, além
do metabolismo das aminas®.

Entre as deficiéncias vitaminicas, a dos folatos
é a mais comum entre as mulheres norte-ameri-
canas, causando alteracdes hematolégicas em 15 a
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30% das gestantes. Em estudo realizado na cidade
de Sao Paulo observou-se que 12,2% das gestantes
eram deficientes em folatos e 6,5% apresentavam
anemia associada a esta deficiéncia. Ressalta-se,
ainda, que a causa mais comum da reduc¢ao dos ni-
veis de folato é a baixa ingestao desta vitaminaZ.

Os seres humanos néo sao capazes de sin-
tetizar folatos, o que os torna dependentes das fon-
tes alimentares®*. O aporte adequado de folatos
pode ser feito pela ingestao de vegetais frescos,
frutas citricas, figado, feijao, nozes, pao integral e
leguminosas, pela suplementacédo vitaminica ou
pela ingestédo de alimentos enriquecidos com aci-
do félico, tais como farinaceos®.

As concentracoes teciduais de folato refle-
tem mais fielmente as suas reservas do que os
niveis séricos. A dosagem de folato sérico repre-
senta a ingesta deste elemento na ultima sema-
na (ingestéo recente), enquanto que o folato intra-
eritrocitario representa a real concentracao
tecidual (ingestdo cronica)®. O tnico tecido utili-
zado na pratica para a dosagem de folatos € o san-
gue, mais precisamente os eritrocitos, que sao
menos sujeitos a flutuacdes de suas taxas’. Os
folatos sdo incorporados aos eritrécitos durante a
eritropoese, refletindo com maior precisdo o esta-
do corpéreo das reservas de folato®.

A influéncia dos contraceptivos hormonais
orais (ACHO) no metabolismo dos folatos é assun-
to bastante controverso e tema de estudos desde
a década de 60. Shojania et al.? foram os primei-
ros a relatar a deficiéncia de folatos séricos e
intra-eritrocitarios em usuarias de contracepti-
vos hormonais orais. Mostraram, ainda, que es-
tas alteracdes desaparecem logo apos a suspen-
sdo do método.

Os ACHO podem reduzir os niveis de folato
sérico e intra-eritrocitario por meio de interferén-
cia na absorcao do folato contido nos alimentos,
aumento da sua excrecdo urinaria e inducao de
enzimas hepaticas (aumento da metabolizacdo),
além do aumento das proteinas séricas ligadoras
de folatos. A inibicdo da conjugase intestinal re-
duz a absorcao dos folatos poliglutamicos da dieta
em aproximadamente 50%, porém nao altera a
absorcao dos folatos monoglutamicos?.

Sabe-se que o uso de ACHO durante os trés
meses que antecedem a gestacdo aumenta o ris-
co de defeitos de fechamento do tubo neural
(DFTN), fendas faciais e anomalias cromossomi-
cas!!l. Verificou-se que o uso periconcepcional de
multivitaminicos com acido félico reduz o risco de
labio leporino com ou sem fenda palatina'?, defei-
tos cardiacos e dos membros!® e estenose
hipertrofica de piloro*.

Nao é conhecida a relacédo entre o tipo e a
dosagem hormonal utilizados nos contraceptivos

ACO e folatos

e seus efeitos nas reservas intra-eritrocitarias de
folatos, uma vez que os estudos mais amplos dis-
poniveis envolveram doses elevadas de
etinilestradiol’s.

O nivel de folato intra-eritrocitario consi-
derado normal em adultos varia de 160 a 640 ng/mL,
considerando-se deficiente quando inferior a 140
ng/ml. Durante a gestacdo, consideram-se nor-
mais os valores de 200 a 800 ng/mL para as méaes
e de 400 a 1350 ng/mL para o feto!'®.

Alguns estudos!'” mostram que o risco para
DFTN em gestantes com folato intra-eritrocitario
entre 200 a 299 ng/mL na época do fechamento
do tubo neural é trés vezes maior e quando estes
niveis estdo abaixo de 150 ng/mL o risco é oito
vezes maior comparado a gestantes com folato
intra-eritrocitario acima de 400 ng/mL.

Para mulheres que interromperam o uso de
ACHO nos ultimos trés meses antes de engravidar
ou que continuaram a sua utilizacdo durante o
inicio da gestacéo, o risco para DFTN é de 1,18
quando comparado com mulheres que nunca to-
maram contraceptivos orais!'e.

Para preservar a satide do bindmio mae-feto,
no contexto da Saude Publica, a investigacao so-
bre os efeitos dos ACHO contendo baixas doses de
etinilestradiol nas taxas de folato intra-
eritrocitario deve ser valorizada, pois persistem
questionamentos importantes para uma adequa-
da orientacdo sobre a prevencdo de anomalias
fetais associadas as deficiéncias nutricionais e
exposicdo a medicamentos. O presente estudo teve
como objetivo estudar os efeitos dos contracepti-
vos hormonais orais de baixa dosagem estrogénica
(<30 pg), ou seja, das modernas pilulas anticon-
cepcionais, sobre as reservas intra-eritrocitarias
de folato.

Pacientes e Métodos

Este foi um estudo prospectivo transversal
aprovado pela Comissao de Etica em Pesquisa da
Escola Paulista de Medicina — UNIFESP, que in-
cluiu 95 pacientes divididas em quatro grupos. O
grupo controle (grupo Condom foi constituido por
pacientes que optaram pelo uso do condom como
método contraceptivo exclusivo nos ultimos doze
meses, sem que possuissem qualquer problema
clinico ou contra-indicacdo para o uso de contra-
ceptivos hormonais. Os demais grupos eram com-
postos por pacientes que usavam ACHO de baixa
dosagem (<30 pg de etinilestradiol) por um periodo
de trés a seis meses (grupo ACHO 3), seis a doze
meses (grupo ACHO 6) e mais de doze meses (gru-
po ACHO 12). Todas as pacientes eram acompa-
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nhadas no Setor de Planejamento Familiar da Dis-
ciplina de Obstetricia/EPM-UNIFESP. A participa-
cdo no presente estudo foi voluntaria, realizando-
se a coleta de amostra de sangue venoso periféri-
co (5 mL) no periodo da manha, apés minuciosa
explicacdo sobre o estudo e consequiiente assina-
tura do consentimento informado.

Foram incluidas no estudo apenas usuarias
de ACHO de baixa dosagem estrogénica (<30 pgde
etinilestradiol) ou condom como método contracep-
tivo exclusivo, com idade de 18 a 28 anos. O tipo
de progesterona (desogestrel, gestodeno ou
levonorgestrel) contido na pilula nao foi conside-
rado como critério discriminativo. As pacientes
nao foram classificadas de acordo com o indice de
massa corporal, raca, paridade ou antecedente de
filho com malformacao congénita.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes
com hipermenorragia ou hipermenorréia, anemia
(Hb <10,5 g/dL), usuarias de DIU, portadoras de
doencas hematologicas, endocrinopatias, doencas
auto-imunes, coagulopatias, curto intervalo apés
o ultimo parto (<2 anos), usuarias de outras medi-
cacoes, tabagistas e etilistas.

A dosagem de folatos intra-eritrocitarios foi
feita pelo método de captura iénica na Secdo de
Hematologia, Divisao de Patologia do Instituto Adolfo
Lutz da Secretaria de Saude do Estado de Sao Pau-
lo. O ensaio IMX Folatos (Abbott) utiliza reagente
de afinidade soluvel composto por uma proteina de
ligacao aos folatos (FBP) ligada a anticorpos
monoclonais, que por sua vez tém uma ligacdo
covalente com a carboximetilamilose. Os comple-
xos de analitos com carga negativa sao formados
durante o ensaio IMX Folatos pela ligacdo entre os
folatos e o reagente de afinidade soluvel. Os com-
plexos de analitos de carga negativa resultantes
sdo entdo capturados por meio da interacdo
eletrostatica com a matriz de carga positiva. Os
folatos sao quantificados medindo a quantidade de
locais de uniao da FBP ligados a matriz que néao
foram ocupados pelo analito utilizando um conju-
gado de acido pterdico (um analogo dos folatos) e
fosfatase alcalina como molécula geradora do si-
nal. A matriz é lavada de forma a remover o conju-
gado nao ligado. O substrato 4-metilumbeliferil-
fosfato é adicionado a matriz e o produto fluores-
cente € medido pelo conjunto 6ptico MEIA.

A tecnologia MEIA (enzimaimunoensaio por
microparticulas) tem como principio o uso de
microparticulas sensibilizadas com anticorpos ou
antigenos (dependendo da finalidade do produto),
sendo sua técnica utilizada para testes qualitati-
vos e quantitativos. O fato de esta nova tecnologia
utilizar microparticulas como fase sé6lida aumen-
ta a sensibilidade e a especificidade do método e
diminui o seu tempo de incubacao. Isto se deve ao

ACO e folatos

numero de sitios de ligacdes de um teste por
microparticulas ser de 4000 a 10000 vezes maior
do que o EIA (enzimaimunoensaio) tradicional.

A analise estatistica baseou-se na analise
de variantes multiplas e teste t de Student, com
um poder de amostragem superior a 0,80 e nivel
de significancia em p<0,05 (nivel de rejeicao de
hipétese). Os grupos ACHO 3, ACHO 6 e ACHO 12
foram comparados entre si e com o grupo controle
(grupo Condom).

Os resultados obtidos também foram com-
parados com um estudo'® envolvendo 118 indivi-
duos saudaveis, que encontrou concentracdo mé-
dia de folatos intra-eritrocitarios de 297,5 ng/mlL,
comintervalode 111,6 a 761,5 ng/mL. Utilizando
analise ndo-paramétrica, verificamos que 95% da
populacao apresentava resultados de 148,8 a 645,4
ng/mL, definindo como limite inferior da faixa de
normalidade o valor de 186 ng/mlL.

Resultados

A dosagem das taxas de folato intra-
eritrocitario das 95 pacientes estudadas revelou
que 69,5% destas apresentavam niveis de folato
intra-eritrocitario acima do limite inferior da nor-
malidade (>186 ng/mlL), ao passo que em 30,5%
dos casos encontraram-se niveis de folato inferio-
res ao normal.

A populacéao utilizada como controle (grupo
Condom), composta por pacientes que optaram
pelo uso do condom como método contraceptivo
exclusivo nos ultimos doze meses, apresentou
44% de pacientes com folato intra-eritrocitario
reduzido (<186,0 ng/mlL), ao passo que nos gru-
pos de estudo, compostos por pacientes que usa-
vam ACHO de baixa dosagem estrogénica (<30 ug
de etinilestradiol) por um periodo de trés a seis
meses (grupo ACHO 3), seis a doze meses (grupo
ACHO 6) e mais de doze meses (grupo ACHO 12),
este indice foi de 32, 16 e 31%), respectivamente.
Contrariando estudos anteriores®’ sobre a influ-
éncia dos ACHO sobre as taxas de folato intra-
eritrocitario, nao se encontrou nas usuarias de
ACHO de baixa dosagem estrogénica uma redu-
cdo na média das taxas de folato intra-
eritrocitario (Tabelas 1, 2).

A Tabela 3 mostra a distribuicao de pacien-
tes com valores de folato intra-eritrocitario in-
feriores ao normal. Observa-se que o grupo
Condom apresenta 38% das 29 pacientes com
taxas reduzidas de folato intra-eritrocitario en-
contradas durante o estudo. Do total de pacien-
tes estudadas, 83% apresentaram valores abai-
xo de 299 ng/mL.
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Tabela 1 - Distribuicdo de pacientes segundo niveis de folato intra-eritrocitario nos
grupos estudados.

Nivel de folato
Normal n (%) Reduzido n (%) Total n

Grupo Condom 14 (56) 11 (44) 25
Grupo ACHO 3 13 (68) 6 (32) 19
Grupo ACHO 6 21 (84) 4 (16) 25
Grupo ACHO 12 18 (69) 8 (31) 26
Total 66 (69,5) 29 (30,5) 95

Nota: Grupos ACHO 3, 6 e 12: pacientes em uso de contraceptivo oral por 3, 6 ou 12 meses.

Tabela 2 - Freqliéncia, média, desvio padrdo (DP) e valores minimo e maximo para as
taxas de folato intra-eritrocitario nos grupos estudados.

Freqiiéncia Média x DP  Minimo Maximo
n (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2439 £1418 1130 800,9
2082+ 56,3 133,6 307,3
2746 £130,3 1434 780,0
Grupo ACHO 12 26 2336+ 993 977 554,6
Total 95 2420 £ 1150 121,9 610,7

Nota: Grupos ACHO 3, 6 e 12: pacientes em uso de contraceptivo oral por 3, 6 ou 12 meses.

Grupo Condom 25
Grupo ACHO 3 19
Grupo ACHO 6 25

Tabela 3 - Distribui¢do de pacientes com valores de folato intra-eritrocitério inferiores ao
normal nos grupos estudados. Valores medidos em cada grupo e desvio padréo.

Freqiiéncia Média

n (%) (ng/mL)
Grupo Condom 11 (38) 154,0 (59,7)
Grupo ACHO 3 6 (20) 139,7 (72,0)
Grupo ACHO 6 4 (14) 149,6 (48,8)
Grupo ACHO 12 8 (28) 140,8 (66,3)
Total 29 (100) 146,0 (61,7)

Nota: Grupos ACHO 3, 6 e 12: pacientes em uso de contraceptivo oral por 3, 6 ou 12 meses.

Discussao

Os primeiros relatos da deficiéncia de
folatos séricos e intra-eritrocitarios em usuarias
de ACHO surgiram na década de sessenta. Mos-
traram, também, que estas alteracoes desapare-
cem logo apoés a suspensao do contraceptivo e sao
de ocorréncia rara. De acordo com os primeiros
estudos®!® os contraceptivos orais interferem na
absorcao e metabolismo dos folatos.

Em um estudoenvolvendo 118 individuos sau-
daveis'®, encontrou-se concentracao média de
folatos intra-eritrocitarios de 297,5 ng/mL, com
intervalode 111,6 a 761,5 ng/mL. Utilizando ana-
lise ndo-paramétrica, estes autores verificaram
que 95% da populacao apresentava resultados de
148,8 a 645,4 ng/mL, definindo como limite inferi-
or da faixa de normalidade o valor de 186 ng/mL.

ACO e folatos

Estudo recente envolvendo o uso de ACHO
contendo baixas doses de etinilestradiol (<30 pg)
mostrou que pode haver minimizacao da reducao
de folatos com esta dosagem do componente
estrogénico®. Nossos resultados ndo mostraram
reducédo nas taxas de folato intra-eritrocitario de
usuarias de ACHO de baixa dosagem estrogénica
ao serem compararadas com aquelas observadas
no grupo Condom, mesmo apds 12 meses de uso
das pilulas. Paralelamente, observaram-se niveis
reduzidos (<186,0 ng/mL) de folato intra-
eritrocitario em 44% das pacientes do grupo
Condom, sendo a média dos valores deste grupo
de 243,9 ng/mlL. Isto nos alerta para a presenca
de deficiéncia basal de folatos na populacao estu-
dada, seja por um componente nutricional isolado
ou associado ao fator genético, podendo ter sido
suficiente para mascarar o efeito intrinseco do uso
dos ACHO de baixa dosagem sobre o metabolismo
e reserva de folatos.

Nao se encontrou nos grupos de usuarias de
ACHO de baixa dosagem estrogénica deficiéncia
nas taxas de folato intra-eritrocitario maior que
no grupo controle (grupo Condom), o que se traduz
em auséncia de inibicdo significativa da ativida-
de da enzima conjugase intestinal com o uso de
doses reduzidas do componente estrogénico nas
pilulas, contrariando estudos!®!® que avaliaram
usuarias de pilulas com maior dosagem
estrogénica (>30 ug).

Nosso estudo revelou dados importantes so-
bre os reduzidos niveis de folato na populacao
investigada, mostrando que 83% das pacientes
apresentam taxas de folato intra-eritrocitario in-
feriores a 299,0 ng/mL, colocando esta populacao
em um grupo de risco trés vezes maior para DFTN
quando se compara com pacientes que apresen-
tam niveis de folato intra-eritrocitario superiores
a 400 ng/ml"".

Comparando-se os grupos de usuarias de
ACHO de baixa dosagem estrogénica (grupos ACHO
3, ACHO 6 e ACHO 12) em funcao do tempo de uso
do método com o grupo controle (grupo Condom),
nao se observou diferenca estatisticamente sig-
nificativa nas taxas de folato intra-eritrocitario,
podendo esta dose reduzida do componente
estrogénico ser incapaz de interferir na absorcéo
do folato da dieta, na sua excrecao urinaria e
metabolizacdo hepatica ou na inducdo do aumen-
to da sintese das proteinas ligadoras de folatos.

Alguns autores!® tentam justificar a queda
dos niveis de folato intra-eritrocitario em usuarias
de ACHO como sendo devida a uma restri¢éo glo-
bal da ingestdo de alimentos visando evitar o ganho
de peso inerente ao uso de hormonios esteroides.
Porém, as modernas pilulas com dosagens
estrogénicas minimas e derivados progestagéni-
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cos de Ultima geracao (gestodeno e desogestrel) nao
apresentam os efeitos de retencao hidrica e conse-
quente ganho ponderal, portanto deixando de cons-
tituir fator que impulsione a mudanca do padrao ali-
mentar das usuarias, podendo-se manter a ingestao
habitual de folatos na dieta.

ABSTRACT

Purpose: to study the effects of low-dose oral hormonal
contraceptives (OHC) (<30 Ug of ethynylestradiol) on the
intraerythrocytic folate levels.

Methods: this was a prospective transversal study with 95
patients treated in the Family Planning Clinic of UNIFESP
(Federal University of Sdo Paulo). The control group
(Condom group) consisted of patients using condom as their
exclusive contraceptive method during the last 12 months,
and the study groups consisted of patients using low-dose
oral hormonal contraceptives, in the following way: OHC
3 group (three to six months of use), OHC 6 group (six to
twelve months of use) and OHC 12 group (more than twelve
months of use). Intraerythrocytic folate was determined by
the ionic capture method. Analysis of variance and X’ test
were used for statistical analysis.

Results: the Condom group showed a rate of 44% of patients
with folate lower than 186.0 ng/mL and the users of low-
dose oral contraceptives showed a rate of 32% (OHC 3
group), 16% (OHC 6 group) and 31% (OHC 12 group). We
did not find in the group using low-dose oral contraceptives
a significant reduction in the average level of
intraerythrocytic folate compared to the control group and
there was no statistically significant difference (p=0.28)
regarding time of use.

Conclusion: we observed reduced levels of intraerythrocytic
folate in a significant number (44%) of patients not using
low-dose oral hormonal contraceptives. Their rates were
similar to the lower limit considered to be normal by most
authors, which points to a basal folate deficiency in the studied
group. We did not observe any alteration in the level of
intraerythrocytic folate in patients using low-dose oral
hormonal contraceptives.

KEYWORDS. Contraceptives. Condom. Intraerythrocytic folate.
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