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RESUMO




FERREIRA, R.A. Efeitos do Sistema intra-uterino de Levonorgestrel sobre marcadores
de risco cardiovascular de pacientes com endometriose: estudo comparativo com o
analogo do GnRH. 2009. 62 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

INTRODUCAO: Aventa-se a hipotese de que pacientes com endometriose poderiam
apresentar risco elevado para doengas cardiovasculares. Existe, porém, controvérsia quanto ao
perfil lipidico observado nessas pacientes. OBJETIVOS: avaliar os marcadores de risco
cardiovascular associados a endometriose, comparando-se o efeito sobre eles de dois
diferentes tratamentos para esta doenca: Sistema Intra-uterino liberador de levonorgestrel
(SIU-LNG) e o analogo do GnRH na forma de depdsito (aGnRH). Marcadores inflamatorios,
parametros clinicos e avaliacdo lipidica foram utilizados como marcadores de risco
cardiovascular. MATERIAL E METODOS: Quarenta pacientes entre 18 e 40 anos, com
diagnostico laparoscopico de endometriose, foram randomizadas para receber tratamento com
SIU-LNG (n=22) ¢ com o aGnRH (n=18), durante 6 meses. Foram avaliados o indice de
massa corporal, a freqliéncia cardiaca, as pressdes arteriais sistolica e diastdlica, além dos
seguintes parametros laboratoriais: lipidograma (colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-
C), LDL-colesterol (LDL-C), triglicérides (TGL)), interleucina-6 (IL-6), proteina C reativa
(PCR), homocisteina, molécula de adesdao de célula vascular (VCAM), fator de necrose
tumoral o (TNF-0) e contagem de leucocitos (LCT), sendo realizados no inicio e apds seis
meses de tratamento. RESULTADOS: no grupo do SIU-LNG, houve redu¢do dos niveis do
VCAM (92,8 + 4,2ng/mL para 91,2 + 2,7ng/mL, p=0,04), PCR (0,38 + 0,30mg/dL para 0,28
+ 0,21mg/dL, p=0,03), CT (247,0 = 85,0 mg/dL para 180,0 + 31,0 mg/dL, p=0,0002), TGL
(118,0 £ 76,0 mg/dL para 86,5 + 41,5 mg/dL, p=0,003), LDL-C (160,5 + 66,0mg/dL para
114,5 + 25,5mg/dL, p=0,0005) ¢ HDL-C (63,0 + 20,5mg/dL para 48,5 + 10,5mg/Dl,
p=0,002). No grupo do aGnRH, houve aumento da homocisteina (11,5 + 2,9 pmol/L para 13,0
+ 2,7umol/L, p=0,04) e diminui¢ao dos niveis de IL-6 (4,3 + 3,9pg/mL para 2,3 + 0,8pg/mL,
p=0,005), VCAM (94,0 + 3,8ng/mL para 92,0 + 1,6ng/mL, p=0,03) e LCT (7330 + 2554 para
6350 + 1778, p=0,01). Esse estudo mostra que alguns marcadores de risco cardiovascular sdo
influenciados por ambos aGnRH e SIU-LNG, mas esse ultimo reduz mais os niveis lipidicos e

pode ter efeitos mais favoraveis em longo prazo.

Palavras-chave: endometriose; sistema intra-uterino de levonorgestrel; agonista do GnRH;

fatores de risco; doencgas cardiovasculares.



ABSTRACT




FERREIRA, R.A. Effects of the levonorgestrel-releasing intrauterine system on
cardiovascular risk markers in patients with endometriosis: a compar ative study with
the GnRH analogue. 2009. 62 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

The aim of this prospective and controlled study was to evaluate the cardiovascular risk
markers associated with endometriosis and the influence of the levonorgestrel intra-uterine
system (LNG-IUS) compared with the GnRH analogue (GnRHa) leuprolide acetate on these
risks after six months of treatment.

Methods: This was a randomized, prospective, open clinical study, with 44 patients with
laparoscopically and histologically confirmed endometriosis. Patients were randomized into
two groups: LNG-IUS group, 22 patients submitted to LNG-IUS insertion, and GnRHa group,
22 patients who received a monthly GnRHa injection for six months. Body mass index,
systolic and diastolic arterial blood pressure, heart rate and laboratory cardiovascular risk
markers such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), C-reactive
protein (CRP), homocysteine (HMC), lipid profile, total leucocytes, and vascular cell
adhesion molecule (VCAM) were measured before and six months after treatment. Results: in
the LNG-IUS group, there was reduction of the levels of VCAM (92.8 +4.2 to 91.2+2.7
ng/mL, p = 0.04), CRP (0.38+0.30 to 0.28+0.21 mg/dL, p = 0.03), total cholesterol
(247.0+85.0 to 180.0+31.0 mg/dL, p = 0.0002), triglycerides (118.0+ 76.0 to 86.5+41.5
mg/dL, p = 0.003), LDL (160.5+66.0 to 114.5+25.5 mg/dL, p = 0.0005) and HDL (63.0+20.5
to 48.5+10.5 mg/dL, p = 0.002). The GnRHa group showed an increase of HMC levels
(11.5+2.9 to 13.0+2.7 pmol/L, p = 0.04) and a reduction of IL-6 levels (4.3+3.9 to 2.3+0.8
pg/mL, p = 0.005), VCAM (94.0+3.8 to 92.0+1.6 ng/mL, p = 0.03) and total leucocytes
(733042554 to 6350+1778, p = 0.01). Conclusions: This study shows that some
cardiovascular risk markers are influenced by both GnRHa and LNG-IUS, but the latter had a
greater positive impact on the lipid profile, which could lead to a favorable effect during long-

term treatment.

Keywords: endometriosis, levonorgestrel, cardiovascular diseases, leuprolide, risk factors.
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1. Endometriose

A presenga de tecido endometrial funcionante ectopico, ou seja, fora da cavidade
uterina, caracteriza a endometriose. Em mulheres no menacme, estima-se a prevaléncia de
endometriose de 5 a 10% (1, 2), porém essa incidéncia € controversa devido ao grande
numero de subdiagnosticos e a grande variagdo entre as populagdes estudadas. Pacientes com
endometriose podem apresentar dor pélvica cronica, dismenorréia, infertilidade e distirbios
menstruais (3), interferindo significantemente na qualidade de vida das mulheres que a
apresentam (4).

Apesar de descrita ha varios anos, os conhecimentos sobre a fisiopatologia, a
patogénese e a evolucdo espontanea dessa doenga ainda sdo escassos. Existem muitas teorias
que tentam explicar o aparecimento dos focos de endometriose, mas nenhuma delas consegue
isoladamente justificar os diferentes comportamentos da endometriose.

Uma das hipoteses mais propagadas para a sua etiologia, chamada teoria de Sampson, ¢
a de que haveria aderéncia de tecido endometrial pos-menstrual na cavidade peritoneal e
demais 6rgdos devido ao fluxo tubario retrogrado. Porém, com a realizagdo de um nimero
maior de laparoscopias, surgiu a comprovagdo de que praticamente 90% das mulheres tém
trompas pérvias com fluxo retrégrado e, no entanto, a maioria ndo apresenta endometriose,
fazendo com que essa hipotese ndo tenha forca suficiente para explicar completamente a
etiologia dessa moléstia. Baseado nisso, alguns autores vem defendendo a presenca de que
algum outro fator, ou fatores associados ao fluxo retrégrado, seriam capazes de permitir a
implantacdo deste tecido na cavidade abdominal. Discute-se a idéia de que a endometriose
seria decorrente de um desequilibrio entre fatores pré e antiinflamatérios que
comprometeriam a integridade da matriz extracelular favorecendo a implantacdo do tecido
endometrial descamado na cavidade abdominal, promovendo o desenvolvimento dos focos de

endometriose (5).
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1.1. Endometriose einflamacgéo

J& foi descrito que a adesdo entre o tecido endometrial e o peritdnio ocorreria por meio
das integrinas, que modulam a adesdo celular (6), como a molécula intra-celular de adesdo
tipo 1 (ICAM-1) e a molécula das células vasculares de adesdo tipo 1 (VCAM-1) (7). A
matriz extracelular peritoneal ¢ invadida pelas células do endométrio aderido ao peritonio,
provavelmente devido a uma diferenca de concentragdo entre enzimas de degradagdo de
componentes da matriz extracelular e seus reguladores. As metaloproteases (MMPs) sao
enzimas zinco-dependentes com capacidade de promover a remodelagdo da matriz
extracelular quando associados a seus inibidores (TIMPs- tissue inhibitors of
metalloproteases). Varios estudos demonstraram um aumento na quantidade de algumas
MMPs e redugdo de TIMPs produzidos pelo endométrio topico e ectopico de paciente com
endometriose quando comparados com o endométrio de pacientes sem a doenga, justificando
uma maior capacidade invasora deste tecido no fluxo menstrual retrogrado (5).

Outros marcadores inflamatorios, como as citocinas e fatores de crescimento, também
apresentam papel importante no surgimento e desenvolvimento dos implantes endometriais.
Citocinas ¢ fatores de crescimento sdo proteinas ou glicoproteinas, em geral sintetizados por
leucdcitos e outras células para o meio extracelular, levando a atividades autdcrina e
paracrina, além de promoverem comunicagdo celular com o sistema imunolégico. A citocina
Interleucina-1 (IL-1), produzida por macréfagos e mondcitos ativados, ¢ atribuida a
estimulagdo da angiogénese em lesdes endometridticas, através da estimulagdo de outros
fatores angiogénicos, como a IL-6 e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (8), e
também promoveria maior atividade das ICAMs-1 (9). Células epiteliais e estromais do
endométrio produzem a IL-6, ao serem estimuladas, dentre outros, pela IL-1 e pelo fator de
crescimento tumoral (TGLF) (8, 10). As concentracdes de IL-6 durante o ciclo menstrual sao

variaveis, isto €, sdo menores durante a fase proliferativa e maiores na fase secretora (11).



25

Zarmakoupis e cols. demonstraram que a IL-6 inibe a proliferacdo das células estromais
endometriais (12). Assim, como o estrogénio estimula a proliferacdo endometrial, acredita-se
que isso ocorra pela reducdo da sintese de inibidores do crescimento celular endometrial como
a IL-6. Estudos in vitro, em pacientes com endometriose, demonstraram alteragdes na resposta
da IL-6 em macréfagos presentes no sangue e no peritonio e no estroma endometrial (13, 14,
15). Os resultados sdo conflitantes em relagdo ao que foi encontrado no fluido peritoneal de
pacientes com endometriose, onde alguns estudos demonstraram aumento na concentragao de
IL-6 (16, 17) enquanto outros revelaram diminuicdo (18, 19) e um estudo ndo encontrou
diferengas entre pacientes com endometriose e o grupo controle (20). O VEGF produzido
pelos implantes endometridticos estimula a neovascularizagdo (21). A IL-1 estimula a
produ¢do de VEGF, assim como a hipdxia tecidual, o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador B (TGLF-B) e as prostaglandinas. (8,
22, 23). Os fatores de necrose tumoral (TNF) sdo citocinas que apresentam agdes diversas no
organismo. Enquanto a TNF- ¢ produzida pelos linfécitos, a TNF-a ¢ sintetizada pelos
macrofagos, monocitos ativados, células natural-killers (NK), neutréfilos, células
endometriais, dentre outras. Estudos demonstraram que a concentracao elevada de TNF-a no
fluido peritoneal de pacientes com endometriose se relaciona com o estagio da doenga (24) e
seja devida a maior atividade dos macréfagos e mondocitos (13, 25).

Outras evidéncias também relacionam o estresse oxidativo e o estado inflamatorio
intrinsecos com o aparecimento e desenvolvimento da endometriose (26, 27, 28, 29). Além
disso, a endometriose também tem sido associada a outras doencas metabolicas, como

dislipidemia, resisténcia insulinica e aterosclerose (30, 31).
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1.2. Endometriose e sistema car diovascular.

As doencas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte em
mulheres apds a menopausa (32). O evento primordial para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares ¢ a presenca de aterosclerose, que é um processo cronico, progressivo e
sistémico, caracterizado por resposta inflamatoria e fibroproliferativa da parede arterial a
agressoes ao endotélio (33). Os principais fatores de risco relacionados com lesdo arterial sdo:
obesidade, hipercolesterolemia, hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo,
hiperhomocisteinemia, envelhecimento e suscetibilidade genética (34).

As lesoes iniciais dessa moléstia ja estdo presentes em adolescentes e adultos jovens,
levando décadas para manifestar sintomatologia clinica (35). A disfuncdo endotelial causada
pelos fatores de risco anteriormente citados seria o primeiro passo para o desenvolvimento da
aterosclerose, alterando as propriedades homeostaticas normais do endotélio. Assim, as
diferentes formas de agressdo endotelial aumentam permeabilidade endotelial e a adesdao do
mesmo a leucdcitos e plaquetas. Além disso, a injuria ao endotélio faz com que este apresente
propriedades pro-coagulantes ao invés de anti-coagulantes e sintetize moléculas vasoativas,
citocinas e fatores de crescimento. Se a resposta inflamatoria ndo remover ou neutralizar
efetivamente os agentes promotores de disfuncdo, ela pode se perpetuar e estimular a
migragdo e proliferagdo de células musculares lisas na area de inflamagao (34). A manutencao
dessa resposta leva ao espessamento da parede arterial, a migragdo de macrofagos e linfocitos
para area afetada, aumentando o dano arterial pela producdo de enzimas hidroliticas e
citocinas que podem promover necrose focal com conseqiiente fibrose (36). Esse ciclo
continuo de acumulacdo de células mononucleares, migracdo e proliferagdo de células
musculares lisas e formacdo de fibrose, leva a formagdo da placa composta por uma capa
fibrosa sobre uma camada lipidica e de células necroticas, responsavel pelas manifestagdes

clinicas da aterosclerose devido a obstrug@o ao fluxo sangiiineo na artéria acometida.
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A possivel associacdo entre endometriose e aterosclerose tem sido aventada (31). A
endometriose afeta mulheres jovens, enquanto a aterosclerose ¢ considerada doenga de idades
mais avancgadas. No entanto, ambas as doengas sdo caracterizadas por aumento da atividade
macrofagica e producdo de citocinas inflamatorias. Devido ao fato da inflamagdo exercer
papel crucial no desenvolvimento da aterosclerose, acredita-se que pacientes com
endometriose, que se traduz por uma doenca inflamatoria cronica, possam apresentar risco
aumentado para doengas cardiovasculares (DCV) (31).

Alguns marcadores inflamatdérios, comumente descritos em pacientes de risco
aumentado para DCV, como a IL-6, o fator de necrose tumoral a (TGLF-a) (37, 38), presenga
de macrofagos ativados, expressdo de moléculas de adesdo celular (ICAM e VCAM),
marcadores de estresse oxidativo (39, 40, 41), entre outros, vém sendo descritos como
aumentados tanto no fluido peritoneal como no soro de pacientes portadoras de endometriose.
Também foi descrito aumento de metaloproteinases (MMPs), importante para destruicdo da
matriz extracelular, tanto em pacientes aterosclerdticas (42) como em pacientes
endometrioticas (5) e aumento de proteina C reativa, preditor bioquimico inflamatério de
maior valor para DCV (43, 44). Por outro lado, alteragdes do metabolismo lipidico sdo
fortemente relacionadas a risco cardiovascular (45). Atualmente, poucos autores compararam
o perfil lipidico basal de mulheres portadoras de endometriose com controles, porém nenhum
deles avaliou as pacientes sem o efeito de medicagdes que potencialmente podem alterar a
sintese de lipoproteinas (1, 10, 11). Devido a esta limitagdo, tém sido descritos desde um
perfil lipidico desfavoravel até auséncia de alteragdo nestas variaveis (1, 30, 46, 47).

Ja vimos que alguns dos tratamentos clinicos atualmente propostos para a endometriose,
com melhora significativa da dor pélvica provocada pela doenga, sdo os analogos do GnRH
(aGnRH) e o sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) (48) e que,

enquanto o primeiro atua através do bloqueio do eixo hipotalamo-hipdfise-ovariano levando a
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um quadro de hipoestrogenismo, com repercussdes negativas sobre o metabolismo lipidico
(46), o SIU-LNG provoca atrofia das glandulas endometriais (49). Existem, entretanto,
especulagdes de que o progestageno absorvido sistemicamente poderia influenciar
negativamente o metabolismo lipidico (50) embora exista relato com resultado diferente (51).
Assim, como as pacientes portadoras de endometriose sdo jovens e assintomaticas do ponto
de vista cardiovascular, a avaliagdo de disfun¢do endotelial, um evento precoce no
aparecimento da aterosclerose, ira contribuir para a investigacdo da associagdo dessas duas
doengas que apresentam varias caracteristicas fisiopatologicas comuns. Além disso, caso
exista associagdo, possibilita a intervencdo precoce preventiva do aparelho cardiovascular
nesse grupo de pacientes. Como a proposta de tratamento de pacientes com endometriose ¢
em geral por periodos prolongados, ¢ estas pacientes podem ja apresentar elevagdo de
marcadores inflamatdrios e de disfunc¢do endotelial, torna-se importante avaliar os efeitos dos
diferentes tratamentos sobre eventuais fatores de risco de doenga cardiovascular, como
marcadores inflamatorios e lipoproteinas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia do SIU-LNG sobre os marcadores inflamatorios e de risco cardiovascular em um

periodo de seis meses, comparado ao tratamento classico com aGnRH.

1.3. Opcodesterapéuticas para a endometriose

Os esquemas terapéuticos atualmente propostos variam de cirirgico a clinico,
exclusivos ou associados, na dependéncia do quadro clinico da paciente e do desejo ou ndo de
concepcao.

Ao contrario dos procedimentos cirirgicos, os medicamentos hormonais ndo reduzem
as lesdes, apenas realizam a supressdo da funcdo ovariana. Também sdo utilizados anti-
inflamatorios nao esteroidais, visando especificamente a melhora da sintomatologia

envolvendo a dor pélvica e a dismenorréia. Tratamento hormonal inclui o uso do analogo do
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GnRH (aGnRH), considerado o padrao ouro (52), progestagenos, derivados do androgénio
(Danazol) e contraceptivos orais combinados (COC). Os andlogos do GnRH s3o drogas
sintéticas com estrutura molecular semelhante a do proprio GnRH, com a substituicdo de um
dos aminoacidos da cadeia do polipeptidio original. A liga¢do inicial ao receptor produz um
efeito positivo de liberagdo de gonadotrofinas chamado de efeito "flare-up”. Depois, a
permanéncia no receptor leva a um bloqueio do mesmo com um efeito inibidor que cursa com
a supressdo do eixo hipotalamo-hipofise-ovario (HHO) (53). O uso de analogos do GnRH,
com bloqueio hipofisario prolongado e criagdo de um estado hipoestrogénico, acarreta
melhora significativa nos quadros de dor pélvica e melhora nas taxas de fertilidade nas
pacientes submetidas a procedimento de Reproducao Assistida (54), porém apresenta efeitos
colaterais importantes. Com a supressdo da atividade ovariana, o estado de hipoestrogenismo
criado acarreta sintomatologia igual a observada em mulheres na pds-menopausa, além de
levarem a redug¢do da massa Ossea, principalmente se utilizadas por periodo superior a 6
meses (55), muito embora a terapia de add-back possa ser utilizada concomitantemente ao
tratamento prolongado com aGnRH (56).

Os contraceptivos orais combinados (COCs), em uso continuo ou ciclico, também tém
apresentado um efeito equivalente ao dos analogos de GnRH, quando usados por um periodo
maior do que seis meses. Provavelmente ¢ o efeito simultaneo e continuo da progesterona que
permite o tratamento da endometriose (57). Tem a vantagem de repor os estrogénios nao
produzidos pela hipofise supressa, mas apresenta limitacdes, contra-indicacdes e efeitos
colaterais dos estrogénios sintéticos e progestagénios. J4 é bem estabelecido o aumento do
risco de episddios tromboembolicos relacionados ao uso do COCs (58) e interferéncia no
sistema imunolédgico relacionado com reagudiza¢do ou piora na evolugdo de doengas auto-
imunes como o Lupus Eritematoso Sistémico e a Sindrome de Anticorpo Anti-Fosfolipides

(59).
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Um progestageno também utilizado em pacientes com endometriose ¢ o acetato de
medroxiprogesterona (60), na forma intramuscular de deposito, que também acarreta o
hipoestrogenismo e logo, a reducao da massa 6ssea em longo prazo. Por outro lado, quando a
queixa principal ¢ a dor pélvica ou a paciente ndo tem o desejo de uma gestacdo, o MPA ¢ os
COC sao utilizados visando o alivio sintomatico (61). Porém, estes também tem seus efeitos
colaterais bem conhecidos: ganho de peso, acne, mastodinia e irregularidade menstrual.

Por tudo isso, o maior desafio a ser enfrentado ¢ a aderéncia ao tratamento prolongado

da endometriose.

1.3.1. Sistemalntra-uteroliberador delevonorgestrel (SIU-LNG)

Houve, entdo, a necessidade de se pesquisar novas alternativas terapéuticas. E uma
bem promissora foi inicialmente desenvolvida por Luukainen et al., em 1970 (62). Trata-se de
um dispositivo plastico com formato de um “T” (SIU-LNG), medindo 32mm, envolvido em
sua haste vertical por um cilindro contendo 52mg de levonorgestrel, um potente progestageno,
derivado da 19-nortestosterona, que ¢é coberto por uma membrana sintética
(polydimethylsiloxane) a qual promove a liberagdo intra-uterina de 20pug do esterdide por dia,
durante 5 anos. Tal possibilidade de um tratamento prolongado, sem a necessidade do uso
diario do medicamento, coloca-o em uma situa¢do favoravel a sua aderéncia. O SIU-LNG
age, promovendo a atrofia e inatividade do endométrio, através de sua atividade

progestagénica (60), sem no entanto inibir a ovulagdo e a produgdo estrogénica ovariana (63,

64).
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1.3.1.1. Sistema Intra-Utero liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) no
tratamento da dor pélvica associada a endometriose

Apesar de inicialmente desenvolvido como contraceptivo, o SIU-LNG vem sendo
utilizado em outras situagdes. Fedele et al., em 1997, estudou 23 mulheres portadoras de
adenomiose ¢ que ja apos 1 ano de utilizacdo do SIU-LNG, foi observado reducdo do
sangramento menstrual em 16 delas e diminuigao significativa do volume uterino (65). Foram
observados resultados semelhantes em outros estudos que também avaliaram mulheres com
esta mesma patologia (66, 67).

Vercellini et al. acompanharam 20 pacientes com diagnostico laparoscopico de
endometriose, identificando uma consideravel redu¢do da perda sanguinea menstrual bem
como da dismenorréia (68) ap6és a utilizacdo do SIU-LNG por 12 meses. O mesmo autor
comparou dois grupos de mulheres com endometriose, apos terem sido submetidas a
laparoscopia cirurgica, realizando o tratamento com o SIU-LNG (n=20) versus conduta
expectante (n=20), observando-se recorréncia de dismenorréia moderada ou severa em 10%
das pacientes no primeiro grupo contra 45% nas do segundo (69). Em um estudo clinico
randomizado publicado por Petta et al. (48), 82 pacientes com dor pélvica cronica (DPC) e
endometriose foram divididas em dois grupos de tratamento: um recebeu o SIU-LNG (n=39)
e o outro se submeteu a aplicacdes intramusculares mensais de aGnRH (Lupron depot
3,75mg) (n=43). Ja apos o primeiro més de tratamento, foi observada a diminui¢do
significante da DPC, através da analise da escala visual de dor, sem diferenga entre os grupos,
permanecendo assim até o sexto més desse estudo. As taxas de amenorréia foram de 70% e
98% ao final do estudo, respectivamente no grupo do SIU-LNG e do aGnRH. Fedele et al.
encontraram reducao da dismenorréia e da dispareunia bem como das lesdes presentes em 11
mulheres portadoras de endometriose do septo retovaginal, ap6s 12 meses de uso do SIU-

LNG (70). Em 2004, Lockhat et al avaliaram 34 mulheres com diagnostico laparoscopico de



32

endometriose submetidas a colocacdo do SIU-LNG, identificando melhora significante na
DPC e além da redugdo do estadio da doenga no “second look™ laparoscopico, realizado apos
6 meses de tratamento nas 29 pacientes que permaneceram no estudo (71). Trés pacientes
desistiram devido a DPC, uma devido ao aparecimento de acne ¢ uma por razdes pessoais.
Aquelas que continuaram usando o SIU-LNG foram avaliadas semestralmente, durante mais
30 meses (72). A taxa de continuidade do uso do SIU-LNG foi de 68%, 62% e 56%,
respectivamente apos 12, 24 e 36 meses do inicio do tratamento. As razdes mais freqiientes
para a descontinua¢do do método foram irregularidade menstrual (14,7%), dor abdominal
(11,8%) e ganho de peso (8,8%). No entanto, o controle da DPC e da perda sanguinea
menstrual permaneceram menores até o final do estudo entre aquelas que continuaram com o
SIU-LNG.

Existem diversos estudos que demonstraram beneficios tais como redugdo do
sangramento menstrual e do volume uterino em mulheres portadoras de miomatose uterina

(73,74, 75, 76).



OBJETIVO
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O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do SIU-LNG sobre os marcadores
inflamatorios e de risco cardiovascular em um periodo de seis meses, comparado ao

tratamento classico com GnRHa.



CASUISTICA E METODOS
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Trata-se de um ensaio clinico aberto, randomizado, prospectivo e controlado, no qual foram
avaliadas 40 pacientes portadoras de endometriose com idade entre 18 e 40 anos e com a fungao
ovariana preservada, selecionadas de maneira consecutiva no ambulatério de dor pélvica e
endoscopia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. O diagnostico
de endometriose foi confirmado por laparoscopia e histologia realizadas entre 3 e 24 meses antes
da inclusdo no estudo. Todas apresentavam dor pélvica cronica e estavam sem tratamento
medicamentoso no momento da randomizagdo, ha pelo menos trés meses para contraceptivos
hormonais orais e ha seis meses para progestagenos de depdsito e analogos do GnRH.

O tamanho amostral foi calculado pelo programa GraphPad StatMate® (Graphpad
Software, San Diego Califérnia, USA). Com uma inclusdo de 16 pacientes com endometriose
e sem tratamento, detectariamos uma alteracdo superior ou igual a 20% na média do low-
density lipoprotein colesterol (LDL-C) considerando os resultados de Al-Omari et al. (77),
com o = 5% e poder de teste de 90%, durante o periodo de seis meses de tratamento. Foi
incluido um numero maior de pacientes do que o necessario considerando a possibilidade de
perda ao longo do seguimento.

Foram excluidas pacientes obesas (Indice de Massa Corporal — IMC>30K g/m?), tabagistas,
diabéticas, etilistas ou usuarias de drogas, pacientes com desejo atual de concepgao, portadoras de
doencas cronicas, portadoras de processos inflamatorios e/ou infecciosos agudos e/ou cronicos,
pacientes com antecedente pessoal e/ou familiar de eventos tromboembdlicos ou em uso de
medicagdes que conhecidamente interfiram nos marcadores de inflamagdo em periodo inferior a
15 dias (como antiinflamatdrios hormonais e ndo hormonais).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do referido hospital e todas
as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram selecionadas 62 pacientes para a realizagdo desse estudo. No entanto, seis nao

quiseram participar e 12 foram excluidas por ndo se enquadrarem nos critérios de inclusdo.
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Realizou-se a alocagdo das 44 pacientes restantes através de uma seqiiéncia de randomizagao
gerada pelo software GraphPad StatMate for Windows (GraphPad StatMate version 1.01i,
GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com), tendo sido 22
colocadas no grupo SIU-LNG e 22 no grupo aGnRH. No grupo aGnRH, uma das pacientes
engravidou antes da aplicagdo do medicamento e trés pacientes mudaram-se para outra
cidade, perdendo o seguimento nesse estudo. Ao final, o grupo SIU-LNG foi composto de 22
pacientes submetidas a colocacdo do SIU-LNG, realizada conforme todas as instrugdes
criadas pelo laboratorio fabricante e sempre por um unico examinador, enquanto o grupo
aGnRH constituiu-se de 18 pacientes tratadas com acetato de leuprolida 3,75mg, com

aplicacgdes intra-musculares mensais, por um periodo de seis meses. (Fig. 1).

Women assessed for eligibility (n=62)

Excluded (n=18)
Not meeting inclusion criteria (n=12)
Refused to participate (n=6)

Randomized: 44

Allocated to STU-LNG (n=22) Allocated to GnRHa (n=22)
Received SIU-LNG (n=22) Received GnRHa (n=21)

Did not received GnRHa (n=1)
Patient became pregnant before

insertion
Lost to follow up (n=0) |

Discontinued intervention (n=0) Lost to follow up (n=3)
| Patients have moved to another town.

Discontinued intervention (n=0)

Analyzed (n=22)

Analyzed (n=18)

Figural: Fluxograma do estudo
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As pacientes foram avaliadas quanto ao IMC, pressao arterial sistdlica e diastolica (PAS
e PAD), freqiiéncia cardiaca (FC), escore de dor e a dosagem de marcadores inflamatorios e
de lesdo endotelial previamente ao inicio do tratamento e apds seis meses de uso das
medicagdes. Foi utilizada a escala visual analdgica para avaliagdo do escore de dor. As
pacientes relatavam a intensidade da dor apresentada diariamente. A escala visual consiste em
uma avaliacdo subjetiva da dor em uma escala entre 0 e 10, onde 0 representa auséncia de dor
e 10 a maior intensidade de dor (78). A paciente anotava em uma linha ndo graduada de 10
cm a intensidade da dor apresentada.

Foram colhidos 20 mL de sangue total para analise dos marcadores inflamatorios e de
risco cardiovascular, apos jejum de 12 horas. Os marcadores séricos analisados foram: a
interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral- o (TNF-a)) e a homocisteina, todos avaliados
através do método de quimiluminescéncia, utilizando-se o aparelho DPC Immulite® 1000
(Diagnostic Products Corporation, Siemens”, Los Angeles, CA, USA®). A proteina C reativa
foi realizada pelo método de imunoensaio turbidimétrico com latex, com aparelho Konelab
601 (Wiener lab., Rosario, Argentina). O leucograma foi dosado por contagem automatizada,
utilizando-se o aparelho Coulter Gens e Coulter STKS (Florida, USA). Do perfil lipidico,
foram dosados: colesterol total (CT), high-density lipoprotein colesterol (HDL-C), low-
density lipoprotein colesterol (LDL-C) e triglicérides (TGL). O aparelho utilizado foi o BT
3000 plus (Wiener 1ab®, Rosario, Argentina). Para o colesterol total, TGL ¢ HDL-C o método
empregado foi o enzimatico. O LDL-C foi calculado a partir da férmula de Friedewald: LDL-
C = colesterol total — (HDL-C + TGL/5), uma vez que nao havia, nas amostras, dosagem de
TGL superior a 400mg/dL (79). A molécula de adesdo das células vasculares (VCAM) foi
dosada pelo método de Elisa (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Todas estas variaveis
foram dosados imediatamente antes do inicio das medica¢des e apds 6 meses de uso das

medicagoes.



39

Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificagdo da normalidade das
amostras. Para as varidveis cuja distribui¢do era normal, utilizou-se o teste t ndo pareado para
a comparagdo inter-grupos € o teste t pareado para intra-grupo. Na auséncia de distribui¢ao
normal, os testes utilizados foram o Mann-Whitney e 0 Wilcoxon, respectivamente para
comparagdes inter-grupos e intra-grupo. As andlises estatisticas foram realizadas com o
auxilio dos softwares SPSS 16.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) e
GraphPad 5.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). O nivel de

significancia adotado foi de 5%.



RESULTADOS
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A média de idade das pacientes foi de 28,8 + 4,9 anos e 31,4 + 5,8 anos nos grupos SIU-
LNG e aGnRH, respectivamente, sem diferenca estatistica entre ambos (p=0,14). Nao houve
diferenca pré-tratamento entre os marcadores clinicos e laboratoriais de risco cardiovascular

bem como no perfil lipidico entre os dois grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos SIU-LNG e aGnRH pré-tratamento.

SIU-LNG aGnRH Valor p
(n=22) (n=18)
Basal Basal basal SIU-LNG x

(media + DP) (média + DP) basal aGnRH
Dor (Escala de dor) 7,3+1,6 7,2+1,5 0,66
IMC (Kg/m") 23,6+4,3 24,5445 0,97
PA sistolica (mmHg) 107,7£9,7 112,8+13,2 0,29
PA diastdlica (mmHg) 72,3+6,1 75,5+7,8 0,14
FC (bpm) 74,2+4,6 76,8£5,9 0,12
Homocisteina(umol/L) 12,443,7 11,5+2,9 0,56
IL-6 (pg/mL) 2,26 + 0,67 2,98+1,5 0,07
VCAM (ng/mL) 93,0+3,3 93,9+4 0,36
Leucécitos(x 10° células) 7,3+2,1 7,5+2,6 0,83
PCR (mg/dL) 0,39+0,3 0,4+0,3 1,0
TNF-a (pg/mL) 6,0£1,5 5,83+1,8 0,76
CT (mg/dL) 2423 +82,2 228,6 £ 57,7 0,95
TGL (mg/dL) 1153 +75,8 1289 +91,4 0,93
LDL-C (mg/dL) 158,7 £ 65 142,7 + 40 0,81
HDL-C (mg/dL) 60,5+ 19,3 60 + 15,6 0,94

IMC= Indice Massa Corporal, PA= Pressao Arterial, FC= Frequéncia Cardiaca, IL-6: Interleucina-6, VCAM-1: molécula de adesao de celula
vascular, PCR: proteina C reativa; TNF: fator de necrose tumoral, CT: colesterol total, TGL: triglicérides, LDL-C: LDL colesterol e HDL-C:
HDL colesterol.
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Entre as variaveis clinicas analisadas (Tabela 2), ndo houve variagao entre o periodo pré

e o pos-tratamento dos dois grupos de estudo.

Tabela 2 — Efeitos do SIU-LNG e do aGnRH (Acetato de Leuprolide) sobre marcadores
clinicos de risco cardiovascular em mulheres com endometriose

SIU-LNG aGnRH

(n=22) (n=18)
Basal 6 meses Basal 6 meses

(media+ DP) (média + DP) (média+ DP) (média + DP)

IMC (Kg/m®) 23,6443 23,8+4,5 24,5+4.5 24,3+45
PA sistolica 107,7+9,7 105,9+10,1  112,8+13,2  111,7+12,9
(mmHg)

PA diastélica 72,36,1 71,846,6 75,5+7,8 75,046,2
(mmHg)

FC (bpm) 72,4+4.6 72,845,8 76,845,9 78,0+7,9

IMC= Indice Massa Corporal, PA= Pressao Arterial, e FC= Freqiiencia Cardiaca.

p>0,05 para todas as variaveis

Em ambos os grupos, houve reducdo significativa do escore de dor de 7,3+1,5 para
1,2+1,75 (grupo SIU-LNG) e de 7,1+1,46 para 0,7+1,37 (grupo aGnRH) apo6s seis meses de
tratamento (p<0,001). Porém, essa melhora ndo foi diferente entre as duas medicagdes
avaliadas (p=0,21).

Quanto a dosagem dos marcadores séricos, ndo houve diferenca nos valores pré-
tratamento entre os grupos (Tabela 3). O grupo SIU-LNG apresentou reducdo dos niveis
séricos de VCAM e da PCR (Tabela 3). Em relagdo ao lipidograma, observou-se, durante o
periodo de tratamento, reducdo de 25,4% dos niveis de CT (Basal: 242,3 + 82,2mg/dL vs. 6

meses: 180,8 + 31,6mg/dL, p=0,0007), de 20,8% dos niveis de HDL-C (Basal: 60,5 +
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19,3mg/dL vs. 6 meses: 47,9 + 10,8mg/dL, p=0,0048), de 27,2% dos niveis de LDL-C (Basal:
158,7 + 65mg/dL vs. 6 meses: 115,6 + 25,3mg/dL, p=0,0016) e 25,8% dos niveis de TGL
(Basal: 115,3 + 75,8mg/dL vs. 6 meses: 85,5 + 41,2mg/dL, p=0,0079) (Tabela 4).

O grupo de usuarias de aGnRH apresentou elevacdo dos niveis de homocisteina,
diminui¢ao do numero de leucocitos totais e da IL-6 (Tabela 3). Os demais marcadores nao
apresentaram modifica¢ao no periodo de tratamento nesse grupo (Tabela 3).

Em relagdo aos niveis lipidicos, houve 25 pacientes com o nivel de CT acima do
recomendado (200mg/dL) no inicio do estudo, sendo 13 do grupo SIU-LNG e 12 do grupo
aGnRH, o que contribuiu para a média ter sido elevada. Em ambos os grupos, sete pacientes
possuiam valores superiores @ 300mg/dL, sendo cinco do grupo SIU-LNG. Avaliando-se os
resultados do grupo aGnRH (tabela 4), ndo houve variagdo nos valores do CT (Basal: 228,6 +
57,7mg/dL vs. 6 meses: 223,5 + 58,4mg/dL, p=0,58), do HDL-C (Basal: 60 + 15,6mg/dL vs. 6
meses: 54,7 + 16,6mg/dL, p=0,08), do LDL-C (Basal: 142,7 + 40mg/dL vs. 6 meses: 138,9 +
42,8mg/dL, p=0,54) e dos TGL (Basal: 128,9 + 91,4mg/dL vs. 6 meses: 149,2 + 76,9mg/dL,
p=0,26).

Comparando-se os resultados pos-tratamento entre os grupos, o grupo SIU-LNG
apresentou menores niveis de CT (SIU-LNG: 180,8 + 31,6 mg/dL vs. aGnRH: 223,5 + 58,4
mg/dL, p=0,0055), TGL (SIU-LNG: 85,5 + 41,2 mg/dL vs. aGnRH: 149,2 + 76,9 mg/dL,
p=0,0011) e de LDL-C (115,6 + 25,3 mg/dL vs. 138,9 + 42,8 mg/dL, p=0,0144). Nas demais

variaveis, nao houve diferenga entre os grupos no periodo pds-tratamento (Tabelas 3 ¢ 4).
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Tabela 3 — Efeitos do SIU-LNG e do aGnRH (acetato de Leuprolide) sobre os marcadores de
risco cardiovasculares séricos em pacientes com endometriose em seis meses de tratamento

SIU-LNG aGnRH

(n=22) (n=18)
Basal 6 meses Basal 6 meses

(média+DP)  (médiatDP) (médiatDP) (média+DP)

Homocisteina(pumol/L) 12,4437 11,443,8 11,5+2,9 13,1+2,6*
IL-6 (pg/mL) 2,26 + 0,67 2,24+0,56  2,98+1,5 2,15+0,3*
VCAM (ng/mL) 93,3+£3,3 91,5£2,5*% 93,744 92,2+1,5
Leucocitos(x 10° células) 7,3+£2,1 6,9+1,7 7,5+£2,6 6,5+1,8*
PCR (mg/dL) 0,39+0,3 0,29+0,2*  0,4+0,3 0,37+0,30
TNF-a (pg/mL) 6,0+1,5 6,3+1,3 5,83+1,8 5,81+1,7

IL-6: Interleucina-6, VCAM-1: molécula de adesao de celula vascular, PCR: proteina C reativa ¢ TNF: fator de necrose tumoral.

* p<0,05 comparado ao pré-tratamento

Tabela 4 — Efeitos do SIU-LNG e do aGnRH (acetato de Leuprolide) sobre o perfil lipidico
em pacientes com endometriose em seis meses de tratamento

SU-LNG (n=22) aGnRH (n=18)

Basal 6 meses Basal 6 meses

CT (mg/dL) 2423+82,2 180,8 +31,6%° 228,6+ 57,7 223,54+ 584
TGL (mg/dL) 1153+758 855+41,2*" 128,9+91,4 149,2 +76,9
LDL-C (mg/dL) 158,7 £ 65 115,6 £25,3*"  142,7+40 138,9 £42,8

HDL-C (mg/dL) 60,5+ 19,3 47,9 +10,8* 60 + 15,6 54,7+ 16,6

CT: colesterol total, TGL: triglicerides, LDL-C: LDL colesterol e HDL-C: HDL colesterol.
Os valores estdo expressos em média+ DP.
* p<0,05 comparado ao pré-tratamento.

7 p<0,05 comparando-se os pos-tratamentos.
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Nesse trabalho, avaliamos as alteragdes do perfil lipidico em pacientes portadoras de
endometriose submetidas ao tratamento com SIU-LNG, comparativamente ao uso de aGnRH,
modalidade ja consagrada de tratamento. Nossos dados mostraram que o uso do SIU-LNG em
portadoras de endometriose promoveu uma reducao significativa nos niveis de CT, TG, LDL-
C e HDL-C, além de uma diminui¢do dos marcadores inflamatérios VCAM e PCR apos seis
meses de avaliagdo, enquanto que o uso de aGnRH nao promoveu modificagdes das variaveis
lipidicas apds o mesmo periodo de tratamento, embora tenha tido efeitos favoraveis sobre os
marcadores inflamatorios IL-6 e leucocitos e desfavoraveis sobre a homocisteina.

Nao hé estudos prévios em pacientes com endometriose envolvendo comparacio
randomizada dos tratamentos utilizados nesse trabalho (SIU-LNG versus aGnRH) para
avaliagdo de marcadores de risco cardiovascular. Porém ha estudos que avaliaram os efeitos
do aGnRH portadoras de endometriose. A semelhanga de nossos achados, estes estudos
mostraram que o uso de aGnRH ndo promoveu alteragdo dos niveis das lipoproteinas (80,
81),. Entretanto, ha relatos até de piora do perfil lipidico apds o uso de leuprolida em
pacientes com leiomiomatose (82, 83) e do uso de triptorrelina em pacientes com
endometriose (84, 85).

Os esterdides sexuais atuam de maneira marcante sobre perfil lipidico, e algumas
alteracdes podem ter um impacto sobre a aterogénese. Os efeitos dos progestagenos sintéticos
sobre o perfil lipidico variam conforme a respectiva atividade androgénica, a dose ¢ a via de
administracdo e associagdo ou nao com estrogénio. Quando combinado com o etinilestradiol,
o levonorgestrel oral estd associado a um aumento do LDL-C e diminui¢do do HDL-C (1, 45,
86, 87). Em contraste, o uso de combinagdes com desogestrel, progestdgeno de menor
afinidade androgénica, resulta em aumento do HDL-C, sem modificagdo do LDL-C (46, 88).
O uso de levonorgestrel exclusivo, sob a forma de implantes, promove diminui¢cdo do CT,

TG, LDL-C e HDL-C em mulheres normais (30, 47, 48, 89, 90, 91), embora outros estudos
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mostrem apenas redugdo dos niveis de CT e do HDL-C, quando comparado aos niveis
encontrados em ndo-usuarias de métodos hormonais (51), sem alteragdo dos niveis de LDL-C
e TGL. Por outro lado, ao contrario dos nossos achados, o uso de levonorgestrel sob a forma
de dispositivo intra-uterino ndo promoveu diferengas significantes nas concentragdes séricas
de CT, TGL, LDL e HDL, quando estudado em populacdo normal ou em pacientes com
menorragia (50, 92), e promoveu em outro estudo com mulheres normais, com desejo de
anticoncepg¢do, aumento nos niveis de HDL, comparadas com outras que ndo utilizavam
nenhum contraceptivo hormonal (93).

Em nosso estudo, o uso do SIU-LNG esteve associado a um decréscimo de todas as
lipoproteinas ap6s 6 meses de sua inser¢do quando comparado ao periodo pré-medicacao, ao
contrario do observado no grupo em uso de aGnRH e diferente do encontrado nos estudos
anteriores citados, quando o SIU-LNG foi utilizado em populagdes com mulheres normais.
Embora o SIU-LNG produza altas concentra¢des locais de LNG no tecido endometrial com
baixas concentragdes plasmaticas, ha sempre uma chance de ter um efeito metabodlico, a
depender do tempo de uso e da populagido estudada. O uso de progestdgenos ganha
importancia em populagdes de maior risco metabolico, como possivelmente sdo as pacientes
com endometriose. Modificagdes dos valores do lipidograma sdo importantes, pois alteram o
risco de arteriosclerose e doenga coronariana, ressaltando-se o papel do LDL-C na
aterogénese, sendo, por isso, o parametro mais importante a ser normalizado em casos de
dislipidemia (85).

A importancia clinica de uma diminui¢do de LDL-C se deve ao seu envolvimento na
aterogénese. Situa¢des como tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes mellitus e dislipidemia
podem promover a lesdo endotelial, que contribui para a expressdo de moléculas de adesdo
(VCAM, P-selectina) e a liberagdo de citocinas (interleucina 1, TNF-a). Conseqiientemente,

ocorre a migragdo de células mononucleares (leucdcitos e mondcitos) e a penetracdo das
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particulas do LDL que serdo oxidadas no espago subendotelial. Quando os mondcitos se
localizam no espago subendotelial, ocorre a transformacao destas células em macrofagos, que
fagocitam as particulas de LDL oxidadas e formam as células espumosas. Estas células
perpetuam o status inflamatério aumentado, predispdem a migragdo de midcitos modificados
da camada média para a camada intima arterial e a formagao de colageno, contribuindo para a
formacao da placa ateromatosa. Assim, o nivel elevado de LDL pode ser o gatilho para um
processo proliferativo celular nos vasos arteriais, culminando com o desenvolvimento da
aterosclerose (94).

E possivel que as mulheres com endometriose apresentem maior predisposi¢do a
aterogénese, mas esta associagdo ainda nao foi comprovada. Niveis elevados de LDL-C foram
observados no fluido peritoneal (FP) de mulheres com endometriose (31). Entretanto, estes
autores ndo correlacionaram as dosagens plasmaticas de LDL-C com os seus niveis no FP e
também ndo avaliaram os outros pardmetros do perfil lipidico. Se a quantidade de
lipoproteinas presentes no FP tiver relagdo com os seus niveis plasmaticos (95), pode-se
esperar que os niveis séricos de LDL-C sejam mais elevados em mulheres com endometriose.

A acdo do SIU-LNG favoravel, com diminui¢do do LDL-C, se contrapde a acdo do
aGnRH, que n3o mostrou efeitos sobre o CT e LDL-C, o que poderia trazer vantagens
metabolicas desse tipo de tratamento, além de outras vantagens clinicas de seu uso em tempo
prolongado sobre aceitabilidade e adesdo ao tratamento, ja comprovadas (48, 96). A
diminui¢do de HDL-C nao ¢ desejavel do ponto de vista metabdlico, mas ha evidéncias de
que, ap6s um ano de tratamento, os niveis de HDL-C tendem a se normalizar novamente em
usuarias de SIU-LNG (97)

Obtivemos uma diminui¢do significativa nos niveis de VCAM e PCR nas pacientes
usuarias do SIU-LNG, o que pode corroborar uma acdo favoravel sobre o processo

inflamatorio. A PCR ¢ um marcador sensivel de atividade inflamatoria e tem sido utilizada
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como um fator de risco independente para DCV, particularmente coronariopatia. Nos
hepatocitos, a produgdo de PCR ¢ regulada pela acdo do fator de necrose tumoral e da
interleucina-6 (98). O SIU-LNG foi capaz de diminuir os niveis de PCR sem alterar TNF-a e
IL-6, o que sugere uma acgdo hepatica direta, talvez na redugo de sintese protéica.

Efeitos metabolicos do aGnRH s3o claramente relacionados ao estado de
hipoestrogenismo, como por exemplo em relagdo a piora do perfil lipidico, a semelhanca do
que ocorre com mulheres na p6s menopausa (99, 100, 101). Entretanto, tal resultado pode nao
ter sido observado nesse estudo pelo curto periodo de uso do aGnRH. Além disso, houve um
aumento de 14% da homocisteina, que tem sido associada a maior ocorréncia de eventos
aterotrombdticos. Diversos artigos demonstraram aumento nos niveis séricos de homocisteina
em mulheres na pés-menopausa e que reduziram apods a realizagdo de terapia de reposi¢ao
estrogénica (102, 103, 104, 105). Em relacdo ao levonorgestrel, artigos que avaliaram
contraceptivos orais que continham este progestdgeno demonstraram nao haver alteragdo na
homocisteinemia (106, 107), o que vai de encontro aos nossos achados no grupo SIU-LNG,
embora reconhegamos a limitagdo desse achado, pois ndo foram avaliados os niveis séricos de
folato em ambos os grupos.

Houve diminui¢cdo dos leucécitos totais apenas no grupo aGnRH, embora esse dado
isolado ndo tenha um grande significado clinico. A resposta inflamatéria sistémica envolve
alteracdes nos niveis de leucdcitos circulantes, mas recentes estudos t€ém proposto que a
avaliacao de subpopulagdes leucocitarias, como a taxa neutréfilo-linfocito, seja um melhor
indice de resposta inflamatdéria em pacientes com doengas cronicas ou com endometriose
(108, 109).

Os niveis séricos de TNF-a n3o variaram em nenhum dos grupos de tratamento.
Numerosos investigadores tem sugerido que hd uma associagdo entre a presenca de

endometriose ¢ um sistema imune alterado (110, 111). Um aumento da inflamagao peritoneal,
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evidenciado por elevacao das citocinas peritoneais, ¢ bem estabelecido (112). Citocinas
inflamatorias, especialmente a TNF-a, que sdo produzidas pelos macrofagos, tem um
importante papel na fisiopatologia da endometriose. O TNF-a podem ativar leucocitos
inflamatorios que podem levar a producdo de outras citocinas pré-inflamatorias, como IL-1,
IL-6 e mais TNF-a (113), que estimulam a adesdo de células endometriais e também induzem
as metaloproteinases, ambas necessarias para o desenvolvimento da doenga (114). Entretanto,
essas alteragdes ocorrem em tecidos e FP, e os niveis séricos nem sempre refletem essas
alteragoes teciduais.

Pode-se questionar se o efeito benéfico obtido sobre os niveis de lipoproteinas apds o
uso de SIU-LNG seja decorrente apenas da intervengdo terapéutica, que envolvia orientacao
dietética e pratica de exercicios fisicos. Estas orientagdes eram semelhantes aos dois grupos
de estudo, e ndo se observou variagao significativa do peso corporal em nenhum dos grupos, o
que seria esperado se a aderéncia fosse satisfatoria. Assim, especulamos que esse efeito seja
decorrente da agdo direta do levonorgestrel. Uma hipotese seria a mediacdo da redugdo
hepatica da sintese e/ou catabolismo das lipoproteinas, uma vez que a reducao atingiu todas as

varidveis lipidicas analisadas (115).
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Nossos dados permitem concluir que, em pacientes portadoras de endometriose, o uso
de SIU-LNG, promoveu uma reducdo significativa nas lipoproteinas, além de uma diminui¢ao
de alguns marcadores inflamatorios apos seis meses de avaliagdo. Obviamente, ndo podemos
inferir sobre esses efeitos em tempo prolongado de tratamento. Entretanto, essa perspectiva €
favoravel, tendo em vista que o tratamento classicamente empregado para a endometriose, o
aGnRH, ndao promoveu modificacdes das varidveis lipidicas apés o mesmo periodo de
tratamento. Dados anteriores de nosso grupo mostram que o uso de SIU-LNG tem efeito
comparavel ao uso de aGnRH em relagdo a dor associada a endometriose em curto (48) e

longo prazo (96), tendo sido capaz de reduzir também os niveis de CA-125 (116).
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Abstract

Background: The study was conducted to evaluate the cardiovascular risk markers associated
with endometriosis and the influence of the levonorgestrel intrauterine system (LNG-IUS)
compared with the GnRH analogue (GnRHa) leuprolide acetate on these risk markers after six
months of treatment.

Study design: This was a randomized, prospective, open clinical study, with 44 patients with
laparoscopically and histologically confirmed endometriosis. Patients were randomized into
two groups: the LNG-IUS group, comprised of 22 patients who underwent LNG-IUS
insertion, and the GnRHa group, comprised of 22 patients who received a monthly GnRHa
injection for six months. Body mass index; systolic and diastolic arterial blood pressure; heart
rate; and laboratory cardiovascular risk markers such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis
factor-alpha (TNF-alpha), C-reactive protein (CRP), homocysteine (HMC), lipid profile, total
leukocytes, and vascular cell adhesion molecule (VCAM) were measured before and six
months after treatment.

Results: After six months of treatment, a significant reduction in pain score occurred in both
groups with no significant difference in improvement between the two medications evaluated.
In the LNG-IUS group, from pretreatment to post treatment period, there was a significant
reduction in the levels (mean+SD) of VCAM (92.8 +4.2 to 91.2+2.7 ng/mL, p =.04), CRP
(0.38+0.30 to 0.28+0.21 mg/dL, p =.03), total cholesterol (247.0+85.0 to 180.0+31.0 mg/dL,
p =.0002), triglycerides (118.0+ 76.0 to 86.5+41.5 mg/dL, p =.003), LDL (160.5+66.0 to
114.5+25.5 mg/dL, p =.0005), and HDL (63.0+20.5 to 48.5+10.5 mg/dL, p =.002). The
GnRHa group showed an increase in HMC levels (11.5+2.9 to 13.0+2.7 umol/L, p =.04) and

a reduction in IL-6 levels (4.3+3.9 to 2.34+0.8 pg/mL, p =.005), VCAM (94.0+3.8 to 92.0+1.6



ng/mL, p =.03), and total leukocytes (7330+2554 to 6350+1778, p = .01). In the GnRH group,
the remaining variables, including lipid profile, did not show any statistical difference.

Conclusions: This study shows that some cardiovascular risk markers are influenced by both
GnRHa and the LNG-IUS, but the latter had a greater positive impact on the lipid profile,

which could lead to a favorable effect during long-term treatment.

Keywords: endometriosis, levonorgestrel, cardiovascular diseases, leuprolide, risk factors.



1. Introduction

A possible association between endometriosis and atherosclerosis has been proposed
[1]. Endometriosis affects young women, whereas atherosclerosis occurs at more advanced
ages. However, both diseases are characterized by increased macrophage activity and
production of inflammatory cytokines. Because inflammation plays a crucial role in the
development of atherosclerosis, patients with endometriosis, which represents a chronic
inflammatory disease, are believed to be at a possible higher risk for developing
cardiovascular diseases (CVD) [1].

Some inflammatory markers commonly detected in patients at increased risk for CVD,
such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) [2, 3], presence of
activated macrophages, and expression of cell adhesion molecules, such as intercellular
adhesion molecule (ICAM) and vascular cell adhesion molecule (VCAM), markers of
oxidative stress [4-6], among others, have been reported to be increased both in the peritoneal
fluid (PF) and serum of patients with endometriosis. There are reports of an increase in
metalloproteinases (MMPs), which have an important action on the destruction of the
extracellular matrix both in patients with atherosclerosis [7] and endometriosis [8], and of an
increase in C-reactive protein (CRP), a biochemical inflammatory marker of great value as a
predictor for CVD [9, 10]. In addition, changes in lipid metabolism are strongly related to
cardiovascular risk [11]. Few investigators have compared the basal lipid profile of women
with endometriosis to that of a control group, and none of them have evaluated patients in the
absence of the effect of medication that may potentially alter the synthesis of lipoproteins [1,
10, 11]. Because of this limitation, results of lipid profile of women with endometriosisWITH
WHAT, PLEASE STATE ranging from an unfavorable lipid profile to no change in these

variables [12-15].



Some of the clinical treatments currently proposed for endometriosis, with a
significant improvement in the pelvic pain caused by the disease, are GnRH analogues
(GnRHa) and the levonorgestrel-releasing intrauterine system (LNG-IUS) [16]. GnRHa acts
by blocking the hypothalamus-pituitary-ovarian axis, leading to signs and symptoms of
hypoestrogenism with negative effects on lipid metabolism [13]. In contrast, the LNG-IUS
causes atrophy of the endometrial glands due to a predominantly local effect of progestogen
[17]; however, it has been speculated that systemically absorbed progestogen may adversely
influence lipid metabolism [18, 19].

Since the treatment proposed for patients with endometriosis is usually of long-term
duration and because these patients may already present with elevation of inflammatory and
endothelial dysfunction markers, it is important to evaluate the effects of different treatments
on risk factors for CVD, such as inflammatory markers and lipoproteins. Thus, the objective
of the present study was to evaluate the influence of the LNG-IUS on inflammatory and
cardiovascular risk markers in women treated with this IUS for six months and to compare it

to the effect of classical treatment with GnRHa.

2. Patients and methods

A randomized, prospective, open label, controlled clinical assay was carried out to
evaluate 44 patients with endometriosis, aged 18 to 40 years, consecutively selected at the
pelvic pain and endoscopy outpatient clinic of the University Hospital, Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, Brazil. The diagnosis of endometriosis was confirmed by laparoscopy and
histology performed 3 to 24 months before inclusion in the study. All patients had chronic
pelvic pain, and none of them had been treated with either oral hormone contraceptives for at
least three months or with depot progestogens or GnRHa for at least six months at the time of

randomization.



Sample size was calculated with the GraphPad StatMate® program (Graphpad
Software, San Diego, CA, USA). By including 16 untreated patients with endometriosis, a
mean change of 20% or more in low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) would be
detected on the basis of the results reported by Al-Omari et al. [20], with a = 5% and a 90%
test power during the six-month period of treatment. A larger number of patients than
necessary was included due to a possible loss of patients during follow-up.

Exclusion criteria were as follows: obese patients with a body mass index (BMI) >30
kg/m”, smokers, diabetics, alcohol or drug users, patients currently wishing to conceive,
patients with chronic disease, patients with acute and/or chronic inflammatory and/or
infectious processes, and patients with a personal and/or family history of thromboembolic
events or taking medications known to interfere with inflammation markers (such as
hormonal and non-hormonal anti-inflammatory agents) for a period of less than 15 days
before the study.

The study was approved by the Institutional Review Board of the Hospital, and all
patients gave written informed consent to participate. Sixty-two patients were first selected for
the study. However, six refused to participate and 12 were excluded because they did not
satisfy the inclusion criteria. The remaining 44 patients were randomized by a computer
program (GraphPad Software, San Diego, Ca, USA) at a 1:1 proportion to the LING-IUS
group (N = 22) and to the GnRHa group (N = 22). In the GnRHa group, one patient became
pregnant before the administration of the drug, and three patients moved to another city and,
thus, were lost to follow-up. Thus, the LNG-IUS group finally consisted of 22 patients who
had undergone placement of the device according to the manufacturer’s instructions, always
by the same examiner, while the GnRHa group consisted of 18 patients treated with 3.75 mg

leuprolide injected intramuscularly on a monthly basis for a period of six months (Fig. 1).



BMI, systolic and diastolic arterial pressure, heart rate, pain score, lipid profile,
inflammatory markers and markers of endothelial injury were determined in all patients
before the beginning of treatment and after six months of use of the therapies. The pain score
was determined using a visual analogue scale. The patients reported the intensity of pain
experienced daily. The visual scale consists of a subjective evaluation of pain on a scale from
0 to 10, where 0 represents the absence of pain and 10 the highest intensity of pain [21]. The
patients marked on a non-graduated 10 cm line for the intensity of pain they felt.

After a 12-h fast, 20 mL of whole blood were collected. The serum markers analyzed
were [L-6, TNF-alpha and homocysteine, all of which were determined by
chemiluminescence using a DPC Immulite® 1000 instrument (Diagnostic Products
Corporation, Siemens®, Los Angeles, CA, USA™). C-reactive protein was determined by the
latex turbidimetric immunoassay using a Konelab 60i instrument (Wiener Lab®, Rosario,
Argentina). The leukogram was determined by automated counting using the Coulter Gens
and Coulter STKS instruments (Miami, FL, USA). The lipid profile was determined by
measuring total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C), and triglycerides (TG) using a BT 3000 plus instrument
(Wiener Lab®, Rosario, Argentina). TC, TG and HDL-C were determined by the enzymatic
method. LDL-C was calculated by the Friedewald formula: LDL-C = total cholesterol —
(HDL-C + TG/5); there was no TG value higher than 400 mg/dL detected in any sample [22].
VCAM was determined by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). All of these
variables were determined immediately before the beginning of treatment with the
medications and after six months of their use.

Similar guidelines for dietary guidance and for the practice of physical exercise were

given for both groups.



The Kolmogorov-Smirnov test was used to determine the normality of the sample.
Data regarding variables with a normal distribution were analyzed statistically by the unpaired
t-test for intergroup comparison and by the paired t-test for intragroup comparisons. In the
absence of a normal distribution, data were analyzed statistically by the Mann-Whitney and
Wilcoxon test for inter- and intragroup comparisons, respectively. The statistical analyses
were performed using SPSS 16.0 for Windows software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and
the GraphPad 5.0 for Windows software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA), with the

level of significance set at 5%.

3. Results

Patient age (mean = SD) was 28.8 + 4.9 years for the LNG-IUS group and 31.4 + 5.8
years for the GnRHa group, with no significant difference between groups (p =.14).
Regarding the clinical variables investigated (Table 1), no significant change was observed in
either group between the pre- and post-treatment periods.

After six months of treatment, a significant reduction in pain score occurred in both
groups, from 7.3+1.5 to 1.2+1.75 for the LNG-IUS group and from 7.1+1.46 to 0.7+1.37 for
the GnRHa group (p<.001), with no significant difference in improvement between the two
medications evaluated (p = .21).

Mean serum marker values did not differ between groups before treatment (Table 2).
The LNG-IUS group had a significant reduction in mean serum VCAM and CRP at 6 months
of treatment (Table 2). Also, during the treatment period, the LNG-IUS group had a
significant reduction of 25.4% in mean TC levels (basal: 242.3 + 82.2 mg/dL vS. 6 months:
180.8 + 31.6 mg/dL, p = .0007), of 20.8% in mean HDL-C levels (basal: 60.5 + 19.3 mg/dL

vS. 6 months: 47.9 + 10.8 mg/dL, p = .0048), of 27.2% in mean LDL-C levels (basal: 158.7 +



65 mg/dL vs. 6 months: 115.6 + 25.3 mg/dL, p = .0016), and of 25.8% in mean TG levels
(basal: 115.3 + 75.8mg/dL vs. 6 months: 85.5 + 41.2 mg/dL, p =.0079) (Table 3).

During the treatment period, the GnRHa group had a signifiicant increase in
homocysteine levels (basal: 11.5 + 2.9uMol/L vs. 6 months: 13.1 + 2.6 uMol/L), a decrease
in mean total leukocyte number (basal: 7500 + 2600 leukocytes vs. 6 months: 6500 + 1800
leukocytes, p = .0153) and of mean IL-6 (basal: 2.98 + 1.5 pg/mL vs. 6 months: 2.15 + 0.3
pg/mL, p =.0087) (Table 2), and no significant changes in the remaining markers. Regarding
lipid values, the GnRHa group showed no significant variation in mean TC, HDL-C, LDL-C
or TG levels (Table 3).

Comparison of the post-treatment results between the two groups revealed that the
LNG-IUS group had significantly lower levels of mean TC (LNG-IUS: 180.8 + 31.6 mg/dL
vs. GnRHa: 223.5 + 58.4 mg/dL, p = .0055), TG (LNG-IUS: 85.5 + 41.2 mg/dL vs. GnRHa:
149.2 +76.9 mg/dL, p =.0011), and LDL-C (115.6 + 25.3 mg/dL vs. 138.9 + 42.8 mg/dL, p =
.0144) than the GnRHa group, with no significant difference between the groups regarding the

remaining variables (Tables 2 and 3).

4. Discussion

Our data showed that the use of the LNG-IUS by women with endometriosis resulted
in a significant reduction in TC, TG, LDL-C and HDL-C levels, as well as a decrease in the
inflammatory markers VCAM and CRP after six months of treatment, whereas the use of
GnRHa (leuprolide) did not promote significant changes in lipid variables after the same
period of time, although it had favorable effects on the inflammatory marker IL-6 and
leukocytes, but unfavorable effects on homocysteine.

Sex steroids have a marked influence on the lipid profile, and some alterations can

have an impact on atherogenesis. The use of a LNG-releasing implant causes a reduction in



10

TC, TG, LDL-C and HDL-C in normal women [14-16, 23-25], although other studies have
only shown a reduction in TC and HDL-C when compared to women using no hormonal
contraceptives [19], with no changes in LDL-C or TG levels. On the other hand, in contrast to
the present findings, the use of the LNG-IUS did not cause significant changes in serum TC,
TGL, LDL-C or HDL-C concentrations in a normal population or in patients with
menorrhagia [18, 26], and, in another study in normal women who use this method for birth
control, it caused an increase in HDL-C levels when compared to women taking no hormonal
contraception [27].

Modifications in lipid profile values are important because they increase the risk of
arteriosclerosis and coronary disease. LDL-C plays a particularly important role in
atherogenesis and it is, therefore, the most important parameter to be normalized in cases of
dyslipidemia [28]. Thus, , since LDL-C contributes to the formation of the atheromatous
plaque its reduction is clinically important.

The favorable action of the LNG-IUS, with a reduction of LDL-C, is in contrast to the
action of GnRHa, which had no effect on TC or LDL-C. Thus, treatment with the LNG-IUS
may have metabolic advantages in addition to patient’s acceptance and compliance with its
prolonged use, as previously reported [16, 29]. The reduction of HDL-C is not desirable from
a metabolic viewpoint, but there is evidence that, after one year of treatment, HDL-C levels
tend to normalize among users of the LNG-IUS [30].

We observed a significant reduction of mean VCAM and CRP levels in patients using
the LNG-IUS, a fact that may support a favorable action of the implant against an
inflammatory process. CRP is a sensitive marker of inflammatory activity that has been used
as an independent risk factor for CVD, especially coronary artery disease. In the hepatocytes,

CRP production is regulated by the action of TNF and IL-6 [31]. The LNG-IUS reduced CRP
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levels without changing TNF-alpha or IL-6 levels, which regulate its production [32],
suggesting a direct hepatic action, perhaps on the reduction of protein synthesis.

The metabolic effects of GnRHa, mainly a worsening of the lipid profile, are related to a
state of hypoestrogenism, like that occurring in postmenopausal women [32-34]. However, this
result may not have been observed in the present study due to the short period of use of GnRHa.
In addition, there was a 14% increase in homocysteine, which has been associated with a more
frequent occurrence of atherothrombotic events. Studies on oral contraceptives containing LNG
found that there was no change in homocysteinemia [35, 36], a fact that agrees with our findings
for the LNG-IUS group, although we do recognize the limitations of this result because we did not
determine the serum levels of folate in either group.

A reduction of total leukocytes occurred only in the GnRHa group, although this result
alone, is not of great clinical significance.

It may be questioned whether the beneficial effect on lipoprotein levels after the use of
the LNG-IUS was simply due to the therapeutic intervention, which involved dietary guidance
and the practice of physical exercise. No significant variation in mean body weight was
observed in either group, a fact that would be expected with satisfactory compliance. Thus,
we speculate that this effect may be due to a direct action of LNG. A hypothesis would be that
this occurs via the mediating role of the hepatic reduction of lipoprotein synthesis and/or
catabolism because the reduction occurred in all lipid variables analyzed [37].

Thus, the present data permit us to conclude that the use of the LNG-IUS promoted a
significant reduction in lipoproteins among women with endometriosis, as well as the
reduction of some inflammatory markers after six months of treatment. Obviously, we cannot
predict the duration of these effects with prolonged treatment courses. However, this
perspective is favorable because the treatment classically used for endometriosis, GnRHa, did

not cause significant changes in the lipid variables after the same period of treatment.
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