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ABSTRACT

We evaluated the relationship between hyperinsulinemia and anthropometric, metabolic,
and hormonal parameters that might contribute to risk for coronary heart disease in 104 peri
and postmenopausal women. Plasma glucose, insulin, LH, FSH, sex hormone binding globulin
(SHBG), and total testosterone (TT) were determined. Free androgen index (FAI) and fasting
insulin to glucose ratio (IGR) were calculated. The cut-off point to define hyperinsulinemia was
established at 23 mIU/mg. Mean age was 54.8 years. Mean age at menopause was 47.7
years. Body mass index (BMI) was >25 in 46 patients, and 28 (26.9%) were hyperinsulinemic.
BMI, waist circumference, triglycerides, and 2-hour post-glucose insulin levels were significantly
higher in hyperinsulinemic patients. Hyperinsulinemic patients had higher TT levels (p=0.02),
FAI (p=0.0001), and lower SHBG levels (p=0.003). Positive correlations were observed between
IGR and BMI, waist to hip ratio, waist circumference, and triglycerides. IGR and HDL-C were
negatively correlated. IGR presented a positive association with TT and FAI, and a negative
association with SHBG. FAI contributed positively to IGR, independently of BMI, age, or time
since menopause. In conclusion, androgen levels may be important determinants of
cardiovascular risk in peri and postmenopausal women. However, this observation should be
confirmed by longitudinal studies.
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INTRODUCAO

O risco de doenca cardiovascular (DCV) é menor
em mulheres na pré-menopausa quando comparadas 2
homens da mesma idade."” Contudo, essa vantagem, que
tem sido atribuida ao estrogénio ovariano, desaparece até
a idade de 75 anos.>* O mecanismo cardioprotetor do
estrogénio enddgeno parece envolver agdes em lipoproteinas
sangiifneas bem como agio direta na fungio endotelial.’
Conseqiientemente, mulheres na pés-menopausa, pela
baixa produgio de estrogénios, perdem esse efeito protetor.

Outros fatores hormonais e metabdlicos também
parecem contribuir para o desenvolvimento da DCV. A
resisténcia insulfnica e a hiperinsulinemia compensatéria,

por exemplo,geralmente sio acompanhadas por um
conjunto de anormalidades que aumentam o risco para
DCV.5%% Nesse contexto, recentemente estudamos a
associacio entre hiperinsulinemia e niveis de éxido nitrico
(NO) em mulheres na pés-menopausa, sem doenga
clinica.’® Nossos resultados mostraram uma associagio
negativa e forte entre a relacio insulina/glicose (IG) e niveis
de NO, em mulheres hiperinsulinémicas na pés-menopausa,
sugerindo que esse pode ser um dos mecanismos
responsaveis pelo aumento no risco para DCV nessa
populac@o.

A associagio clinica entre resisténcia insulinica,
hiperinsulinemia compensatéria, obesidade e
hiperandrogenismo est4 bem descrita em mulheres na pré-
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menopausa com sindrome dos ovirios policisticos. -
B Por outro lado, alguns estudos tém mostrado uma
associa¢do entre niveis de insulina e androgénios, em
mulheres na pré-menopausa sem evidéncia de doenga
clinica. ' Contudo, pouca atencéo tem sido dada a essa
associagdo em mulheres na pds-menopausa, 1! grupo com
maior risco para DCV. Portanto, nosso objetivo foi avaliar a
associacdo entre hiperinsulinemia e parametros
demograficos, antropométricos, metabdlicos e hormonais
que podem ter efeito no risco para DCV em mulheres na
peri e pés-menopausa.

METODOS

Pacientes

Este trabalho incluiu mulheres na peri e pds-
menopausa avaliadas em um perfodo de tempo de 20
meses. O estudo foi realizado no ambulatério da Unidade
de Endocrinologia Ginecoldgica, Servigo de Endocrinologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil. As
pacientes foram encaminhadas de postos de satide da
mesma cidade e regifo metropolitana. Pacientes diabéticas
ou com alteragdes hepéticas, renais ou tireoideanas foram
excluidas.

Cento e quatro pacientes na pés-menopausa foram
avaliadas. Os critérios de inclusdo foram os seguintes: 1)
menopausa, definida como Gltima menstruagio hd um
ano ou 6 meses e niveis de FSH superior a 35 mUI/ml; 2)
idade superior a 40 anos; 3) auséncia de uso de qualquer
medicacdo com efeito sobre os niveis hormonais ou em
lipoprotefnas e glicemia nos ultimos 3 meses. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, e todas as participantes assinaram o termo de
consentimento informado.

Protocolo do estudo

Anamnese detalhada e exame fisico foram
efetuados. Foram mensurados peso, altura, circunferéncia
da cintura, circunferéncia do quadril, e calculados o indice
de massa corporal (IMC, kg/m?) e relagio cintura/quadril
(RCQ= C/Q). As mensuracdes da pressio arterial sistdlica
(primeira fase) e diastdlica (quinta fase) foram obtidas com
esfignomandmetro, no antebraco direito, apds um tempo
minimo de repouso de 10 minutos, em posi¢io supina.
Hipertensio arterial sistémica (HAS) foi definida como
pressio arterial sistélica igual ou superior a 140 mmHg,
pressdo arterial diast6lica igual ou maior que 90 mmHg, ou
uso corrente de medicacio anti-hipertensiva. ¥

A avaliacio laboratorial consistiu de dosagens
bioquimicas e hormonais, realizadas no Laboratério de
Bioquimica e de Radioimunoensaio do HCPA e no
Laboratério de Endocrinologia Molecular e
Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, utilizando
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kits comerciais. Todas as coletas de sangue foram realizadas
ap6s 3 dias de dieta com 300 g de carboidrato. Duas amostras
sangiifneas foram coletadas em veia de antebraco para
determinagfo de glicose e insulina plasmética: uma apds
periodo minimo de jejum de 12 horas e outra apds 2 horas
de 75 g de glicose. Amostras sangiifneas também foram
obtidas para determinagio de LH, FSH, globulina
transportadora de hormonios sexuais (SHBG) e testosterona
total (TT). Todas as coletas de sangue foram realizadas
entre 7Th30min e 9 hs.

O indice de androgénios livre (IAL) foi estimado
dividindo-se T (nmol/L) por SHBG (nmol/L) x 100. Para
o célculo da relagio insulina/glicose (IG), insulina em jejum
foi dividida por glicemia em jejum, conforme estudos
prévios. 221 O ponto-de-corte para definicio de
hiperinsulinemia foi estabelecido em 23 mUI/mg, levando-
se em conta o limite superior de normalidade para insulina

(25 mIU/ml) e para glicemia (110 mg/dl).

Dosagens

Foram dosados colesterol total e a fragio HDL,
determinados a partir de método colorimétrico e enzimatico,
e calculada a fragdo LDL a partir da férmula: LDL= CT —
(TG/5+HDL). Os niveis de triglicerideos (TG) foram
mensurados utilizando-se hidrélise enzimatica (método
GPO-PAP); os de glicemia, em jejum e duas horas apds
ingestdo de 75 g de glicose, foram determinados a partir do
método enzimético colorimétrico. Niveis de LH e FSH
foram mensurados por ensaio imunofluorimétrico especifico
(Wallac, Turku, Finland), com coeficientes de variagio
(CV) intra e interensaio de 6,7% e 11%, respectivamente,
para LH e 6,6% e 10,2% para o FSH. A sensibilidade do
ensaio erade 0,12 IU/L parao LH, e 0,05 IU/L para o FSH.
Niveis de TT foram mensurados com método RIA (DPC,
Los Angeles, CA) com sensibilidade de 0,04 ng/ml, e CV
intra e interensaio de 8,5% e 10,3%, respectivamente.
SHBG foi mensurada por quimioluminescéncia (DPC,
Los Angeles, CA), com sensibilidade de 0,2 nmol/L, e CV
intra e interensaio de 6,1% e 8,0%, respectivamente. Niveis
de insulina foram mensurados, usando-se anticorpo duplo
RIA (CIS bio international, Massachusetts, USA), com
sensibilidade de 2,0 mIU/ml e CV intra e interensaio de
7,5% e 9%, respectivamente.

Anadlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como médias =dp
ou medianas e intervalo interquartil. Comparagdes entre
dois grupos foram analisadas pelo teste “t” de Student;
comparagdes entre medianas foram analisadas usando-se
Teste Mann-Whitney U. Correlacdes bivariadas entre
varidveis numéricas continuas foram examinadas usando-
se coeficientes de correlagio de Pearson ou Spearman,
conforme natureza gaussiana ou nao-gaussiana da variavel,
respectivamente. Um modelo de regressdo mdltipla foi
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utilizado para avaliar a relago entre IG como variavel
dependente e ITL, idade, tempo de amenorréia e IMC
como variaveis independentes.

A anilise estatistica foi realizada usando-se Statistical
Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, USA), sendo
considerado como significante um valor de p<0,05.

RESULTADOS

As caracteristicas demogréficas, antropométricas e
hormonais das 104 mulheres deste estudo estdo
apresentadas na Tabela 1. As pacientes tinham em média
54,8 anos e a idade média da menopausa era de 47,7 anos.
Quarenta e seis pacientes apresentaram IMC superior a 25
kg/m? (sobrepeso = 44,2%). Quarenta e duas pacientes
(42%) preencheram critérios para diagnéstico de HAS.
Nesta amostra, 18 pacientes (19,7%) apresentaram
intolerancia a glicose.

A Tabela 2 mostra dados clinicos, antropométricos e
metabdlicos da amostra. Para andlise desses dados, as
pacientes foram estratificadas em dois grupos de acordo
com a relagio IG: pacientes normoinsulinémicas (IG <23
mlU/mg) e hiperinsulinémicas (IG > 23 mIU/mg). Entre
as 104 pacientes, 28 apresentaram uma relagdo insulina/
glicose superior a 23 mUI/mg e foram consideradas como
hiperinsulinémicas (26,9 %). O IMC e a cintura foram
significativamente superiores no grupo hiperinsulinémico.
As varidveis metabdlicas, niveis de trigliceridios e insulina
2 h pés-glicose também foram superiores em mulheres
hiperinsulinémicas em comparagio com as normoin-
sulinémicas.

Tabela 1. Dados demograficos, antropométricos
e hormonais da populagéo estudada (n=104)

Média DP Mediana IQ(25-75%)
Idade (anos) 54,8 6,1
Idade de menopausa 47,7 4,6
(anos)
Tempo de amenorréia 5,0 2,8-11
(102) (anos)
IMC (kg/m2) 27,1 4,5
Cintura (103) (cm) 86 81-94,0
RCQ (103) 0,84 0,064
TA sistélica 128,6 21,6
(99) (mmHg)
TA diastélica 79,9 12,1
(99) (mmHg)
LH (103) (mUI/ml) 29,9 23,1 -40,3
FSH (mUI/ml) 75,9 60-93,7

Tabela 2. Parametros clinicos, antropométricos
em mulheres normo e
hiperinsulinémicas na peri e pés-menopausa

Grupo nors linémi Grupo hiperinsulinémico P
1G2 23 plU/mg (n=76)  1G > 23 ulU/mg (n=28)
1dade (anos) ) 54763 5494561 T8
Idade da menopausa (anos) 475+4,7 48,1443 0,545
Tempo de amenorréia(anos) 49 (2,6-11) 5(23-9.19) 0,461
IMC (kg/m?) 27,1+48 JANESH] 0,034
Circunferdncia da cintura (cm)# 85 (19,7 -95,0) 88 (835 -94,0) 0,046
RCQ 0,84 0,06 0,86 + 0,05 0,177
Pressio arterial sistdlica (mmHg) 1284+2181 128,80+21,4 0,931
Pressio arterial d  iastolica (mmHg) 788+11,2 82,71x14,1 0,152
Glicemia em jejum (mg/dl) 91,2+113 893+8,7 0,425
Glicemia 2 -h {mg/d]) 1143+430,6 121,5+40,09 0,370
Colesterol total (mg/dl) 235,1+36,5 238,2+38,62 0,698
HDL-C (mg/dl) 36,1129 51,39£948 0,079
LDL-C (mg/dl) 155,236, 1544+342 0,905
Triglcerdeos (mg/d)# 108 (72,5 -137,5) 135 (105 -191) 0,010
Insulina em jejum (uL1/ml)# 139 (11,2 -17,9) 248 (23,0 -299) 0,000
Insulina 2 -h (uUl/ml) # 55,8 (35,1 -93,7) 105 (48 -194,5) 0.005

Valores expressos em média + - dp (teste t Student) ou # mediana e intervalo
interquartil (25- 75%) (teste Mann-Whitney).

Considerando-se as varidveis hormonais, nio se
observaram diferencas entre os grupos quanto aos niveis
de LH, FSH. Como mostrado na Figura 1, pacientes
hiperinsulinémicas apresentaram niveis significativamente
mais elevados de TT (p= 0,02, Figura 1A) e IAL (p=
0,0001, Figura 1B) e niveis menores de SHBG (p= 0,003,

Figura 1C).
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SHBG

Figura 1. Niveis hormonais em mulheres normo e hiperinsulinémicas, na
peri e pds- menopausa. A) Concentracdes de testosterona total; B)
Indice de testosterona livre (ITL); C) Niveis de SHBG. A linha transver-
sal em cada caixa, representa a mediana, enquanto as linhas superior e
inferior, mostram o intervalo interquartil. As linhas superior e inferior
fora da caixa, mostram valor minimo e mdximo.

A Tabela 3 mostra a associacio entre IG e variaveis
antropométricas, metabdlicas e hormonais na amostra de
104 mulheres na pés-menopausa. Correlagoes significantes
e positivas foram observadas entre IG e IMC, RCQ,
circunferéncia da cintura e triglicerideos. Uma correlagio
negativa foi observada entre IG e HDL-C. A IG apresentou,
ainda, uma correlagio significante e positiva com TT e
ITL (Tabela 3 e Figura 2 A) e significante e negativa com
SHBG (Figura 2B).

A

rs = 0,336 p= 0,001

SHBG

rs=-0,275 p=0,006

Figura 2. A) Correlacdo entre razdo insulina e glicose (IG) e indice de
testosterona livre (ITL) na populacdo estudada (n=104); B) correla-
cdo entre IG e SHBG na populacdo estudada (n=104).
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Tabela 3. Correlag@es entre indice IG e variaveis

antropomeétricas, metabdlicas e hormonais

Varidvel Coeficiente de p
correlacio

Idade (anos) r= 0,06 0,518
Idade de menopausa (anos)  r = 0,052 0,605
Tempo de amenorréia (anos) s = - 0,06 0,533
IMC (kg/m?) r=0,298 0,002
Cintura (cm) r= 0,254 0,010
RCQ r=0213 0,031
Colesterol total (mg/dl) r=0,02 0,839
HDL-C (mg/dl) r=-0,21 0,028
LDL-C (n=99) (mg/dl) r=-0,07 0,472
Triglicerideos (mg/dl) rs = 0,363 0,000
TT (n=101) (ng/ml) s = 0,23 0,022

r= coeficiente de correlacdo de Pearson
rs = coeficiente de correlacdo de Spearman

Considerando-se os resultados da analise de regressao
linear, na qual foi observada correlagio significante entre
os indices IG e IAL, um modelo de regressio linear mdltipla
foi construido, utilizando-se IG como varidvel dependente,
para testar a hipdtese de que niveis de IAL poderiam
influenciar os niveis de IG. Para testar a influéncia da idade,
obesidade e tempo transcorrido desde a menopausa, sobre
aassociago entre IAL e IG, foram inseridos como varidveis
independentes idade, tempo de amenorréia e IMC.

Como observado na Tabela 4, 0 IAL apresentou uma
correlagdo positiva e significativa com  IG,
independentemente do IMC, idade ou tempo de
amenorréia.

Tabela 4. Modelo de regressao multipla, do indice
IG versus idade, tempo de amenorréia, ITL e IMC

Variavel dependente: IG

) Varidveis Coeficiente 3 p
independentes
Idade -0,009 0,949
Tempo de amenorréia -0,022 0,871
ITL 0,366 0,000
IMC 0,250 0,011
R2 = 0,233
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DISCUSSAO

A média de idade da mostra de mulheres pds-
menopéusicas incluidas no trabalho (54,8 anos) foi
semelhante a outros estudos ja publicados.!® " Embora a
duragio da menopausa nio tenha sido um critério de
exclusio, a mediana do tempo de amenorréia foi de 5 anos,
correspondendo aos anos iniciais da menopausa. Outros
estudos exclufram pacientes com tempo de amenorréia
superior a 5 %2 e 10 anos. »* Assim como outros pesquisadores,
caracterizamos menopausa como tempo minimo de 1 ano
de amenorréia. 718 Porém, também incluimos pacientes
com, no minimo, 6 meses de amenorréia; para estes casos,
adotamos critério adicional de incluszo, ou seja, niveis de
FSH > 35 mUI/ml, como proposto por Sites et al. »°
Portanto, a presente amostra pode ser definida como sendo
constituida de mulheres na peri e pés-menopausa.

Neste estudo, a relacdo insulina/glicose (IG) foi
usada como marcador da sensibilidade insulinica. Estudos
prévios tém mostrado que, em pessoas nfo- diabéticas, niveis
de insulina em jejum se correlacionam com medidas diretas
de resisténcia insulinica. Além disso, a relago glicose/
insulina tem sido descrita também como indicador eficiente
de resisténcia insulinica em mulheres com sindrome dos
ovérios policisticos (PCOS). 1202728 Na populagio em
estudo 26 % das mulheres foram consideradas
hiperinsulinémicas, com IG superior a 23 mIU/mg .

Niveis de SHBG também podem ser considerados
marcadores de resisténcia insulinica em humanos. ? A
concentragio de SHBG é um indicador indireto do balango
androgénio/ estrogénio, ou seja, diminuic¢io de SHBG
resulta em alteracdo neste balango no sentido do
androgénio. Nossas pacientes hiperinsulinémicas
apresentaram niveis medianos de SHBG inferiores aos das
pacientes normoinsulinémicas. A anélise bivariada
demonstrou associacio negativa entre SHBG e IG, ja
mostrada em outros estudos. 1"

No presente estudo, examinou-se a hipétese de que
a hiperinsulinemia, um fator de risco para DCV, poderia
estar associada aos niveis de androgénio endégeno, em
mulheres na pés-menopausa sem doenga clinica evidente,
como ja mostrado em mulheres na pré-menopausa. "*Nossos
dados indicam que tal associacéo existe mesmo dentro dos
limites fisiolégicos da testosterona total e androgénios livres.
Qual das anormalidades (hiperinsulinemia ou niveis
alterados de androgénios) pode ser causal, ainda nfo est4
claro. Contudo, androgénios estdo associados 2 obesidade
central, induzindo resisténcia 2 insulina e conseqiiente
hiperinsulinemia. *'** Além disso, os hormonios sexuais
parecem ter um papel no controle dos receptores da
insulina. **** Por outro lado, a hiperinsulinemia pode
aumentar a produgio de androgénios pelos ovérios ** e
pode suprimir a producio de SHBG no figado. 3¢ Em
mulheres obesas com PCOS, a diminuigio nos niveis de
insulina com metformin foi associada com melhora do
hiperandrogenismo.””

Na literatura, h4 evidéncias mostrando que os
androgénios desempenham um papel no controle de
metabolismo da glicose e insulina e também podem mediar
algumas conseqiiéncias da resisténcia insulinica sobre o
sistema cardiovascular em mulheres na pés-menopausa.
Um estudo de base populacional > mostrou uma associacio
positiva entre niveis de glicemia em jejum e S-DHEA e
uma associagio negativa entre glicemia em jejum e SHBG.
Haffner et al. 7 também mostraram uma correlacio
negativa entre niveis de SHBG com triglicerideos e insulina
e uma correlagio positiva entre SHBG e niveis de HDL-C
em 101 mulheres na pés-menopausa. Apds ajuste por IMC
e RCQ, as associagio negativa entre SHBG e insulina e
positivacom HDL-C permaneceram significativas. Nesse
estudo, ndo foi demonstrada associagio entre niveis de
SHBG e pressio arterial. Outro estudo der Haffner et al.’é,
também mostrou uma associagido entre niveis de
androgénios e outros fatores de risco para DCV, em mulheres
pds-menopausicaa. Niveis de TT mostraram uma correlacio
positiva e significativa com colesterol total e pressio arterial
sistolica e diastdlica e inversa com HDL-C e razao HDL-
C/ colesterol total. Niveis de testosterona livre foram
significativa e inversamente correlacionados com HDL-C
e com a razdo HDL-C/ colesterol total.

Em recente estudo realizado em mulheres pré-
menopausicas, com ciclos menstruais regulares, Ivandic et
al. ** observaram uma correlagdo positiva entre niveis de
testosterona livre e insulina em jejum. Porém, essa
correlago foi dependente de outras varigveis como o IMC
e SHBG. Uma vez que a amostra por nés estudada foi mais
homogénea, e as pacientes foram estratificadas pela relacio
IG somente apds inclusio no estudo, foi possivel demonstrar
uma associagio significante entre niveis de androgénios e
arelacio IG, independente da idade, tempo de menopausa
e obesidade, nestas mulheres na pés-menopausa.

Nossas pacientes hiperinsulinémicas apresentaram
valores superiores de IMC, circunferéncia da cintura e niveis
de triglicerideos e androgénios, bem como menor
concentra¢io de SHBG. Os resultados de vérios estudos
indicam a importancia da circunferéncia da cintura como
varidvel antropométrica ttil para identificar pacientes com
maior risco para alteragdes metabdlicas. Obesidade em
geral, e especialmente distribuicio central de gordura
corporal, estdo associadas com resisténcia insulinica. > Da
mesma forma, um estudo feito por Ross et al. *® incluiu
mulheres obesas (IMC>27 kg/m?) e mostrou forte
correlagio entre circunferéncia da cintura com insulina
em jejum e drea sob a curva de insulina. Haffner **mostrou
que peso, IMC, circunferéncia da cintura e RCQ sio
preditores positivos de diabete tipo-2, independente de
idade e sexo; na analise multivariada, circunferéncia da
cintura foi o tnico preditor independente de diabete, em
modelo que incluiu outras varidveis antropométricas.
Estudos epidemiolégicos tém mostrado também que
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hiperinsulinemia e resisténcia insulinica sio
associadas com alteracdes metabdlicas, como o aumento
em niveis de triglicerideos e LDL-C, e diminui¢io em niveis
de HDL-C. * %% Embora dentro dos limites de
normalidade, niveis mais elevados de triglicerideos
observados em nossas pacientes hiperinsulinémicas
confirmam esses achados.

Os efeitos da transi¢io menopausica na sensibilidade
3 insulina ainda nio estdo bem estabelecidos. Berger et
al.¥* mostraram que niveis de insulina foram
significativamente mais elevados em mulheres na pés-
menopausa comparadas aquelas na pré-menopausa.
Matthews et al.®, por outro lado, mostraram que a
menopausa natural nfo afetou niveis plasmaticos de insulina
e glicose. Adicionalmente, Peters et al. * ndo encontraram
diferenga com significAncia estatistica entre niveis de
insulina de 93 mulheres pré-menopausicas e de 93 pacientes
pOs-menopausicas pareadas por idade. Em outro estudo,
mulheres na pés-menopausa apresentaram um aumento
em niveis de insulina em comparagio a mulheres na pré-
menopausa pareadas por idade. #

Embora no presente estudo nosso objetivo nio tenha
sido avaliar o papel da menopausa per se na resisténcia
insulfnica, a auséncia de diferencga significativa entre
pacientes normo e hiperinsulinémicas em relagio as
varidveis idade, idade da menopausa e tempo de
amenorréia sugere que esses fatores nfo exercam influéncia
sobre a sensibilidade insulinica, neste grupo de pacientes.
Além disso, idade e tempo de menopausa nio se
correlacionaram com a relagio IG. Resultado similar foi
encontrado por Barret-Connor et al. '® em grande estudo
que avaliou 869 mulheres na pés-menopausa. Esses autores
observaram uma elevacdo dos niveis plasmaticos de
glicemia com a idade, mas no da insulina.

Em conclusio, nossos dados indicam uma associagdo
entre hiperinsulinemia e niveis séricos de androgénios em
mulheres peri e pds-menopdusicas, sem doenca clinica
evidente. Os resultados apresentados sustentam a nogao
de que niveis de androgénios podem ser importantes
determinantes para a presenca de fatores de risco para
DCV. Estudos longitudinais, entretanto, sdo ainda
necessérios para confirmar a relevincia clinica dos
androgénios em determinar risco cardiovascular.
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