UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

MARIANA KEFALAS OLIVEIRA GOMES

Sistema intra-uterino de levonorgestrel comparado a agonista do
GnRH no tratamento da endometriose: efeitos sobreo
estadiamento lapar oscopico e alter agdes histol 6gicas do

endométrio eutdpico e ectopico

RIBEIRAO PRETO
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MARIANA KEFALAS OLIVEIRA GOMES

Sistemaintra-uterino de levonorgestrel comparado a agonista do
GnRH no tratamento da endometriose: efeitos sobreo
estadiamento lapar oscopico e alter agdes histol égicas do

endométrio eutdpico e ectopico

Tese de doutorado apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeiréo Preto da Universidade de S&o
Paulo para obtencdo do titulo de Doutor em
Medicina.

Area de concentrac&o: Tocoginecologia
Orientador: Prof. Dr. Rui Alberto Ferriani

RIBEIRAO PRETO
2007



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Gomes, Mariana Kefalés Oliveira

Sistema intra-uterino de levonorgestrel comparado a agonista do
GnRH no tratamento da endometriose: efeitos sobre o estadiamento
laparoscdpico e alteragdes histol bgicas do endométrio eutdpico e ectdpico.
Ribeirdo Preto, 2007.

97p.:il.; 30cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto/USP — Area de concentracéo: Tocoginecologia.

Orientador: Ferriani, Rui Alberto.

1. Endometriose. 2. Agonista do GnRH. 3. Sistema intra-uterino de
levonorgestrel. 4. Apoptose. 5. Receptor esterdides.




DEDICATORIA

A DeuseaNossa Senhora

“Confio em teu poder, em tua bondade;
Em ti confio com filialidade.

Confio, cego, em toda a situacéo,

Ma&ge, no teu Filho e natua protecéo.”

A meus pais, Renato e |l1za, exemplos de que a busca do saber € um
alicerce de nossa construcéo. Nao mediram esforgos para nos

tornarmos pessoas de gloria. Esta tese € uma conquista nossa...

Ao Sandro, “amore mio”... sd um grande amor compreende as

dedicacOes e as renuncias... Dividir mais esta vitoria contigo muito me

emocional

A nossa filhota, muito entusiasmada neste momento dentro de meu
ventre... esté langcada a sementinha do amor, da dedicacéo, darendncia

e da determinaggo...



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto e seu Departamento de Ginecologia e Obstetricia,

por propiciar parte da minha formacao profissional e cientifica.

As mulheres que participaram desse estudo como voluntérias, que por motivos éticos n&o

posso agradecer nominalmente, pelainestimavel colaboracéo e pela confianca depositada.

Ao Prof. Dr. Rui Alberto Ferriani, amigo e mestre, um grande orientador que, com muita
dedicacdo, me ensinou a construir as asas para voar... Para mim, uma referéncia cientifica,
académica e de valorizacdo do ser humano. Serei eternamente grata por tudo que me

proporcionoul.

As amigas do coracdo Carol e Elaine, com quem pude compartilhar tantos momentos deste
crescimento. Em 2008, seremos todas “doutoras’, ficaremos fisicamente mais distantes, mas

nosso lagco de amizade nunca se desatara...

Aos grandes amigos Julio e Carol Rosa e Silva, que ndo mediram esforcos para a
concretizacéo desta obra. Sempre disponiveis e presentes... uma verdadeira amizade! Palavras

aqui escritas sdo singelas frente a gratidao que tenho por eles.

Ao Prof. Dr. Marcos Felipe Silva de Sa, pela dedicacéo a pos-graduacéo e pela preocupacéo

constante com a melhoria da qualidade do nosso ensino. Obrigada pela amizade e incentivo.



Ao Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia, que, com tanto carinho, nos abriu a porta de seu laboratorio
de Oncopatologia e colaborou ativamente para a realizacdo deste projeto. Obrigada pela
paciéncia, dedicacdo, pelas fundamentais contribuices na concretizacdo desta obra e por

participar da minha banca de doutorado.

As companheiras Rosangela Orlandin Lopes, Aline Turatti e Patricia Modiano, pela forma
acolhedora com que me receberam no Departamento de Patologia. Nem saberia como
agradecer tanta colaboragdo e presteza para que toda a parte histolégica desta obra desse

certo.

A Profa. Dra. Paula Andréa de Albuquerque por participar de minha banca, trazendo valiosas

contribuicdes a essa tese, mas, antes de tudo, pela grande amizade.

Ao Prof. Dr. Eddie Fernando Murta por acreditar no meu trabalho, me estimular e apoiar na
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. E uma satisfago té-lo como um integrante da
banca desta tese.

A Prof. Dra. Helena Corleto, pela sua disponibilidade de integrar minha banca de doutorado.
Ao Prof. Dr. Anténio Alberto Nogueira e ao Prof. Dr. Francisco Candido dos Reis, pela
amizade, pelos ensinamentos no Ambulatério de Endoscopia e Algia Pélvica e pelas

contribui¢des na construcao deste trabal ho.

Ao médico contratado Rodrigo Ferreira pelas contribuicdes e pela amizade.



A equipe do Laboratorio de Reproducdo Humana (Sandra Aparecida C. Vianna, Maria
Auxiliadora de Padua Rosa, Marilda H. Y. Dantas, Maria Aparecida C. Vasconcelos, Maria
Albina V. Bortolieiro e Maria Cristina Picinato M. de Araljo) que sempre se mostrou

prestativa, e, sobretudo, muito agradavel e amiga.

A Sra. llza Resende Mazzocato, sempre eficiente na &rdua tarefa de vencer os entraves

burocréticos; disponivel para garantir gjuda sempre que necessario. Umaamiga...

A todos que compdem o Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (professores e médicos contratados), pela minha formagéo
profissional. Com certeza, onde quer que eu esteja, esse departamento sera sempre minha

referéncia académica.

A todos funcion&rios do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, pela disponibilidade em ajudar quando necessério.

A Comissdo de Pds-graduacio em Tocoginecologia, pela oportunidade de fazer meu

doutorado nesse setor, 0 que € motivo de muito orgulho para mim.

Ao Prof. Dr. Marco Fabio Prata Lima, pelos incentivos, confianca, apoio e amizade em

Uberaba.

Aos meus irmdos Aninha, Paulinho, Lilica e Ana pelas companhias nas viagens, pelos

incentivos, pelas palavras de conforto e pela paciéncia.



Aos meus tios, Troncon e Bete, que, carinhosamente, lapidaram esta obra. Obrigada pelo

acolhimento e apoio nos momentos &rduos.

Aos meus padrinhos, Alexandre e Angela, que, com doces palavras, sempre me incentivaram

e apoiaram.

Ao Conselho Naciona de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a Fundacdo

de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do HCFMRP-USP (FAEPA) pelos auxilios

financeiros concedidos.

Ao laboratorio Schering pela cessdo dos medicamentos para o estudo.

A todos os que contribuiram, direta ou indiretamente, para realizacdo desse trabal ho.



“Fica decretado que,
apartir deste instante,
havera girassois em todas as janel as,
gue os girassois terdo direito
a abrir-se dentro da sombra;
e que as janelas devem permanecer,
o diainteiro, abertas parao verde

onde cresce a esperanga.”

(Os Estatutos do Homem.
Thiago de Mello)



RESUMO

GOMES, M.K.O. Sistema intra-uterino de levonorgestrel comparado a agonista do
GnRH no tratamento da endometriose: efeitos sobre o estadiamento laparoscopico e
alteracoes histolégicas do endométrio eutopico e ectopico. 2007. 97 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2007.

O objetivo desse estudo prospectivo e controlado foi avaliar a agdo do SIU-LNG no
endométrio eutdpico e ectopico de mulheres com algia pélvica cronica e endometriose,
utilizando, como controle, pacientes tratadas com agonista do GnRH (aGnRH). M étodo:
Vinte e duas mulheres entre 18 e 40 anos, com dor pélvica crénica, foram randomizadas para
receber tratamento com SIU-LNG (n = 11) ou injecdes mensais de aGnRH (n = 11) por 6
meses. Foi realizado “second-look” laparoscépico e o estadiamento da endometriose segundo
os critérios da American Society for Reproductive Medicine (ASRM) foi comparado aquele da
cirurgia pré-tratamento. Amostras de endométrio eutdpico e ectdpico obtidas pré- e pés
tratamento foram analisadas por imuno-histoquimica. Modificagdes na expressdo do marcador
de apoptose Fas, receptor de progesterona tipo A (PRA) e receptor de estrogénio-o. (ER-ot)
foram quantificadas por H-score (um método microscopico quantitativo que avalia 0 niUmero
e aintensidade de células marcadas). Também foi quantificado o nimero de células marcadas
pelo proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (em 1000 células contadas), sendo expresso
em indice de proliferacdo celular (IPC). A andlise estatistica foi realizada pelo teste bicaudal
de Mann-Whitney. Resultados: Quatro pacientes (1 no grupo SIU-LNG e 3 no grupo
aGnRH) foram excluidas por terem se recusado a reaizar a laparoscopia de revisdo. Apés 6
meses de tratamento, o estadiamento reduziu em 6/10 pacientes (60%) no grupo SIU-LNG e
em 3/8 pacientes no grupo aGnRH (p=0,1698). O IPC reduziu apos tratamento com SIU-LNG
e com aGnRH, no epitélio (EP) e estroma (ST) do endométrio eutdpico e ectdpico (p<0,05).
Apenas as usudrias de SIU-LNG apresentaram aumento do H-score para Fas no EP do

endométrio eutopico e do ectépico (p<0,05). No ST, ndo houve modificacdo. A expressdo de



ER-o. e PRA pelo EP glandular foi menor no endométrio eutdpico apos ambos os tratamentos,
mas no EP glandular do endométrio ectdpico houve redugdo apenas apods 0 uso de SIU-LNG
(p<0,05). No ST, observou-se menor expressao de ER-o. no endométrio eutdpico e ectdpico
das usuérias de SIU-LNG e somente no endométrio eutdpico das pacientes tratadas com
aGnRH (p<0.05). Houve menor expressao de PRA no ST do endométrio eutdpico e ectopico
apenas nas usuarias de SIU-LNG (p<0,05). Para todos os marcadores avaliados, nenhuma
diferenca foi encontrada entre os grupos. Conclusdes. Ambos os tratamentos apresentaram
tendéncia a reduzir a extensdo das lesdes endometridticas em pacientes com agia pélvica
cronica. De maneira semelhante a0 aGnRH, o0 SIU-LNG reduziu a proliferacdo celular, a
expressdo de PRA e ER-o. e aumentou a apoptose no endométrio eutopico e ectépico de
pacientes com endometriose. Este mecanismo possivelmente explica a acéo do SIU-LNG na

reducdo da algia pélvica.

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

apoptose; receptor esterdide.



ABSTRACT

GOMES, M.K.O. Levonorgestrel-releasing intrauterine system compared to GnRH
agonist: effects on endometriosis staging and on histological changes of eutopic and
ectopic endometrium. 2007. 97 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o0 Paulo, Ribeir&o Preto, 2007.

The aim of this prospective and controlled study was to evaluate the effects of the
levonorgestrel-releasing intrauterine system (LNG-1US) on the eutopic and on the ectopic
endometrium of women with endometriosis-related pain and to compare the results with those
obtained with a GnRH agonist (GnRHa). Methods: Twenty-two women aged 1840 years
old, with endometriosis and pelvic pain, were randomized to receive LNG-1US insertion (n =
11) or GnRHa monthly injection (n = 11) during a 6 months treatment. In the baseline
laparoscopy, as well as in the second-look |aparoscopy, the disease was staged according to
the criteria established by the American Society for Reproductive Medicine (ASRM). Pre-
and post-treatment paraffin-embedded endometrium and endometriosis specimens were
examined immunohistochemically. Changes in the expression of progesterone receptor A
(PRA), estrogen receptor-o. (ER-o) and Fas (a mediator of apoptotic signal) were evaluated
by the H-score (a quantitative microscopical method evaluating staining intensity and number
of stained cells). Also, the number of stained endometrial glands cells obtained with
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) was counted and a proliferation cellular index (PCI)
was determined (number of stained cells in 1000 cells counted). Statistical analysis included
the Mann-Whitney two tailed test. Results: Four patients (1 in the LNG-1US group and 3 in
the GnRHa group) were excluded for having refused to be submitted to the second-look
laparoscopy. After 6 months of treatment, the ASRM stage was lower in 6 (60%) of the 10
LNG-1US group patients and in 3 (37.5%) of the 8 GnRHa group patients (p = 0.1698). The
PCl was markedly reduced after LNG-1US and GnRHa treatment in both epithelium (EP) and

stroma (S) of eutopic and ectopic endometrium (p<0.05). H-score of Fas significantly



increased on the EP of the eutopic (p<0.05) and the ectopic (p<0.05) endometrium only after
LNG-IUS treatment. On the ST of LNG-IUS users, there was no change for H-score of Fas.
Expression of ER-o and of PRA significantly reduced after both treatments on the EP of the
eutopic endometrium (p<0.05), but on the EP of the ectopic endometrium there was a
significant reduction that occurred only after LNG-1US treatment (p<0.05) for both receptors.
On the ST, the expression of ER-o. decreased on the eutopic and ectopic endometrium of
patients treated with LNG-IUS and only on the eutopic endometrium of GnRHa users
(p<0.05). Moreover, the expression of PRA on the ST of the eutopic and ectopic endometrium
decreased only in patients treated with LNG-1US (p<0.05). However, for al markers tested,
there were no statistically differences between the groups. Conclusions. Both treatments
appeared to reduce the extent of pelvic endometriotic lesions in patients with chronic pelvic
pain. Similar to GnRHa, LNG-IUS decreased cell proliferation, PRA and ER-o. expression
and increased apoptosis in endometrium of patients with endometriosis. This mechanism

possibly explains its effects on pelvic pain reduction.

Keywords: endometriosis; levonorgestrel-releasing intrauterine system; GnRH agonist;

apoptosis; steroid receptor.
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1.1 Efeitosendometriais do sistema intra-uterino de levonor gestr el

Um dos mais versateis métodos de contracepgdo reversivel de longa duragdo é o
sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG). Como contraceptivo, ¢ extremamente
eficaz, sendo comparavel a esterilizagao feminina. Estudos comparativos acumularam uma
experiéncia clinica de mais de 12.000 mulheres-ano de uso deste contraceptivo
(LAHTEENMAKI; RAURAMO; BACKMAN, 2000). A taxa cumulativa de gravidez em 5
anos ¢ de 0,5-1,1% (SIVIN et al., 1990; ANDERSON; ODLIND; RYBO, 1994). Atualmente,
grande énfase ¢ dada aos beneficios ndo contraceptivos do SIU-LNG. Supressdo da
menstruacao, controle da reserva de ferro, melhora da dismenorréia e prote¢do endometrial na
terapia hormonal durante o climatério sdo alguns destes beneficios. Ha evidéncias crescentes
quanto ao seu uso em endometriose, miomatose uterina, adenomiose e hiperplasia endometrial
(PETTA et al.,2005; VARMA; SINHA; GUPTA, 2006).

Estudos pioneiros sobre a administragdo intra-uterina de progestogénios foram
realizados em animais em 1968 e em humanos por Scommegna et al. em 1970
(SCOMMEGNA et al., 1970; DOYLE & CLEWE, 1986; BRUCE, 1989). Na Escandindvia
em 1978, foram realizadas as primeiras experiéncias com os SIU-LNG como uma alternativa
para endocep¢do. Os autores publicaram o primeiro estudo com um SIU “T de Tatum
(NOVA-T), no qual o cobre foi trocado por uma capsula de polidimetilsiloxano (Silastic®),
liberando aproximadamente 50 pug de levonorgestrel (LNG) ao dia. Observou-se que as
voluntarias apresentavam sangramentos menstruais irregulares, porém com uma diminui¢ao
da quantidade total de perda sanguinea em relagdo ao nivel anterior e supressdo da ovulagao
em 83,4% dos casos (NILSSON; JOHANSSON; LUUKKAINEN, 1976).

Os resultados até entdo obtidos estimularam o desenvolvimento de dispositivos intra-

uterinos liberadores de doses mais baixas de LNG, sendo, entre eles, dois novos modelos
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liberadores de 20 e 30 ug de LNG. Os autores observaram que, a bidpsia de endométrio, todas
as usudrias apresentaram supressao endometrial. Outro achado foi que mais da metade das
usuarias do dispositivo com 20 pug nao obtiveram a completa supressdo da ovulacdo, pois
apresentaram niveis de progesterona elevados durante o uso (LUUKKAINEN et al., 1986).

Comprovando a reducdo do sangramento em mulheres usuarias do SIU-LNG, um
outro estudo observou o nivel sanguineo de LNG e sua agdo sobre o endométrio. Em 12
amostras, houve supressdo do epitélio glandular e decidualizagdo do estroma (NILSSON;
LUUKKAINEN; ARKO, 1978). Os bons resultados deste SIU na fase I e II dos estudos
clinicos, encorajaram os autores a programarem uma terceira fase colaborativa do estudo. Este
estudo fase III visou comparar a a¢do dos dois modelos de SIU-LNG, liberando 20 e 30 pg,
com o NOVA-T. Os resultados desta pesquisa mostraram, finalmente, que o SIU-LNG foi
altamente eficaz como endoceptivo. Demonstrou-se elevada taxa de continuacdo, baixa taxa
de complicagdes e com niveis estaveis de LNG ao longo dos anos (NILSSON et al., 1981;
NILSSON et al., 1982; LUUKKAINEN et al., 1987; SIVIN et al., 1987).

Desta maneira, em 1990, o SIU-LNG foi introduzido pelo laboratdrio Leiras para seu
uso na Finlandia, progredindo para Europa, Estados Unidos e ja no Brasil na segunda metade
do ano de 2002, comercializado assim com o nome de Mirena® (Schering Oy, Turku,
Finland) (LUUKKAINEN et al., 1987).

O SIU-LNG consiste de uma estrutura de polietileno em forma de ““T ”que no seu
corpo vertical (com 32 mm) apresenta um cilindro. Neste cilindro, hd uma mistura contendo
52 mg de LNG e polidimetilsiloxano (Silastic®), uma membrana que regula a liberacdo de
LNG (figura 1), na propor¢do de 1:1. Em um periodo de 5 anos, o cilindro libera 20 pg em 24
horas, reduzindo para 14 e¢ 11 pg/dia apods cinco anos, quando deve ser removido
(LUUKKAINEN; LAHTEENMAKI; TOIVONEN, 1990). O LNG liberado na cavidade

uterina ¢ absorvido sistemicamente e a concentracdo sérica maxima ¢ atingida em poucas
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horas. Os niveis séricos variam de 150 a 200 pg/mL e ndo sdo suficientes para suprimir a

ovulagdo, uma vez que para isso seriam necessarios 50 pg de LNG por 24h
(LAHTEENMAKI; RAURAMO; BACKMAN, 2000). Aproximadamente 85% das usudrias

do SIU-LNG permanecem ovulando (XIAO et al., 1995).

Membrana Cilindro com levonorgestrel
de controle 52mg
Silastic® | \/‘\/
—s N\
O
- . Mirena E
; A
o o 4 <—Detalhe I\ | I
N —
o O 0

\_Y_J a_l
Parede uterina Seccao do sistema

obs: O=LNG

Figura 1 — Modelo esquematico do sistema intra-uterino de levonorgestrel (Mirena®) na
cavidade endometrial.

O LNG liberado pelo SIU na cavidade uterina ¢ um derivado da 19-nortestosterona,
com forte acdo progesteronica sobre o tecido endometrial. A eficicia contraceptiva do SIU-
LNG esta relacionada principalmente com alteragdo na receptividade endometrial (NILSSON;
LUUKKAINEN; ARKO, 1978), supressao uniforme da proliferagdo endometrial, inibi¢ao da
migragdo espermatica e espessamento do muco cervical (LUUKKAINEN; LAHTEENMAKI;
TOIVONEN, 1990; BARBOSA et al., 1995).

A administragdo intra-uterina de LNG resulta em imediata e profunda modificagdo da
morfologia e da fun¢do endometrial. H4 uma decidualizagdo estromal, atrofia glandular e da

superficie do epitélio e alteragdes na morfologia vascular (MILLING SMITH &
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CRITCHLEY, 2005). Além destas modificagdes histoldgicas locais, alteragcdes na expressao
de receptores esterdides sexuais e no sistema de fator de crescimento insulina-like (IGF),
alteragdes imunoldgicas e de fatores locais uterinos também sdo descritas e serdo detalhadas a

seguir.

1.1.1 Modificacdes Histol 6gicas

A microscopia de luz, observa-se que o uso de progestogenos intra-utero leva a atrofia
glandular ¢ o estroma torna-se decidualizado (SILVERBERG et al.,1986). A matriz
extracelular modifica-se de edematosa para compacta.

A microscopia eletronica, a ultra-estrutura do endométrio durante o uso de SIU-LNG
difere parcialmente daquela durante a fase secretora normal. Pakarinen et al. (1998) observou
uma reducdo das projecdes das células epiteliais sobre a lamina basal. Sugere-se que a
diferenciagdo e a fungdo do epitélio endometrial podem ser dirigidas por mensagens do
estroma, sendo as proje¢des das células epiteliais a ponte entre os dois tecidos (ROBERTS;
WALKER; LAVIA, 1988). Desta forma, os achados de Pakarinen et al.(1998) podem
justificar a atrofia proporcionada pelo LNG topico. Outro achado foi ladmina basal mais
desenvolvida entre os dois tipos de células, o que poderia estar prevenindo a penetragdo do
processo atrofico além do endométrio. No estroma, ha infiltragdo de neutrofilos
(PAKARINEN et al., 1998).

Foram descritas alteragdes na formacdo das artérias espiraladas e a ocorréncia de
microvasos superficiais mais finos ¢ frageis (HICKEY et al., 1996). Contudo, as alteragdes
vasculares parecem ser temporarias e apresentam correlagdo com a melhora do padrao de

sangramento irregular (McGAVIGAN et al., 2003).
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1.1.2 Modificagdes na expresséo de receptores de ester dides sexuais e sistema | GF

O endométrio das usudrias de LNG ¢ caracterizado por uma marcante diminui¢do da
expressdo dos receptores de progesterona (PR), de estrogénio (ER) e de androgénio tanto no
epitélio glandular como no estroma (CRITCHLEY et al., 1998; PENGDI et al., 1999;
BURTON et al., 2003). Em um estudo comparativo com pacientes apresentando hiperplasia
de endométrio, o SIU-LNG causou total deplecdao da expressao de PR dos tipos A (PRA) ¢ B
(PRB) e expressiva diminuigdo da expressdo de ER dos tipos o (ER-o) € B (ER-B). Nas
pacientes tratadas com acetato de medroxiprogesterona oral, a reducdo foi bem menos
marcante (VEREIDE et al., 2006).

O endométrio exposto ao SIU-LNG experimenta um ambiente local intracelular de
“deficiéncia estrogénica”. Isto, provavelmente, se deve a uma modulagdo intracrina de uma
enzima responsavel em converter o estradiol em estrona, um estrogénio menos potente. Esta
enzima, a 17 hidroxi-esteréide dehidrogenase isoforma 2 (17BHSD-2), ¢ estimulada pela
progesterona. Nos primeiros meses de uso do SIU-LNG, a expressdo de mRNA da 17BHSD-2
se mantém elevada com um declinio da sua expressdao 6 meses ap0ds a inser¢do (BURTON et
al., 2003). Estudos correlacionam estas modulagdes intracrinas com episddios de sangramento
anormal nas usuarias de SIU-LNG (BURTON et al., 2003; CRITCHLEY et al., 2006).

Outro fator que parece contribuir para o endométrio das usuarias de SIU-LNG tornar-
se insensivel ao estradiol circulante ¢ a inibi¢do da ac¢do do fator de crescimento insulina-like I
(IGF-I). O IGF-I ¢ um dos responsaveis pelo efeito mitdtico do estrogénio no endométrio.
Rutanen, Salmi e Nyman (1997) demonstraram supressdo da expressao de IGF-I e simultanea
indugdo de sua proteina ligante IGFBP-I no endométrio exposto ao SIU-LNG. Estes achados
refletem como o efeito inibitério da acdo mitogénica do estradiol no endométrio,

proporcionado pelo LNG intra-ttero, pode ocorrer por sistemas paracrinos.
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1.1.3 Modificagfes | munoldgicas e de fatores locais

A infiltragdo leucocitaria ¢ marcante no endométrio exposto ao SIU-LNG. A maioria
dos leucdcitos sdo células natural killer endométrio-especificas e macrofagos (JONES &
CRITCHLEY, 2000). H& um significativo aumento de fator estimulador de colonias de
macrofago (GM-CSF) de maneira semelhante ao que ocorre na decidua verdadeira durante o
primeiro trimestre de gestacdo (CRITCHLEY et al., 1998). Findlay (1996) observou que
endométrio exposto a progestogénios pode produzir fatores que ndo sdo normalmente
associados a decidua verdadeira. Estes fatores podem danificar os vasos sanguineos do
endométrio exposto. Ha evidéncias de expressdo alterada de citocinas , tais como IL-8, IL-13
e IL-15, dependendo do progestogénio ao qual é exposto o endométrio (JONES et al., 2005;
RHOTHON-VLASAK et al., 2005).

Mediadores locais envolvidos no processo menstrual, incluindo IL-8 e ciclo-oxigenase
2, estdo aumentados logo ap6s a inser¢do do SIU-LNG. Ha decréscimo dos mesmos 6 meses
apds a inser¢do. Assim, concentragdes maiores de prostaglandinas sdo encontradas no
endométrio nos primeiros meses de exposi¢cdo (JONES & CRITCHLEY, 2000).

Endométrio exposto ao SIU-LNG apresenta notavel aumento de fatores estimuladores
de angiogénese até 12 meses apos sua inser¢do. Em biopsias endometriais seriadas pré- e pos-
inser¢ao de SIU-LNG, Roopa et al. (2003) verificaram aumento dos niveis teciduais de fator
de crescimento de endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento transformador B1 (TGF-
B1) e fator de crescimento basico de fibroblasto (bFGF). Esta alteragdo poderia contribuir
para aumentar a permeabilidade vascular e propiciar sangramento. J& pacientes com
adenomiose tratadas com SIU-LNG apresentaram expressiva redugdo da expressdo de VEGF

tanto pelo epitélio glandular como pelo estroma (LOAG-FERNANDEZ et al., 2003). Estes
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autores demonstraram aumento na expressao de adrenomedulina pelo epitélio e estroma
endometrial, a qual também estd envolvida na angiogénese.

No endométrio de usuarias de SIU-LNG, observa-se ainda aumento da expressdo de
metaloproteases (MMPs), que, por sua agdo proteolitica, estdo envolvidas na remodelacao

endometrial (SKINNER et al., 1999; OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2004).

Em suma, além da atrofia glandular e decidualizagdo estromal, muitas sdo as
particularidades do endométrio exposto ao SIU-LNG. O conhecimento das inumeras
modifica¢des endometriais proporcionadas pelo SIU-LNG amplia seu uso para indicagdes que

ndo as contraceptivas.

1.2 Sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel e endometriose

As evidéncias vém favorecendo o uso do SIU-LNG no tratamento da algia pélvica
associada a endometriose (BAHAMONDES et al., 2007). Os efeitos colaterais, a dificuldade
de adesdo e o tratamento por longo prazo sdo as grandes limitagdes do arsenal terapéutico até
entdo existente para controlar a algia pélvica relacionada com a endometriose. As drogas
comumente utilizadas para tratar esta entidade incluem os anti-inflamatorios nao-esteroidais,
anti-estrogénios (p. ex. progestogénios, androgénios como o danazol) e drogas que induzem
ou pseudomenopausa (p. ex. agonistas do GnRH - aGnRH) ou pseudogravidez (p. ex.
contraceptivos orais combinados) (GAMBONE et al., 2002). Diferentemente de algumas
dessas medicagdes, o SIU-LNG ndo causa hipoestrogenismo, e seus efeitos adversos, e nao
leva a um bloqueio total da ovulagdo na grande maioria das usudrias. Ressalta-se, ainda, que

as portadoras de SIU-LNG mantém baixos niveis séricos de LNG, apresentando a
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possibilidade do uso prolongado, durante cinco anos (NILSSON et al., 1980; NILSSON et al.,
1982; BARBOSA et al., 1990).

Estudos ndo comparativos foram realizados para avaliar a tolerabilidade, a eficécia e o
grau de satisfagdo das usuarias do SIU-LNG no tratamento da dor pélvica associada a
endometriose. Um dos primeiros estudos piloto verificou que a amenorréia e hipomenorréia
causada pelo SIU estavam associadas a melhora da dismenorréia e ao alto grau de satisfagao
das mulheres com o uso do método. Por meio de uma analise subjetiva e objetiva da dor
pélvica, observou-se nesta pesquisa uma reducao significativa da dismenorréia em 12 meses
de seguimento (VERCELLINI et al., 1999).

Fedele et al. (2001) analisaram durante doze meses, o efeito do SIU-LNG em 11
mulheres com endometriose de septo retovaginal altamente sintomdaticas. Houve regressao de
100% dos sintomas dolorosos severos com apenas trés meses de tratamento, principalmente
da dismenorréia e da dor pélvica ndo ciclica. Quanto a dispareunia de profundidade, apesar de
ndo ter ocorrido a sua regressdo total, houve melhora significativa do quadro, assim como do
tenesmo retal. Outro achado foi reducdo do tamanho e¢ volume das lesdes e nodulos
endometrioticos apos doze meses de seguimento.

Em um estudo de casos, avaliaram-se, por laparoscopia, mulheres portadoras de
endometriose em uso do SIU-LNG (LOCKHAT; EMEMBOLU; KONIJE, 2004). Foi
observado que, além da importante melhora da dor pélvica em seis meses de seguimento,
ocorreram mudangas satisfatoérias no estadiamento laparoscopico da endometriose. Este
estudo ndo comparativo demonstrou, pela primeira vez, que o SIU-LNG reduz as lesdes
endometridticas. No entanto, a melhora dos sintomas ndo estaria diretamente relacionada a
mudanga no estadiamento. O mesmo grupo correlacionou os efeitos benéficos do SIU-LNG
na endometriose com o nivel elevado de LNG no fluido peritoneal ¢ no sangue venoso

periférico das usudrias (LOCKHAT; EMEMBOLU; KONJE, 2005a). Estes niveis foram
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observados no fluido e no soro logo apods a insercao do SIU. Posteriormente, estes autores
reportaram persisténcia da melhora clinica dos sintomas associados a endometriose 3 anos
apos a inser¢do do SIU-LNG (LOCKHAT; EMEMBOLU; KONIJE, 2005b). Os efeitos
adversos foram minimos e manteve-se alta a taxa de aceitabilidade do tratamento com o
dispositivo. Nao foram observadas modificagdes significativas na qualidade de vida das
usuarias.

Sao poucos os estudos comparativos entre o SIU-LNG e outras formas terapéuticas
para tratamento da algia pélvica associada a endometriose. Um dos primeiros neste contexto
avaliou dois grupos de mulheres com endometriose submetidas a tratamento cirturgico
laparoscopico (VERCELLINI et al., 2003). Em um grupo, foi inserido o SIU-LNG logo ap6s
a cirurgia e o outro grupo limitou-se apenas ao procedimento cirirgico. Ap6és um ano de
evolugdo, foi observada uma redu¢do na recorréncia da dismenorréia moderada ¢ severa, da
dispareunia ¢ da dor pélvica nas usuarias do endoceptivo. As pacientes tratadas com SIU-
LNG apresentaram alto grau de satisfagdo. Recentemente, Petta et al. (2005) avaliaram 82
mulheres com algia pélvica cronica e endometriose (estddio I a IV) randomizadas entre 6
meses de tratamento com SIU-LNG ou aGnRH. Os autores demonstraram que o SIU-LNG
apresenta efeito semelhante a0 aGnRH no controle da dor, sendo a melhora da dor presente ja
no fim do primeiro més de tratamento e persistente durante os 6 meses de seguimento.
Contudo, nenhuma diferenga na qualidade de vida apds o tratamento foi observada em ambos
os grupos. Os autores ressaltaram que o uso do SIU-LNG para tratar a algia pélvica cronica
associada a endometriose apresenta a vantagem de nao causar sintoma de hipoestrogenismo,
requer apenas uma interven¢do médica em 5 anos e, no Brasil, apresenta um melhor custo-
beneficio que o aGnRH.

Como supracitado, as evidéncias apontam para uma agdo eficaz do SIU-LNG sobre a

dor pélvica cronica em pacientes com endometriose. No entanto, pouco se conhece sobre os
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efeitos locais do SIU-LNG em pacientes com endometriose € seus possiveis mecanismos de
acdo no controle da doencga. Neste sentido, a proposta deste estudo consiste em avaliar e
comparar a a¢do do SIU-LNG com a do aGnRH no estadiamento laparoscépico € no
endométrio eutdpico e ectopico em mulheres com algia pélvica cronica e endometriose, apos
6 meses de tratamento. Desta forma, espera-se contribuir para elucidar os mecanismos de

acdo do SIU-LNG no controle desta doenga.
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2.1 Gera

O presente estudo tem como objetivo comparar o efeito do SIU-LNG (Mirena®) com
0 do aGnRH (Lupron®) sobre o estadiamento e sobre as alteragdes histologicas do
endométrio e das lesdes endometridticas de pacientes com algia pélvica crénica relacionada a

endometriose.

2.2 Especificos

2.2.1 Avadliar o efeito do uso do SIU-LNG, e comparéalo com o uso do aGnRH, no
estadiamento laparoscopico em mulheres com agia pélvica cronica relacionada a
endometriose apds sei's meses de tratamento.
2.2.2 Avadliar o efeito do uso do SIU-LNG, e comparalo com o uso do aGnRH, nas
seguintes alteracdes histol gicas do tecido endometrial eutdpico e ectdpico de mulheres
com algia pélvica cronica rel acionada a endometriose apos seis meses de tratamento:

- oindicede proliferacéo celular por meio do PCNA;

- marcador de apoptose por meio do Fas;

- receptor de estrogénio tipo o;

- receptor de progesteronatipo A.



3 @acientes e métodos, resultados e discussdo

(Formato de manuscrito)
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3.1 Artigo original 1 —“ Short communication”

Sistema intra-uterino de levonor gestrel e estadiamento da endometriose*

Thelevonor gestrel-releasing intrauterine system and endometriosis staging*

Mariana Kefalas Oliveira Gomes M.D.; Rui Alberto Ferriani M.D.,PhD.; Julio Cesar
Rosa e Silva M.D.; Ana Carolina Japur de Sa Rosa e Silva M.D., PhD.; Carolina Sales
Vieira M.D.; Francisco José Candido dos Reis M.D.,PhD; Anténio Alberto Nogueira

M.D.PhD

Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —

Universidade de S50 Paulo, Ribeir&o Preto, Brasi|

*Q sistema intra-uterino de levonorgestrel (Mirena®) e as ampolas do agonista do GnRH

foram fornecidos pela Schering, Sao Paulo, Brasil.
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Resumo:

Este estudo tem como objetivo determinar se o sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-
LNG) pode influenciar no estadiamento da endometriose proposto pela Sociedade Americana
de Medicina Reprodutiva (ASRM). Para isso, foi realizado o “second-look™ laparoscopico e
os resultados foram comparados aqueles obtidos apds tratamento com agonista do GnRH
(aGnRH). Ambos os tratamentos reduziram a extensdo das lesdes endometridticas em

pacientes com algia pélvica cronica.

Palavras-chave: Endometriosis, second-look laparoscopy, staging, levonorgestrel-releasing

intrauterine system, GnRH agonist
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Estudos demonstram que o sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) ¢ uma
opcdo terapéutica viavel para o tratamento da algia pélvica em pacientes com endometriose
(1-3). As drogas utilizadas no tratamento desta dor incluem os progestogénios (tais como
danazol e gestrinona), que exercem efeitos anti-estrogénicos. Outros medicamentos utilizados
sdo aqueles que induzem a pseudomenopausa (p. ex. agonista do GnRH — aGnRH) ou a
pseudogravidez (p. ex. contraceptivos orais combinados). Apesar de efetivas, a maioria destas
opgOes estd associada a efeitos colaterais sistémicos, que podem interferir na adesdo e
tratamento por longo prazo. Em adi¢do, a necessidade de administragdo repetida ou regular
também compromete a adesdo ao tratamento e, assim, sua eficacia.

A liberagdo de levonorgestrel (LNG), um 19-C progestogénio, pelo SIU-LNG na
cavidade uterina restringe seu efeito quase que exclusivamente ao endométrio, pois as altas
concentragdes de LNG induzem a atrofia e a pseudodecidualizagdo (4,5). Estd bem
estabelecido que o tratamento com SIU-LNG reduz a algia pélvica cronica relacionada a
endometriose. Porém, no tocante ao efeito deste dispositivo sobre o estadiamento da
endometriose, apenas um estudo observacional ndo comparativo foi realizado. Os autores
demonstraram altera¢des favoraveis no estadiamento da endometriose 6 meses apos o uso de
SIU-LNG (6). Desta forma, foi conduzido um estudo clinico controlado e randomizado em
pacientes com endometriose para investigar tanto a eficacia de 6 meses de tratamento com
SIU-LNG no alivio da dor como as modifica¢des no estadiamento laparoscopico da doenca
apés o tratamento Os resultados foram comparados aqueles obtidos apoés 6 meses de
tratamento com aGnRH.

Vinte e duas mulheres, idade entre 18 e 40 anos, foram incluidas neste estudo clinico
controlado. Todas as participantes estavam em tratamento no Ambulatorio de Algia Pélvica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao

Paulo (HCFMRP-USP). Para serem incluidas no estudo as pacientes deveriam apresentar
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diagnostico laparoscopico e histologico confirmatorio de endometriose (realizado até 3 meses
antes de iniciar o estudo) e algia pélvica cronica ciclica. Ainda como critério de inclusao,
foram selecionadas pacientes que apresentavam a escala visual analogica (VAS) de dor (3) >
3 na fase pré-tratamento. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP — processo n° 11608 / 2003 (Anexo A). As pacientes leram e assinaram o
termo de consentimento informado (Anexo B).

Todas as pacientes apresentaram ciclos menstruais regulares (25-35 dias de intervalo)
e ndo utilizaram qualquer terapia hormonal por pelo menos 3 meses antes. Nos 9 meses
precedentes, ndo se realizou tratamento com progesterona de deposito ou aGnRH. Nenhuma
paciente estava amamentando ou estava gravida nos 3 meses que precederam o estudo.
Nenhuma participante apresentou histdoria de osteoporose, distirbio da coagulacido ou contra-
indicagdes definidas pela Organizagdo Mundial de Saude (2004) ao uso do SIU-LNG (Anexo
O).

As pacientes foram randomizadas através de um esquema de randomizagao gerado por
computador, em envelopes opacos e selados, e foram admitidas por ordem de entrada na

pesquisa. Foram alocadas para receber 6 meses de tratamento com um SIU-LNG (Mirena®;

Schering Oy, Helsinki, Finland) ou 6 meses de tratamento com um aGnRH (Lupron® depot
3,75 mg; TAP Pharmaceuticals, Lake Forest, IL, USA), o Gltimo administrado em 6 doses (1
ampola a cada 28 £ 3 dias). Cada grupo foi constituido por 11 pacientes. O SIU-LNG foi
inserido ou o tratamento com aGnRH foi iniciado dentro dos primeiros 7 dias do ciclo
menstrual. As pacientes foram orientadas a ndo utilizar nenhum medicamento além daqueles
oferecidos pelo estudo. As visitas de seguimento foram agendadas a cada 28 + 3 dias ap6s o
inicio do tratamento, perfazendo pelo menos 6 visitas completas durante o periodo de estudo.
Para avaliacdo da dor, utilizou-se a VAS, critério de avalia¢do subjetiva de quadros

algicos. As pacientes anotaram a ocorréncia didria de dor e sua intensidade em um didrio, em
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que a VAS foi determinada através da marcacao de um ponto sobre uma linha de 10 cm (3).
Esta escala tem uma variacao de 0 a 10, sendo 0 a auséncia de dor e 10, o grau mais severo de
dor. Desta forma, comparou-se o escore médio da VAS registrada em cada més com a VAS
basal. O escore mensal da VAS foi calculado a partir da soma dos escores didrios dividida
pelo numero de dias do periodo de observacao calculada ao final do tratamento.

Tanto na laparoscopia basal como na second-look (cirurgia de revisdo), a doenga foi
estadiada segundo os critérios propostos pela American Society for Reproductive Medicine
modificada de 1997 (7) sob video-documentagdo (Anexo D). O seguimento clinico e os
procedimentos cirargicos pré- e pos-tratamento foram realizados por médicos diferentes.
Desta forma, o cirurgido que realizou o second-look desconhecia o estadiamento prévio da
endometriose.

Para andlise estatistica, empregou-se o programa GraphPad Prism® 2.01 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Foi utilizado o teste-t Student para avaliar as variaveis
quantitativas com distribui¢do normal. As varidveis qualitativas foram analisadas pelo teste
exato de Fisher. Os valores pré- e pos-tratamento foram comparados através do teste-t Student
pareado ou pelo teste Wilcoxon. Definiram-se como estatisticamente significativas as
diferengas em que p < 0,05.

Dentre as vinte e duas mulheres inicialmente selecionadas para o estudo, quatro (uma
no grupo SIU-LNG e trés no grupo aGnRH) foram excluidas por terem se recusado a realizar
a cirurgia laparoscopica para second-look. Nao houve diferenca significativa entre os dois
grupos no tocante aos dados basais, incluindo idade, estadiamento da endometriose e paridade
(tabela 2). Nenhuma paciente era tabagista. A idade média das pacientes que completaram o

estudo foi de 29,2 + 5,5 e 32,6 £ 5,3 anos, nos grupos SIU-LNG e aGnRH, respectivamente.
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A VAS pré-tratamento no grupo SIU-LNG foi entre 3 ¢ 7 em 3 pacientes e, > 7 em 7
pacientes. No grupo aGnRH, 6 apresentaram VAS pré-tratamento entre 3 e 7, enquanto 2
mulheres apresentaram > 7. Nao houve diferenca entre os grupos (p = 0,0698).

Apbs 6 meses de tratamento, o estadiamento da endometriose proposto pela ASRM
reduziu em 6 (60%) de 10 pacientes do grupo SIU-LNG e em 3 (37,5%) de 8 pacientes
tratadas com aGnRH (p=0,1698). Os estadiamentos pré- e pds-tratamento estdo demonstrados
na tabela 1. O escore laparoscopico, segundo critérios da ASRM, diminuiu de 34 + 27,9 para
21,3 + 20,5 no grupo SIU-LNG (p=0,1612) e de 42,4 + 30,3 para 30,8 + 22,8 no grupo
aGnRH (p = 0,0546), sem diferenga entre os grupos. Apenas uma paciente em cada grupo
apresentou piora do estadio. As figuras 1, 2 e 3 ilustram alguns achados laparoscopicos pré- e

pos-tratamento nos dois grupos estudados.

Tabela 1 - Estadiamento laparoscopico da endometriose segundo a American Society for
Reproductive Medicine antes (estadio basal) e apoés 6 meses (estadio 2nd-look) de
tratamento com SIU-LNG ou aGnRH em mulheres com algia pélvica cronica.

Estadio basal (n) Estadio 2nd-look (n)

Grupo SIU-LNG Leve (3) Minima (2)
6 em 10 melhoraram (60,0%) Leve (1)
Moderado (3)  Leve (1)
Moderado (1)
Grave (1)
Grave (4) Leve (1)
Moderado (2)
Grave (1)
Grupo aGnRH Leve (1) Moderado (1)
3 em 8 melhoraram (37,5%) Moderado (3) Leve (2)
Moderado (1)
Grave (4) Moderado (1)

Grave (3)
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Figura 1 — Cirurgia laparoscopica pré- (fig. A, B e C) e pos-tratamento com sistema intra-
uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) (D e E) de uma paciente cujo estadiamento da
endometriose proposto pela American Society for Reproductive Medicine na laparoscopia
basal foi estadio IV (grave) (fig. A). Durante o procedimento inicial, foi realizada a lise das
aderéncias e cauterizagdo dos focos de endometriose (fig. B e C). Apds 6 meses da inser¢ao
do SIU-LNG, a laparoscopia de revisdo evidenciou estadio I (endometriose minima) (fig D e
E).
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Figura 2 — Cirurgia laparoscopica pré- (fig. A) e pos-tratamento com agonista do GnRH
(aGnRH) (fig. B) de uma paciente cujo estadiamento da endometriose proposto pela American
Society for Reproductive Medicine na laparoscopia basal foi estadio III (moderado) (fig A).
Durante o procedimento inicial, foi realizada a cauterizagdo dos focos de endometriose. Apos
6 meses de tratamento com aGnRH, a laparoscopia de revisdo evidenciou estadio II
(endometriose leve) (fig B).

Figura 3 - Cirurgia laparoscopica pré- (fig. A) e pos-tratamento com agonista do GnRH
(aGnRH) (fig. B) de uma paciente cujo estadiamento da endometriose proposto pela American
Society for Reproductive Medicine na laparoscopia basal foi estadio III (moderado) (fig. A).
Durante o procedimento inicial, foi realizada a lise das aderéncias e exérese do endometrioma
em ovario direito (fig. A - seta). Apds 6 meses tratamento com aGnRH, a laparoscopia de
revisdo evidenciou estadio II (endometriose leve) (fig. B).
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Antes da instituicdo dos tratamentos, a VAS média para a dor foi 7,9 = 1,2 cm no
grupo SIU-LNG e 6,5 = 1,1 cm no grupo aGnRH. Redugdo significativa neste escore foi
obtida 6 meses apds a terapéutica em ambos os grupos: 2,1 + 2,7 cm (p<0,0001) e 0,4 + 1,1
cm (p<0,0001), respectivamente. Nao houve diferenca entre os grupos. A diminui¢do da dor
ocorreu tanto para as pacientes que obtiveram melhora no estadio laparoscopico quanto para
as que nao a obtiveram. Nas pacientes que obtiveram melhora do estadiamento da
endometriose, o escore de dor diminuiu de 8,1 + 1,2 para 2,1 = 2,9 cm no grupo SIU-LNG
(p=0,0313) e de 5,7 £ 0,6 para 1 £ 1,7 cm (p=0,25) no grupo aGnRH. Entre as pacientes que
nao apresentaram melhora do estadio da doenca, esta modificagdo da intensidade da dor pré e
pos-tratamento foi, respectivamente, de 7,5 + 1,3 para 2 + 2,8 cm (p=0,125) no grupo SIU-
LNG e de 7 £ 1 para 0 cm no grupo aGnRH. Todos os escores de dor pos-tratamento foram <
3, com exce¢ao de 3 pacientes do grupo SIU-LNG que reportaram VAS entre 3 € 7 apos 6
meses de tratamento. Nestes trés casos, o estadiamento da endometriose na cirurgia de
second-look foi leve ou minimo.

Pelo que se consta, este € o primeiro estudo clinico randomizado que compara a agao
do SIU-LNG com a agdo do aGnRH no estadiamento laparoscopico da endometriose em
pacientes com dor pélvica cronica associada a endometriose. Embora nao se tenha encontrado
reducdo significativa no escore de endometriose (ASRM) no second-look laparoscopico, 60%
das pacientes usuarias do SIU-LNG apresentaram diminui¢do no estadio da doenga versus
37,5% das usuarias de aGnRH. Nossos achados de ndo piora do estadiamento da
endometriose sdo corroborados por estudos clinicos ndo controlados que encontraram melhora
significativa do escore ap6s o uso isolado de aGnRH (8) ou do SIU-LNG (6). Provavelmente,
o presente estudo ndo alcangou diferenca estatistica em virtude do pequeno “n” amostral
analisado. A redug@o no escore ¢ no estadiamento de endometriose nas pacientes submetidas

ao uso de aGnRH, provavelmente, se deve ao intenso efeito anti-estrogénico desta droga (9).
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Sendo a endometriose sabidamente uma doenca estrogénio dependente (10), este efeito
inibiria a proliferagdo de tecido endometrial ectdpico. Estudo prévio demonstrou que o
aGnRH reduziu a proliferacdo endometridtica através de um aumento da apoptose (11). Vale
ressaltar que, em mulheres com endometriose, a apoptose € tipicamente minima no tecido
endometriotico.

Deve-se considerar que o tratamento clinico, seja o SIU-LNG ou o aGnRH, nao foi
empregado isoladamente. Desta forma, ¢ de suma importancia testar um método novo de
tratamento (SIU-LNG) comparado a um método classico (aGnRH). Todas as pacientes foram
previamente submetidas a laparoscopia, que além de diagnoéstica, foi também terapéutica.
Durante o procedimento cirurgico, realizaram-se cauterizacao das lesdes peritoniais e exérese
de lesdes de endometriose profunda Estas intervengdes, provavelmente, tiveram influéncia
sobre o escore das lesdes na cirurgia de revisdo.

Nenhuma correlagdo foi estabelecida entre o estadio da endometriose e intensidade da
dor pélvica associada (12). Portanto, ndo podemos inferir que a melhora clinica do quadro de
dor pélvica em pacientes com endometriose associada ao uso do SIU-LNG necessariamente
se relacione com diminui¢do das lesdes. Contudo, alguns marcadores séricos, que parecem
estar relacionados a atividade da doenga, como o CA-125, sofrem reducdo com o uso do
sistema (13), sugerindo um efeito do mesmo sobre as lesdes.

O mecanismo exato pelo qual o SIU-LNG influencia o curso da endometriose
permanece obscuro. Segundo Critchley et al. (14), o STU-LNG libera altas doses de LNG na
cavidade uterina, promovendo rapida decidualizacdo do estroma endometrial. Em adicao, foi
demonstrado que o SIU-LNG induz a diminui¢do e subsequente bloqueio da sintese de DNA
e da atividade mitotica (15). Estas modificagdes sugerem que a progesterona exerce um papel
frenador importante na proliferacdo endometrial. Esta modulagdo endometrial também foi

observada por Vereide et al. (16). Estes autores demonstraram que o SIU-LNG estimula a
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apoptose endometrial através da redugdo da expressao do gene Bcl-2, o qual apresenta efeito
anti-apoptotico. Apesar do efeito do LNG ser primariamente local no endométrio, este
horménio foi detectado no fluido peritoneal das usuarias do dispositivo (17). Portanto, o
mesmo efeito que o LNG exerce no endométrio eutdpico poderia estar presente no endométrio
ectopico. Esta possivel a¢do nos focos de endometriose poderia explicar a reducdo da
progressdo da doenga observada pelo presente estudo.

Conclui-se, pelos resultados demonstrados, que o SIU-LNG e o aGnRH propiciaram
resultados clinicos e laparoscopicos semelhantes no tratamento da dor pélvica cronica
associada a endometriose. Uma tendéncia a melhora do estadiamento da endometriose foi
observada na laparoscopia de second-look realizada 6 meses apoés institui¢do das terapéuticas.
Contudo, a potencial influéncia da interven¢ao cirurgica realizada na laparoscopia inicial deve
ser considerada. Ressalta-se ainda que a redugdo da dor pélvica ndo necessariamente esta
relacionada com diminui¢do no escore ou no estadiamento cirtrgico para endometriose. E
possivel que estudos adicionais, envolvendo uma amostra maior, possa demonstrar uma
melhora significativa do estadiamento laparoscépico da endometriose nas usudrias de SIU-
LNG. Além do exposto, o uso do SIU-LNG, em relacao ao uso do aGnRH, para tratamento da
da dor pélvica causada pela endometriose ¢ mais atraente. Este dispositivo pode ser utilizado

por um periodo mais prolongado que o aGnRH e apresenta melhor custo-benefico.
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3.2 Artigooriginal 2

Sistema Intra-uterino de Levonorgestrel e endometriose: efeitos sobre a proliferacéo
celular, apoptose, receptores de estrogénio e de progesterona do endométrio eutopico e

ectopico.

Introducéo

O uso do sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) ganhou popularidade nao
s6 como um método contraceptivo (STURRIDGE; GUILLEBAUD, 1997), mas também
como um meio de controlar a dor pélvica em pacientes com endometriose (VERCELLINI et
al., 2003; LOCKHAT; EMEMBOLU; KONIJE, 2005; PETTA et al., 2005). A eficacia do
SIU-LNG em controlar a dor em pacientes com endometriose foi similar aquela do agonista
do GnRH (aGnRH), com a vantagem de que o SIU-LNG nao provoca hipoestrogenismo e
requer apenas uma unica interven¢do médica a cada cinco anos para sua insercao (PETTA et
al., 2005). Além do controle da dor, Rosa e Silva et al. (2006) demonstraram que o SIU-LNG
reduz a atividade da endometriose, indicada por marcadores séricos, de maneira similar ao
aGnRH. O mecanismo molecular pelo qual o SIU-LNG atua no endométrio eutdpico e
ectopico, para controlar a dor pélvica em pacientes com endometriose, ¢ ainda motivo de
especulagdo.

O desbalango entre proliferagdo celular e apoptose exerce um papel importante na
patogénese da endometriose (FUJISHITA et al., 1999; DMOWSKI et al., 2001; BRAUN et

al., 2002). Estudos demonstraram reducdo e perda da ciclicidade da apoptose tanto no
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endométrio eutdpico como no ectdopico de pacientes com endometriose em comparagdo ao
endométrio de mulheres normais (GEBEL et al., 1998; DMOWSKI et al., 2001). Ha relatos
indicando que um dos mecanismos pelo qual algumas drogas atuam no controle clinico da
endometriose ¢ através da redugdo da proliferagdo celular e aumento da apoptose. Meresman
et al. (2002) demonstraram que apenas um més de contraceptivo oral combinado foi suficiente
para reduzir, significativamente, marcadores de proliferagdo celular e aumentar o indice
apoptdtico no endométrio eutdpico de pacientes com endometriose. O aGnRH também foi
capaz de induzir apoptose em pacientes com endometriose, tanto nas células endometriais
topicas como nas ectopicas (IMAI et al., 2000; MERESMAN et al., 2003). Tem sido proposto
que o efeito anti-proliferativo do aGnRH seria mediado pela ativacdo do sistema Fas-FasL,
estimulando a morte celular por apoptose (IMAI & TAMAYA, 2000).

O efeito do SIU-LNG na proliferacao celular e na apoptose do endométrio foi
previamente demonstrado em mulheres com menorragia por adenomiose (MARUO et al.,
2001). O SIU-LNG reduziu a proliferagdo endometrial, e estimulou a apoptose, tanto no
epitélio glandular como no estroma endometrial..

A apoptose apresenta uma variagdo ciclica ao longo do ciclo menstrual de mulheres
sadias, sendo detectada principalmente no endométrio secretor tardio e menstrual. Na fase
proliferativa e secretora inicial, discreta atividade apoptotica foi detectada no endométrio
normal (KOKAWA; SHIKONE; NAKANO, 1996; VASKIVUO et al., 2000). A expressao
ciclica da proteina repressora da apoptose Bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia gene-2) no
epitélio glandular endometrial foi correlacionada com variagdes na expressao de receptores de
estrogénio (ER) e progesterona (PR) ao longo do ciclo menstrual (OTSUKI et al., 1994).
Desta forma, varios autores sugerem que os esterdides ovarianos podem controlar a apoptose
endometrial (ROTELLO et al., 1992; TABIBZADEH, 1995; CRITCHLEY et al., 1999). No

tocante ao SIU-LNG, Pengdi et al. (1999) demonstraram que o levonorgestrel (LNG) liberado
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localmente pelo dispositivo intra-uterino reduziu a expressdo de ER e de PR no endométrio
humano.

Tendo em vista que o desbalanco na homeostase tecidual exerce um papel na
patogénese da endometriose e que os esterdides ovarianos podem controlar a apoptose
endometrial, alguns questionamentos podem ser levantados quanto ao efeito do SIU-LNG na
patogénese da endometriose. Qual ¢ o efeito do SIU-LNG na proliferagdo celular e na
apoptose do endométrio eutdpico e ectopico de pacientes com endometriose? O SIU-LNG
modifica a expressdo de receptores para os esterdides ovarianos no endométrio eutopico e
ectopico? Existe correlagdo entre os efeitos do SIU-LNG sobre a proliferagao celular e sobre a
apoptose e a modificagdo na expressao dos receptores hormonais?

Até o presente momento, nao ha estudo controlado avaliando o efeito do SIU-LNG
sobre a proliferacdo celular, a apoptose e sobre os ER ¢ PR, no endométrio eutdpico e
ectopico de pacientes com endometriose. Desta forma, a proposta deste estudo clinico,
controlado e randomizado, foi investigar o efeito de seis meses do SIU-LNG sobre os
marcadores de proliferagdo celular, de apoptose e sobre a expressao dos ER tipo o (ER-a1) e
PR tipo A (PRA) nos endométrios eutdpicos e ectdpicos de pacientes com algia pélvica
cronica relacionada a endometriose e comparar os resultados com aqueles obtidos apds seis

meses de tratamento com aGnRH.
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Material e M étodo

Pacientes

Vinte e duas pacientes do sexo feminino, idade entre 18 e 40 anos, foram incluidas
neste estudo clinico controlado. O estudo foi conduzido de dezembro de 2003 a maio de 2005.
Todas as pacientes estavam em tratamento no Ambulatério de Algia Pélvica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP). Incluiram-se pacientes que apresentavam dor pélvica cronica ciclica e
endometriose laparoscopica e histologicamente confirmada. Ainda como critério de inclusdo,
foram selecionadas pacientes que apresentavam a escala visual analogica (VAS) de dor
(WOODFORDE; MERSKEY, 1972) > 5 na fase pré-tratamento. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP — processo n° 11608 / 2003 (Anexo A) e
todas as pacientes leram e assinaram o termo de consentimento informado (Anexo B).

Todas as pacientes apresentaram ciclos menstruais regulares (24-35 dias de intervalo)
e ndo utilizaram qualquer terapia hormonal por pelo menos 3 meses antes. Nos 9 meses
precedentes, ndo se realizou tratamento com progesterona de deposito ou aGnRH. Nenhuma
paciente estava amamentando ou estava gravida nos 3 meses precedentes ao estudo. Nenhuma
participante apresentou histéria de osteoporose, disturbio da coagulacdo ou contra-indicagdes
definidas pela Organizacdo Mundial de Satde (2004) ao uso do SIU-LNG (Anexo C). A
presenca de diabete mellitus, doenca cardiovascular, dislipidemia, lupus eritematoso sistémico
e outras doencas reumatoldgicas, infeccdo pelo virus HIV, qualquer infec¢do ativa ou
tabagismo também foram critérios de exclusdo para os dois grupos de estudo.

As pacientes foram randomizadas por meio de um esquema de randomizacdo gerado

por computador, em envelopes opacos e selados, e foram admitidas por ordem de entrada na
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pesquisa. Foram alocadas para receber 6 meses de tratamento com um SIU-LNG (Mirena®;
Schering Oy, Helsinki, Finland) ou 6 meses de tratamento com um aGnRH (Lupron® depot
3,75 mg; TAP Pharmaceuticals, Lake Forest, IL, USA), o ultimo administrado em 6 doses (1
ampola a cada 28 *+ 3 dias). Cada grupo foi constituido por 11 pacientes. O SIU-LNG foi
inserido ou o tratamento com aGnRH foi iniciado dentro dos primeiros 7 dias do ciclo
menstrual. As pacientes foram orientadas a ndo utilizar nenhum medicamento além daqueles
oferecidos pelo estudo. As visitas de seguimento foram agendadas a cada 28 + 3 dias ap6s o
inicio do tratamento, perfazendo pelo menos 6 visitas completas durante o periodo de estudo.

Para avaliacdo da dor, utilizou-se a VAS, critério de avaliacao subjetiva de quadros
algicos. As pacientes anotaram a ocorréncia didria de dor e sua intensidade em um didrio, em
que a VAS foi determinada através da marcagdo de um ponto sobre uma linha de 10 cm
(WOODFORDE; MERSKEY, 1972). Esta escala tem uma variacdo de 0 a 10, sendo 0 a
auséncia de dor e 10, o grau mais severo de dor (HOWARD, 2003). Desta forma, comparou-
se o escore médio da VAS registrada em cada més com a VAS basal. O escore mensal da
VAS foi calculado dividindo-se a soma dos escores diarios pelo numero de dias do periodo de
observagao.

A fim de se obter o diagndstico e o estadiamento da endometriose, foi realizada uma
cirurgia video-laparoscopica pré-tratamento até 3 meses antes do inicio do estudo. Uma nova
cirurgia pos-tratamento (second-10ok) foi oferecida a fim de avaliar a eficacia terapéutica dos
tratamentos instituidos. Tanto na laparoscopia basal como no second-look, a doenga foi
estadiada segundo os critérios propostos pela American Society for Reproductive Medicine
(1997) sob video-documentacdo (Anexo D). Em ambos os procedimentos, o tratamento
cirargico da endometriose foi realizado e s6 foram incluidas no estudo pacientes que
permaneceram com VAS > 5 apo6s o procedimento cirurgico basal. O seguimento clinico e os

procedimentos cirurgicos pré e pds-tratamento foram realizados por médicos diferentes. Desta



Manuscrito ___ 56

forma, o cirurgido que realizou o second-look desconhecia o estadiamento prévio da
endometriose. A laparoscopia basal foi realizada na fase folicular inicial do ciclo menstrual e
a laparoscopia para second-look foi realizada apds 6 meses de tratamento. Durante o
procedimento cirurgico, foram realizadas bidpsias das lesdes endometridticas e do
endométrio, esta ultima realizada por meio de uma cureta de Novak. As amostras obtidas de
endométrio eutdpico e ectopico foram fixadas em formol 10% e processadas como de rotina
para inclusdo em parafina. Cortes de 4 um de diametro foram desparafinados e submetidos a

reacdo imuno-histoquimica.

| muno-histoquimica

As reagdes de imuno-histoquimica foram realizadas por meio da reacdo antigeno-
anticorpo seguida de revelagcdo da reacdo com marcador visivel ao microscopio. As ldminas
desparafinadas e hidratadas foram recuperadas antigenicamente através da incubag¢do em
panela a vapor em meio tamponado (citrato pH 6,0) por 40 minutos. Apos resfriamento do
material, as peroxidases teciduais enddgenas foram removidas pela adi¢do de perdxido de
hidrogénio e ligagdes inespecificas do anticorpo primario foram evitadas por adi¢do de soro
de cavalo. As ldminas foram entdo incubadas com anticorpo primario por 12 horas em camara
umida. Em seguida, houve a incubacdo com anticorpo secundario e, por ultimo, a etapa
avidina-biotina. A rea¢do foi identificada apdés a revelagdo por tratamento com
diaminobenzidina (DAB - Sigma-Aldrich Inc., USA) por cinco minutos e contra coloragao
com Hematoxilina de Harris seguida de montagem das laminas.

A tabela 1 demonstra os anticorpos, os clones, a localizagdo celular de marcagdo e a
dilui¢do utilizada neste estudo. Foram utilizados anticorpos primarios fornecidos pela
Novocastra Laboratories Ltda. (Newcastle upon Tyne, UK). Para avaliagdo da proliferagido

celular utilizou-se o Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA). O Fas foi utilizado para
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avaliacdo da apoptose. Os receptores de estrogénio e de progesterona foram avaliados por
meio do receptor de estrogénio tipo o (ER-ot) e do receptor de progesterona tipo A (PRA),

respectivamente.

Tabela 1 - Caracteristicas dos anticorpos primarios.

Anticor pos Cédigodo produto  Clone Localizagdo celular  Diluicéo
PCNA! NCL-PCNA PC10 Nuclear 1:200
Fas’ NCL-FAS-310 GM30 Membrana 1:100
Receptor de progesterona (tipo A)’ NCL-PGR-312 16 Nuclear 1:100
Receptor de estrogénio (tipo o)’ NCL-ER-6F11 6F11 Nuclear 1:50

1- PCNA - Proliferating Cell Nuclear Antigen: marcador de proliferacdo celular, uma vez que é um antigeno que funciona
como um co-fator da DNA polimerase na fase S do ciclo celular e também esta associado com mecanismos de reparos do
DNA. 2 - Fas, também conhecido como antigeno CD 95, é uma glicoproteina transmembrana que media a apoptose através
de ligagdo com receptor proprio. 3 - Receptor que intermedeia a a¢do da progesterona, pode ser de dois tipos: receptor de
progesteerona tipo A (PRA) e tipo B (PRB). Apenas foi avaliado o PRA. 4 — Receptor que intermedeia a agdo do estradiol,
pode ser de dois tipos: receptor de estrogénio tipo oo (ER-at) e tipo B (ER-B). Apenas foi avaliado o ER-01.

O corte de amigdala foi utilizado como controle positivo para o PCNA e o tecido de
intestino delgado, como controle positivo para o Fas. Endométrio de mulher sadia foi o
controle positivo para ER-o0 e para PRA. Como controle negativo, foi utilizada

imunoglobulina da mesma classe e concentracdo do anticorpo primdrio. O controle negativo

demonstrou auséncia de marcagao especifica.

Critérios de avaliacao imuno-histoquimica

Foram descartados os cortes com marca¢ao inadequada ou com material insuficiente
para quantifica¢do de células marcadas.

Na avaliagdo do PCNA, foi utilizado o método quantitativo, através da contagem de
células marcadas pela imuno-histoquimica em 1000 células contadas na lamina, contando-se

células nos quatro quadrantes de cada lamina. Com base neste calculo, obtivemos o Indice de
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Proliferacdo Celular (IPC): ntimero de células marcadas para o PCNA em 1000 células
contadas, tanto células glandulares quanto estromais, que foram analisadas separadamente.

Os resultados da imunomarcagdo pelo Fas, PRA e ER-o foram analisados,
semiquantitativamente, utilizando um escore histolégico imunohistoquimico (H-score). Este
escore avalia tanto a distribui¢do da marcagdo especifica como sua intensidade. O H-score
tem sido descrito pela formula HS = X (Pi x 1)/100, onde Pi denota a porcentagem de células
marcadas e | denota a intensidade da marcacdo variando de 1 a 3 (HUANG; PETTIGREW;
WATSON, 1996). Escores de 1, 2 ¢ 3 indicam imunorreatividade fraca, moderada e forte,
respectivamente. Glandulas e estroma foram classificados separadamente para cada espécime.
Estudaram-se as laminas nas regides de imunomarcac¢ao mais intensa, ou seja, Hot spots, area
com 1,0 cm de didmetro (aumento de 40x). Com menos que 10% de células marcadas,
considerou-se uma marcagdo negativa, ou seja, escore igual a zero. Mais que 10% de
positividade foi considerada marcag¢do positiva e a porcentagem de células marcadas foi
analisada pela féormula do H-score. As analises foram realizadas por um patologista treinado
que desconhecia os grupos de tratamento originais e suas respostas as medicacdes utilizadas.

A analise da glandula e do estroma foram realizadas na mesma lamina.

Andlise estatistica

As anadlises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad Prism 3.0® (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Para as variaveis
numéricas envolvendo escores, utilizou-se o teste bicaudal de Mann-Whitney. As variaveis
foram expressas em média *+ erro padrdo da média (SE). J& as varidveis qualitativas foram
analisadas pelos testes %” ou o teste exato de Fisher. Para correlagdo, utilizou-se o teste de

Spearman. Definiram-se como estatisticamente significativas as diferencas em que p < 0,05.
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Resultados

Dentre as vinte e duas mulheres inicialmente selecionadas para o estudo, quatro (uma
no grupo SIU-LNG e trés no grupo aGnRH) foram excluidas por terem se recusado a realizar
a cirurgia laparoscopica para second-look. Nao houve diferenca significativa entre os dois
grupos no tocante as caracteristicas basais, incluindo idade, estadiamento da endometriose e

paridade (tabela 2). A idade média das pacientes que completaram o estudo foi de 29,2 + 5,5 ¢

32,6 = 5,3 anos, nos grupos SIU-LNG e aGnRH, respectivamente.

Tabela 2 - Distribui¢do das mulheres nos grupos de tratamento de acordo com as
caracteristicas basais (n).

Variaveis Grupo de tratamento p
SIU-LNG (n=10) aGnRH (n=8)

N° de partos 1,000
0 5 4
>1 5 4

Estadio da endometriose* 0,675
I oull 3 1
II1 3
v 4 4

Escore de dor VAS basal 0,155
>5-7 3 6
>7-10 7 2

*Estadio segundo a American Society for Reproductive Medicine
VAS: escala visual analogica.

Os dados da melhora clinica e dos achados laparoscopicos foram recentemente
publicados (GOMES et al., 2007) (Anexo D). A expressao dos marcadores estudados, PCNA,
Fas, ER-o ¢ PRA, pré-tratamento, tanto no epitélio glandular quanto no estroma, foram
similares nos grupos SIU-LNG e aGnRH (p>0,05). A figura 1 ilustra a imunomarcagao, por
todos os marcadores analisados, de algumas amostras de tecido endometrial eutdpico e

ectopico analisados. Comparando a expressdo dos marcadores pelo endométrio eutdpico
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versus (Vs.) o ectopico, todos apresentaram marcagdo semelhante no epitélio e no estroma.
Excec¢do foi no H-score para o Fas, que, apesar de marcagao fraca pré-tratamento, foi maior

no endométrio eutdpico, epitélio (p= 0,0008) e estroma (p=0,0217), do que no ectdpico

(dados ndo demonstrados).

Figura 1. Fotomicrografias de reagdes imuno-histoquimicas: (A) marcagdo por PCNA em
endométrio ectopico pré-tratamento (setas) — 400X; (a) controle negativo da marcagdo por
PCNA — 400X. (B) Marcagdo por Fas em endométrio eutopico pré-tratemento (seta) — 200X;
(b) controle negativo da marcagdo por Fas — 400X. (C) Marcagao por receptor de estrogénio
tipo o (ER-0) em endométrio ectdpico pré-tratamento (seta) — 400X; (c) controle negativo da
marcagdo por ER-o0 — 400X . (D) Marcacao por receptor de progesterona tipo A (PRA) em
endométrio ectopico pos-tratamento com agonista do GnRH (seta) — 400X; (d) controle
negativo da marcacdo por PRA — 400X. S — estroma; E — epitélio. (V)

* Observacdo: os campos da figura acima representam a reacdo imuno-histoquimica e nfio a quantificacio da
marcagao.
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Efeito dos tratamentos sobre a expressdo do PCNA no endométrio eutopico e ectopico

Nas amostras de endométrio eutdpico do grupo que usou LNG-IUS, 6 amostras pré- e
8 amostras pos-tratamento foram adequadas para andlise. J& no grupo aGnRH, foram
consideradas adequadas para analise 6 amostras pré- e 7 pds-tratamento.

O epitélio do endométrio de ambos os grupos demonstrou reducdo da proliferacao
celular avaliada pelo IPC apds o tratamento (SIU-LNG: 35,5 £ 3,8 vs. 18,9 + 1,5, p=0,001;
aGNRH: 32,8 £ 5,3 vs. 19,8 £ 0,8, p=0,005). No estroma, o IPC também apresentou uma
reducdo ap6s exposi¢cdo a ambos tratamentos (SIU-LNG: 19,0 £ 1,4 vs. 10,5 £ 0,8, p=0,0008;
aGNRH: 14,6 + 1,6 vs. 9.9 £ 1,3, p=0,0350). Nao houve diferenca entre os grupos no tocante
a esta reducdo do IPC (figura 2A).

Nas lesdes endometrioticas, foram consideradas adequadas para andlise imuno-
histoquimica 6 amostras pré- e 5 amostras pos-uso do SIU-LNG e 5 amostras tanto pré- como
p6s-aGnRH. Ambos os tratamentos em questdo diminuiram o IPC nas células epiteliais (SIU-
LNG: 36,8 + 3,4 vs. 20,2 £ 3,5, p=0,005; aGNRH: 49,5 + 3,7 vs. 17,9 £ 2,2, p=0.002) e
estromais (SIU-LNG: 16,5 £ 1,8 vs. 10,2 + 1,0, p=0,014; aGNRH: 20,1 + 0,6 vs. 8,8 + 0,8,
p=0,002) do endométrio ectopico (figura2B). Nao houve diferenga entre os grupos no tocante

a esta redugao do IPC.
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Figura 2 - Efeito do Sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) e do agonista do
GnRH (aGnRH) na proliferacdo celular do endométrio eutdpico (A) e ectopico (B) de
pacientes com endometriose.

Nota: Os valores sdao expressos como indice de proliferacdo celular (média = SE), ou seja,
numero de células marcadas para o PCNA em 1000 células contadas, tanto para o epitélio
como para o estroma. * p<0,05 vs. pré-tratamento; ** p<0,005 vs. pré-tratamento.
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Efeito dos tratamentos sobre a expressao do Fas no endométrio eutdpico e ectopico

Foi possivel avaliar o marcador de apoptose, Fas, em 7 amostras de endométrio
eutdpico pré- e em 10 amostras de endométrio eutdpico pos-SIU-LNG, e em 7 e 6 amostras de
endométrio eutdpico pré- e pés-aGnRH, respectivamente. Houve aumento significativo dos
valores do H-score para o Fas no epitélio do endométrio eutdpico durante o tratamento com o
SIU-LNG (0,8 £ 0,0 vs. 1,3 £ 0,2, p=0,019). Ja no grupo que usou aGnRH, este aumento da
expressdo do Fas nas glandulas do endométrio eutdpico ndo foi observado (H-score 0,8 £ 0,1
vs. 0,9 £ 0,3, p=0,710). No estroma, ap6és ambos os tratamentos, ndo houve aumento
significativo do H-score para o Fas (SIU-LNG: 0,1 + 0,1 vs. 0,2 = 0,1, p=0,743; aGNRH: 0,1
+0,0vs. 0,1 £ 0,0, p=0,754). Estes dados encontram-se resumidos na figura 3A.

Foram analisadas 6 amostras de lesdes endometrioticas pré- e 7 pos-SIU-LNG e 5 e 4
amostras pré- e pos-aGnRH, respectivamente. No endométrio ectopico, a expressao do Fas
apresentou expressao semelhante aquele do endométrio eutopico (figura 3B). Houve aumento
significativo do H-score para o Fas somente no epitélio glandular da lesdo endometriotica
apos tratamento com o SIU-LNG (0,2 = 0,0 vs. 0,9 = 0,2, p=0,035). No grupo aGnRH, H-
score para o Fas do endométrio ectépico aumentou de 0,3 + 0,1 para 0,8 £ 0,1, porém nao foi
estatisticamente siginificativo (p=0,052). No estroma do endométrio ectopico, o marcador de
apoptose teve uma expressdo basal pouco significativa que ndo se modificou apds os
tratamentos (SIU-LNG: 0,0 = 0,0 vs. 0,1 £+ 0,0, p=0,059; aGNRH: 0,1 = 0,0 vs. 0,0 = 0,0,
p=1,000). Nao houve diferenca do H-score para o Fas entre os tratamentos, tanto para epitélio

como para estroma, do endométrio eutdpico e do ectopico.
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Figura 3. Efeito do Sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) e do agonista do
GnRH (aGnRH) na apoptose do endométrio eutdpico (A) e ectopico (B) de pacientes com
endometriose. A apoptose foi avaliada pela expressdo do Fas.

Nota: O lado esquerdo de cada grafico representa o H-score das glandulas marcadas pelo Fas
antes e apos o tratamento e, do lado direito, o H-score das células estromais marcada pelo Fas
antes e apoOs o tratamento. Os valores sdo expressos em média £ SE. * p<0,05 vs. pré-
tratamento.
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Efeito dostratamentos sobre a expressdo do ER-o no endométrio eutopico e ectdpico

Foi possivel avaliar o marcador de receptor de estrogénio, ER-a,, em 5 amostras de
endométrio eutopico pré- e em 6 amostras de endométrio eutdpico pds-SIU-LNG, e em 5
amostras de endométrio eutdpico pré- e pdés-aGnRH. Tanto no grupo SIU-LNG como no
grupo aGnRH, houve significativa redu¢ao do H-score para ER-o0 no endométrio eutdpico
apods o tratamento; esta redugdo foi no epitélio glandular (STU-LNG: 1,9 £ 0,3 vs. 0,3 £ 0,1,
p=0,004; aGnRH: 2,4 £+ 0,3 vs. 0,3 £ 0,0, p=0,008) e no estroma (SIU-LNG: 1,1 £ 0,2 vs. 0,2
+ 0,0, p=0,004; aGnRH: 1,5 £ 0,2 vs. 0,1 £ 0,0, p=0,008), respectivamente (figura 4A).

Foram analisadas 5 amostras de lesdes endometridticas pré- e 4 amostras de lesdes
endometriodticas pos-SIU-LNG e 3 amostras pré- e 2 pos-aGnRH. A escassez de material de
lesao endometriotica dificultou a qualidade da marcagdo. No epitélio ectopico, houve redugdo
significativa do H-score para ER-o apenas no grupo SIU-LNG, tanto no epitélio (1,6 = 0,3 vs.
0,2 £ 0,1; p=0,024) como no estroma (0,9 £ 0,2 vs. 0,2 + 0,0; p=0,024). No grupo aGnRH, a
analise ficou prejudicada pelo escasso numero de amostras (figura 4B). Nao houve diferenca
do H-score para o ER-a entre os tratamentos, tanto para epitélio como para estroma, do

endométrio eutdpico e do ectdpico.
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Figura 4. Efeito do Sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) ¢ do agonista do
GnRH (aGnRH) sobre o receptor de estrogénio o (ER-a1) do endométrio eutdpico (A) e
ectopico (B) de pacientes com endometriose.

Nota: O lado esquerdo de cada grafico representa o H-score das glandulas marcadas pelo ER-
o, antes e apds o tratamento e, do lado direito, o H-score das células estromais marcada pelo
ER-o antes e ap0Os o tratamento. Os valores sdo expressos em média = SE. * p<0,05 vs. pré-
tratamento; ** p<0,005 vs. pré-tratamento; # “n” insuficiente para analise estatistica.
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Efeito dos tratamentos sobr e a expressédo do PRA no endométrio eutdpico e ectopico

Foi possivel avaliar o marcador de receptor de progesterona, PRA, em 6 amostras de
endométrio eutdpico pré- e pds-SIU-LNG, e em 6 amostras de endométrio eutopico pré- ¢ 4
amostras de endométrio eutdpico pés-aGnRH. Tanto no grupo SIU-LNG como no grupo
aGnRH, houve significativa redu¢do do H-score para PRA no epitélio do endométrio eutdpico
apos o tratamento (SIU-LNG: 1,9 + 0,3 vs. 0,0 £ 0,0, p=0,002; aGnRH: 2,0 £ 0,2 vs. 0,3 £ 0,1,
p=0,001). No estroma do endométrio eutdpico, a reducdo da expressio do PRA foi
estatisticamente significativa apenas no grupo SIU-LNG (0,7 £ 0,2 vs. 0,0 £ 0,0, p=0,001). No
grupo aGnRH, essa redugdo nao foi significativa (0,6 £ 0,2 vs. 0,2 + 0,0, p=0,1709). A figura
5A ilustra a expressdo do PRA no endométrio pré- e pos-tratamento. Ao comparar os dois
grupos, apenas a reducdo proporcionada pelo SIU-LNG no estroma do endométrio foi
superior aquela ocasionada pelo aGnRH (p=0,003).

Foram analisadas 6 amostras de lesdes endometrioticas pré- e 5 amostras de lesdes
endometridticas pos-SIU-LNG e 5 e 3 amostras pré- e pos-aGnRH, respectivamente. A
escassez de material de lesdo endometridtica dificultou a qualidade da marcacdo. Houve
reducdo estatisticamente significativa do H-score para PRA no endométrio ectdopico apenas no
grupo SIU-LNG, tanto para o epitélio (2,0 £ 0,3 vs. 0,0 £ 0,0, p=0,002), como para o estroma
(0,5 £ 0,1 vs. 0,0 £ 0,0, p=0,045). No grupo aGnRH, esta redu¢do nao foi significativa
(Epitélio: 1,4 +£ 0,3 vs. 0,3 £ 0,2, p=0,064; Estroma: 0,5 £ 0,2 vs. 0,2 + 0,1, p=0,714). Estes
dados estdo ilustrados na figura 5B. Da mesma forma que no endométrio eutdpico, apenas a
reducdo proporcionada pelo SIU-LNG no estroma da lesdo endometridtica foi superior aquela

ocasionada pelo aGnRH (p=0,036).
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Figura 5. Efeito do Sistema intra-uterino de levonorgestrel (SIU-LNG) e do agonista do
GnRH (aGnRH) sobre o receptor de progesterona A (PRA) do endométrio eutdpico (A) e
ectopico (B) de pacientes com endometriose.

Nota: O lado esquerdo de cada grafico representa o H-score das glandulas marcadas pelo
PRA antes e apos o tratamento e, do lado direito, o H-score das células estromais marcada
pelo PRA antes e ap6s o tratamento. Os valores sdo expressos em média = SE. * p<0,05 vs.
pré-tratamento; ** p<0,005 vs. pré-tratamento; *** p<0,05 pds-SIU-LNG vs. pos-aGnRH.

Nao houve correlagdo entre modificagdes no IPC e H-score para o Fas Vs

modifica¢des na expressdo dos receptores ER-o e PRA.
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Discussao

Objetivando elucidar mecanismos locais de agdo do SIU-LNG, o presente estudo
demonstrou que o SIU-LNG atua modificando a homeostase do tecido eutdpico e ectdpico de
mulheres com algia pélvica cronica relacionada a endometriose. Observou-se significativa
reducdo da expressdo de marcadores de proliferagcdo celular (PCNA), de ER-a ¢ de PRA nos
epitélios glandulares e estromais do endométrio eutdpico e ectopico, apos 6 meses de
tratamento com o SIU-LNG. Demonstrou-se, também, que o dispositivo aumentou a
expressdo do marcador de apoptose no epitélio do endométrio eutdpico e do ectdpico.
Desconhecemos relatos prévios de estudo prospectivo, randomizado e controlado que tenha
reportado tais achados em endométrio eutdpico e ectopico em pacientes com endometriose.

O endométrio eutdpico das pacientes com endometriose apresenta diferencas
fundamentais quando comparado ao endométrio de mulheres sem a doenca. Estas diferencas
sdo a base do conceito de que o endométrio exerce um papel importante na patogénese desta
enfermidade (MERESMAN et al., 2000; SHARPE-TIMMS, 2001). O aumento da viabilidade
celular no endométrio destas pacientes, como conseqiiéncia de uma reduzida morte celular por
apoptose, assim como por um aumento na proliferagdo celular, indica que esta condi¢ao pode
facilitar o comportamento invasivo deste endométrio (JOHNSON et al., 2005).

Tanto a apoptose quanto a proliferacdo celular sdo alvos das terapéuticas
habitualmente utilizadas para controle da dor em pacientes com endometriose. Mizutani et al.
(1999), em um relato de caso, observaram que o uso de aGnRH em uma paciente com
endometriose de septo retovaginal reduziu a expressdo da proteina marcadora de proliferagao
celular Ki-67 nas glandulas endometridticas. Em cultura de células epiteliais de endométrio

eutopico de pacientes com endometriose, a adi¢do de aGnRH provocou a redugdo da sintese
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de DNA por essas cé¢lulas (MERESMAN et al., 2003). Este resultado sé foi evidente no meio
de cultivo acrescido por TGFp, substincia utilizada para sensibilizar a analise da proliferagido
celular. O uso do aGnRH em cultivo de células de leiomioma humano demonstrou inibir a
proliferacdo celular avaliada pelo PCNA (WANG et al., 2002). No presente estudo, as
usuarias de aGnRH apresentaram reducgdo da proliferacdo celular, avaliada pelo PCNA, tanto
nas células estromais quanto nas glandulares do endométrio eutopico e ectopico.

Nas pacientes tratadas com SIU-LNG, similarmente ao observado com as usudrias de
aGnRH, a proliferagdo celular apresentou-se reduzida apds 6 meses de tratamento, tanto no
endométrio eutdpico, como no ectdopico. Maruo et al. (2001) j4 demonstraram expressiva
diminui¢do da marcagcdo do PCNA no estroma e epitélio endometrial eutopico 3 meses apds
uso de SIU-LNG em pacientes com menorragia por adenomiose.

Estudos experimentais sugeriram que a apoptose, pelo menos em parte, ¢ alvo da acao
terapéutica do aGnRH no tratamento da endometriose. Imai, Takagi e Tamaya (2000)
demonstraram que o aGnRH, em cultivo de células estromais e glandulares, aumentou a taxa
de apoptose no endométrio eutdpico e ectdpico de mulheres com endometriose a taxas
comparaveis as do endométrio de pacientes controle. Este efeito do aGnRH ndo foi
evidenciado em mulheres sem endometriose. Outro estudo experimental com cultura de
células endometriais veio reforgar a agdo direta do aGnRH sobre a apoptose (MERESMAN et
al., 2003). Desta forma, sugere-se que o efeito antiproliferativo local do aGnRH sobre o
endométrio ectdpico parece ser ndo somente por meio da supressdo gonadal, mas, também,
por meio de um efeito direto no crescimento celular (BORRONI et al., 2000, SICA et al.,
2001).

O mecanismo pelo qual o aGnRH estimula a apoptose ainda ¢ motivo de
controvérsias. Como a ativacdo da apoptose pode ser observada por dois mecanismos

principais, a sua analise varia entre os estudos. Um dos mecanismos de ativagdo ¢ pela via
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mitocondrial. O balango entre moléculas anti- e pro-apoptdticas, como Bcl-2/Bax
respectivamente, constitui o reostato que define a susceptibilidade a apoptose. Esta via
intrinseca utiliza organelas, como as mitocondrias, para amplificar o sinal de morte celular,
resultando em ativacdo de caspases que provocam a apoptose (CHINNAIYAN et al., 1997;
DANIAL & KORSMEYER, 2004). Por meio desta interacdo, a proteina Bax antagoniza a
funcdo do Bcl-2, anulando seu efeito de prolongar a sobrevivéncia celular. A segunda via de
ativacao ¢ a via receptor de morte. Esta via, que envolve o sistema de ligacdo Fas-Fas ligand
(FasL), ¢ a mais estudada por ser o principal mecanismo de indugdo da apoptose nas diversas
células e tecidos (CURTIN & COTTER, 2003). O Fas (também conhecido por CD95 ou Apo-
1 e, atualmente, por TNFRSF6) ¢ o maior representante da familia de receptor de fator de
necrose tumoral (TNF) (LOCKSLEY et al., 2001) e induz a apoptose por meio da ligacao
com o FasL. Esta ligacdo desencadeia a morte celular com condensacdo nuclear e
fragmentacdo do DNA (NAGATA & GOLSTEIN, 1995).

A expressdo do Fas foi observada nas células glandulares, mas ndo no estroma, do
endométrio eutdpico e do ectopico de mulheres com endometriose (WATANABE et al.,
1997). Nenhuma variacdo ciclica foi demonstrada por estes autores. Ja outros estudos
demonstraram maior expressio do Fas na fase secretora (YAMASHITA et al., 1999;
ATASOY et al., 2003). No presente estudo, antes dos tratamentos realizados, as amostras de
endométrio eutdpico e ectopico obtidas na fase proliferativa inicial também detectaram fraca
expressao de Fas no epitélio e expressdo praticamente nula no estroma.

Nas usuarias de aGnRH da presente casuistica, ndo foi possivel avaliar aumento da
apoptose, por meio do marcador Fas. Estes achados s3o concordantes com os de Bilotas et al.
(2007). A adicdo de agonista e/ou antagonista de GnRH em cultura de células epiteliais de
endométrio ndo modificou a expressdo do Fas. O maior nimero de células apoptdticas, com o

uso do aGnRH, encontrado por estes autores foi associado a um aumento da expressao das
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proteinas pré-apoptoticas FasL e Bax e reducdo na expressao da proteina anti-apoptotica Bcel-
2. Ja foi previamente demonstrado que o aGnRH aumentou a expressdo do Fas e induziu a
expressdo de FasLL em culturas de células de leiomiomas (WANG et al., 2202).
Provavelmente, a limitada analise de apenas um marcador de apoptose € a pequena casuistica
foram as razdes para os achados nesse presente estudo.

Ja& o comportamento do SIU-LNG sobre a expressio do Fas, diferiu-se daquele
exercido pelo aGnRH. Apesar da fraca expressdo do marcador nas amostras pré-insercao,
observou-se, pela primeira vez, um significativo aumento na expressao do Fas no epitélio
glandular tanto do endométrio como da lesdo endometridtica 6 meses apos a inser¢do. No
estroma, este aumento nao ocorreu. Efeito semelhante foi relatado no estudo de Maruo et al.
(2004), que evidenciou maior expressdo do Fas também no estroma de bidpsias endometriais,
apos 3 meses de SIU-LNG. Este grupo demonstrou ainda diminui¢do da expressdo de Bcl-2
associada ao aumento da apoptose. O estudo de Critchley et al. (1999) confirmou os efeitos
inibitdrios dos progestogénios na proliferacdo endometrial e os autores propuseram que estes
hormdnios ajam estimulando a apoptose no endométrio.

O aumento da apoptose, que parece ser estimulado pelas duas vias de ativacdo, pode
ser um dos mecanismos pelo qual o STU-LNG causa alteragdes atroficas no endométrio e este
efeito pode ser extensivo ao endométrio ectopico em mulheres com endometriose.

Os estudos s3o controversos quanto ao padrao de expressdo de ER e PR ao longo do
ciclo menstrual, no endométrio eutopico e ectopico de mulheres com endometriose
(BERGQVIST; LJUNGBERG; SKOOG, 1993; JONES; BULMER; SEARLE, 1995;
NISOLLE; CASANAS-ROUX; DONNEZ, 1997). Mas a expressdao destes receptores de
esterdides parece ndo se diferenciar entre o endométrio eutdopico de mulheres normais e o de
pacientes com endometriose (JONES; BULMER; SEARLE, 1995). No endométrio normal, as

variagdes ciclicas hormonais estdo associadas as modificagdes da expressdo dos ER e PR.
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Postula-se que o estradiol estimule a expressdao de ER e PR, enquanto a progesterona iniba os
mesmos (LESSEY et al., 1988).

Na pds-menopausa, hd expressdo dos ER e PR, mas numa intensidade menor que no
menacme. No endométrio atréfico, foi observada uma “downregulation” (inibi¢do) da
expressdo do ER-a ¢ ER- comparada ao epitélio proliferativo, provavelmente secundaria ao
hipoestrogenismo. Enquanto o PRB diminuiu significativamente no endométrio atréfico, foi
detectada maior expressdao de PRA comparada ao endométrio secretor tardio (MYLONAS et
al., 2007). Este padrdo de expressdo secundario ao hipoestrogenismo seria semelhante aquele
proporcionado pelo uso de aGnRH nas pacientes com endometriose, como podemos observar
nos resultados do presente estudo. No endométrio eutdpico, o aGnRH diminuiu a expressao
de ER-a no epitélio e estroma e de PRA somente no epitélio. Na lesdo endometriotica, tanto
no epitélio como no estroma, ndo foi possivel observar modificagdes significativas na
expressao de ER-o ¢ PRA apods o tratamento com aGnRH. Foram poucas as amostras
suficientes para estudo, com fraca marcag¢do, o que prejudicou a andlise dos resultados.
Matsuzaki et al. (2000) encontraram a reducao dos niveis de mRNA de ER-0, mas ndo de ER-
B, em endometriomas apos longo periodo de tratamento com aGnRH.

Nas usudrias do SIU-LNG, os achados aqui relatados sdo concordantes com a
literatura (JANNE & YLOSTALO,1980; LU,1991; PENGDI et al., 1999, VEREIDE et al.,
2006). O interessante ¢ que foi possivel demonstrar que a redugdo na expressao dos ER-o e
PRA estende-se, também, ao epitélio e ao estroma do endométrio ectdpico. O LNG liberado
pelo SIU n3o mimetiza o efeito da progesterona no endométrio normal. No endométrio
normal, os receptores declinam na fase secretora tardia, existindo uma diferenga entre a queda
do epitélio e do estroma, enquanto nas usuarias de SIU-LNG ha um decréscimo uniforme,

independente do tipo da célula (PENGDI et al., 1999).
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Acredita-se que a reducdo na expressao dos receptores de esteroides, proporcionada
pelo SIU-LNG e pelo aGnRH, tenha influéncia no controle da apoptose e da proliferagdo
celular, embora nenhuma correlacdo tenha sido encontrada em nossa casuistica. A diminuigao
da proteina repressora da apoptose Bcl-2 e, possivelmente, o aumento da expressdo de FasL,
na fase secretora tardia, t€m correlacdo positiva com a fraca expressdao dos ER e PR nesta
mesma fase (OTSUKI et al, 1994). Desta forma, com base nos achados do presente estudo,
pode-se sugerir que, nas usudrias de aGnRH, o hipoestrogenismo seria responsavel pela
diminui¢do dos receptores esterdides no endométrio, o que estimularia a apoptose e reduziria
a proliferacdo celular, tanto no endométrio eutdpico, como no ectdopico. Porém, nas usudrias
do SIU-LNG, nao ha hipoestrogenismo. Estudos prévios avaliando a func¢do ovariana em
usuarias de SIU-LNG sugerem que a maioria das mulheres apresenta ciclos ovulatorios
(NILSSON; LAHTEENMAKI; LUUKKAINEN, 1984; LUUKKAINEN & TOIVONEN,
1995). Desta forma, sugere-se que a alta concentragdo local de LNG iniba a expressao dos
receptores, que fazem com que o endométrio torne-se insensivel ao estradiol circulante. Esta
insensibilidade estimularia a apoptose, predominando o efeito antiproliferativo no endométrio
(PENGDI et al., 1999). Este mecanismo explicaria a agdo no endométrio eutdopico, mas nao
no ectopico.

Hipoéteses foram levantadas para explicar o meio pelo qual o SIU-LNG atuou no
endométrio ectopico (BAHAMONDES et al., 2007). Uma das formas de atuagdo poderia ser
por acdo direta sobre as lesdes. Contudo, a concentragdo de LNG ¢ alta somente no
endométrio eutdpico, contrariando esta hipdtese. A administracao oral de LNG em dose dez
vezes superior aquela liberada pelo SIU resultou em concentragdes endometriais de LNG
semelhantes as dos tecidos adjacentes e os efeitos atréficos sobre o endométrio eutdpico
foram bem menos intensos que os efeitos promovidos pelo SIU-LNG (NILSSON et al.,

1982). Outra forma possivel de atuagdo do SIU-LNG na lesdo endometriodtica seria por meio
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de altas concentracdes de LNG no fluido peritoneal agindo diretamente no endométrio
ectopico. Porém, em um recente estudo, Lockhat et al. (2004) demonstrou que os niveis de
LNG no fluido peritoneal de pacientes com endometriose ¢ tratadas com SIU-LNG eram tao
baixos quanto aos niveis séricos periféricos de LNG previamente dosados por Nilsson,
Lahteenmaki e Luukkainen (1980). Lockhat et al. (2004) observaram também que os niveis
no fluido peritoneal foram semelhantes em pacientes laqueadas e ndo laqueadas, sugerindo
que as tubas uterinas, provavelmente, ndo sejam as vias de dispersio do LNG para o
peritonio. Segundo estes autores, a rapidez com que o LNG foi detectado na circulagdo e no
fluido peritoneal sugere que as mais provaveis vias de dispersdo do LNG para o peritonio
sejam as vias hematogénica ou linfatica. Para n6s, assim como para Bahamondes et al. (2007),
a hipotese mais provavel parece ser que o SIU-LNG atuaria diretamente na lesdo de forma
similar a atuacdo dos progestogénios no endométrio normal. O endométrio ectopico,
constantemente exposto a uma concentragdo de LNG (mesmo que baixa, mas nao fisioldgica)
reduziria a expressdo dos ER e PR, expressdo essa observada no presente estudo. As lesdes
endometrioticas tornar-se-iam insensiveis ao estradiol circulante, assim como parece ocorrer
no endométrio eutdpico. Conseqiientemente, com esta insensibilidade ao estradiol,
predominaria um efeito antiproliferativo no endométrio ectopico exposto ao tratamento com
SIU-LNG. Este efeito antiproliferativo estaria em conformidade com os achados do presente
estudo de diminui¢ao da proliferagdo celular e aumento da apoptose.

Por fim, este estudo demonstrou que 6 meses de tratamento com SIU-LNG reduz a
expressdo de marcadores de proliferacdo celular, ER-a0 ¢ PRA e aumenta a expressdo de
marcadores de apoptose no epitélio glandular e no estroma do endométrio eutopico e ectdopico
de pacientes com algia pélvica relacionada a endometriose. Estas modificacdes foram
semelhantes aquelas observadas no grupo tratado com aGnRH. Estes achados explicam, pelo

menos em parte, o mecanismo de melhora clinica (VERCELLINI et al., 2003; LOCKHAT;
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EMEMBOLU; KONIJE, 2005; PETTA et al., 2005) e ndao piora do estadiamento
laparoscopico (GOMES et al., 2007) nas pacientes com endometriose, usudrias do SIU-LNG.
Certamente, ha varios outros fatores, tais como imunoldgicos, angiogénicos ¢ hormonais
envolvidos. Pela primeira vez, foi possivel demonstrar efeitos antiproliferativos no
endométrio ectopico de pacientes com algia pélvica e endometriose tratadas com SIU-LNG. A
melhora clinica da endometriose em usudrias de SIU-LNG, previamente observada por varios
autores, agora ganha subsidio histologico. A avaliacdo dos resultados aqui demonstrados
requer cautela, uma vez que o nimero de amostras disponiveis para analise foi pequeno. Este
estudo oferece subsidios para investigacdes adicionais sobre a atuacdo do SIU-LNG nas

lesdes endometrioticas.
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» O SIU-LNG, assim como o aGnRH, ndo modificaram, significativamente, o
estadiamento |aparoscopico da endometriose em pacientes com algia pélvica crénica.

» Houve significativa reducéo da expressdo de marcadores de proliferacdo celular
(PCNA), de ER-o. e de PRA nos epitélios glandulares e estromais do endométrio
eutopico e ectopico, apos 6 meses de tratamento de pacientes com algia pélvica
crénica associada a endometriose, tanto com o0 uso de SIU-LNG quanto com o de
aGnRH. N&o houve diferenca significativa entre os grupos estudados.

» Demonstrou-se também que o0 uso de 6 meses de SIU-LNG aumentou a expressao do
marcador de apoptose, avaliado pelo Fas, no epitélio do endométrio eutdpico e do
ectépico. O mesmo tempo de uso do aGnRH ndo aterou, significativamente, a

expressdo do marcador de apoptose Fas em nenhum dos sitios avaliados.
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ANEXO A — Aprovagcdo do Comité de Etica em Pesquisa
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ANEXO B — Termo de consentimento pos-infor magao
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICI NA DE RIBEIRAO PRETO
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campos Universitério Monte Alegre - Fone: 602-1000 - Fax: 633-1144
CEP: 14048-900 Ribeiréo Preto - Sdo Paulo.

ESCLARECIMENTOSAO SUJEITO DA PESQUISA

Nome da pesguisa:

Efeitos do Sistema intra-uterino de levonorgestrel sobre o endomeétrio topico e ectépico de
pacientes com endometriose.

Pesquisador responsavel:

Dra. Mariana Kefalas Oliveira— CRM/SP: 99.899.

1. Judtificativa e objetivo da pesquisa:

A endometriose é uma doenca que ainda ndo tem bem estabelecida a sua causa, 0 seu
modo de agir e a sua cura. O tratamento é voltado para controle da doenca diminuindo os
sintomas, principalmente de dor. Milhares de estudos estéo sendo realizados na tentativa
de esclarecer todos estes aspectos tendo como principa finalidade encontrar uma cura
para esta doenca.

Queremos com este estudo avaliar a resposta da sua leséo de endometriose e do seu
endométrio (camada mais interna do Utero) ao tratamento da endometriose com o Mirena
ou com o Lupron. Este termo complementa outros dois Termos de Consentimento que
explicam como serd o tratamento. O objetivo desta pesquisa é estudar como se comporta o
endométrio apds 6 meses de tratamento e com isso sabermos como agem e se estas drogas
sd0 realmente eficazes em controlar a doenca.

Para o diagnostico de endometriose normal mente fazemos laparoscopia (cirurgia que
se faz por um corte no umbigo e se observa a cavidade abdomina através de uma mini
camara). A certeza absoluta da presenca da endometriose € dada pela andlise microscépica
de um pedacinho da lesdo que é retirado durante a cirurgia (bidpsia). Fazemos também
bidopsia do endométrio das pacientes com endometriose para ver a influéncia dos
horménios sobre este tecido e verificar a fase do ciclo menstrual, e parece que o
endométrio de pacientes com endometriose pode ter propriedades diferentes dos
endométrios de pacientes sem endometriose e pode ser que também sofram modificagdes
com o tratamento.
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A proposta deste estudo € estudar um pouco mais este tecido de endomeétrio que sera
retirado, com o uso de técnicas que permitem ver como € a proliferacdo deste tecido, e
estamos solicitando sua autorizagdo para este estudo.

2. Os procedimentos que ser do utilizados e seus propositos:

Para se ter o diagnéstico de certeza da endometriose é necessario realizar |aparoscopia,
uma cirurgia geralmente sob anestesia geral, na qual se introduz uma mini camara pelo
umbigo, como previamente citado. Esta cirurgia € melhor explicada em outro Termo que tem
que ser lido e assinado para rediza-la. Como nem sempre sO de olhar pode-se ter certeza que
a doenca esta presente, € necessario retirar um pedacinho da lesdo presente para mandar para
exame. Pequenina quantidade de lesdo € necesséria para diagnostico. Geralmente sobra
material que pode ser estocado em freezer para estudar outras coisas e € isso que estamos
propondo neste estudo, utilizar este material que sobra para avaliar a proliferagéo daleséo.

Para estudar o endométrio, é necessario realizar uma bidpsia dentro do Utero. Neste
estudo, ela sera feita apis a laparoscopia, quando vocé ainda estiver anestesiada.

Apbs 6 meses de tratamento (Mirena ou Lupron) nds vamos reavaliar o estado da
doenca através dos mesmos procedimentos acima relacionados. A redlizacdo de nova
laparoscopia € importante ndo sO para ver se realmente respondeu ao tratamento, mas,
sobretudo, para queimar lesdes que sobraram e que podem causar dor, agora provavelmente
menos inflamadas e com maior chance de sumir. Esta segunda |aparoscopia € fregiientemente
realizada em nOSSO Servigo e em varios outros, assim ndo € um procedimento exclusivamente
proposto para as pacientes que estao no trabal ho.

Os pedacinhos de lesdes e de endométrio colhidos ficardo armazenados no freezer e
serdo todos juntos enviados para andlise no laboratério. Serd estudado o indice de
proliferacdo celular para saber se a doenga esta em atividade. Marcadores de atividade da
doenca, tais como metalotioneina, P 63, metaloprotease e inibidor tecidual de metal oprotease
também serdo dosados no mesmo material.

Para sabermos se a endometriose respondeu, também faremos dosagens de agumas
substancias que indicam isso, como 0 CA-125 e CA19-9. Estas dosagens serdo feitas no
sangue, como voceé ja foi esclarecida em outro Termo de Consentimento, e estamos também
propondo realizar as mesmas dosagens no liquido que fica dentro da barriga, que pode ser
colhido durante a laparoscopia, e que vocé nada sentira.

3. Osdesconfortos e riscos esper ados:

Os riscos da laparoscopia estdo descritos no Termo especifico que tem que ser
assinado para a suarealizacao e €le estara anexado a este.

As biépsias do endométrio dentro do Utero ou fora dele (Que é a lesdo da
endometriose) tém como principal risco a perfuracdo do Utero e, mais raramente pode ter
infeccdo da cavidade uterina ou um pequeno sangramento. Estes riscos sdo pequenos. Ndo ha
nenhum risco em se colher o liquido da barriga.
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Como os procedimentos serdo todos redlizados sob anestesia, ndo ha nenhum
desconforto devido a eles, e sdo procedimentos rapidos que ndo aumentam o tempo de
cirurgia.

4. Formasderessarcimento eindenizacao:

N&o haverd recompensa financeira para os pacientes que participarem do estudo.
Porém o preco dos medicamentos para tratamento da endometriose € alto e nem todos eles sdo
fornecidos pelo SUS. Todos os medicamentos utilizados neste estudo para o seu tratamento da
endometriose serdo fornecidos de graga

Quanto a indenizacdo, esclarecemos que se trata de um projeto sem financiamento
externo e que sera desenvolvido com recursos proprios da instituicdo. Assim sendo, ndo ha
uma previsdo de seguro para cobertura de indenizacdo. Neste sentido, este projeto ndo se
diferencia dos outros que ndo contam com financiamento externo, e que ainda assim, sdo
regularmente desenvolvidos sob responsabilidade do pesguisador e da Instituicéo
correspondente. Entretanto, em nenhum momento desconsidera-se o direito da paciente obter
indenizac&o por eventuais danos que julgar pertinente.

Ribeirdo Preto, de de

Mariana Kefalés Oliveira
Pesquisadora Responsavel
CRM/SP 99.899
Fone para contato: (16) 9136 8828 ou (16) 602 2815
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,
RG Ne° , abaixo assinada, tendo sido devidamente esclarecida sobre
todas as condi¢gdes que constam no documento “ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA
PESQUISA”, de que trata o Projeto de Pesquisa entitulado “Efeitos do Sistema intra-uterino
de levonorgestrel sobre o endométrio topico e ectdpico de pacientes com endometriose” que
ter como pesquisador responsavel a Sra. Mariana Kefalas Oliveira, especialmente no que diz
respeito ao objetivo da pesquisa, aos procedimentos que serel submetida, aos riscos e aos
beneficios, a forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a forma de
indenizag&o por danos decorrentes da pesquisa, declaro que tenho pleno conhecimento dos
direitos e das condi¢bes que me foram assegurados, a seguir relacionados:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer
davida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacdes rel acionadas
Com a pesquisa e o tratamento a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar 0 meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer
momento, sem que iSso traga prejuizo a continuidade do meu tratamento;

3. A seguranca de que ndo serei identificada e que sera mantido o cardter confidencial da
informac&o relacionada a minha privacidade;

4. O compromisso de que me serd prestada informag&o atualizada durante o estudo, ainda
gue esta possa afetar a minha vontade de continuar dele participando;

5. O compromisso de que serei devidamente acompanhada e assistida durante todo o periodo
de minha participacdo no projeto, bem como de que ser& garantida a continuidade do meu
tratamento, apds a conclusdo dos trabal hos da pesquisa.

Declaro ainda, que concordo inteiramente com as condi¢des que me foram apresentadas e
que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura da paciente
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ANEXO C - Contra-indicagdes para o uso do SIU-L NG de acordo com a ultimarevisdo

da Organizacgo Mundial de Satde (World Health Organization, 2004) :

Contra-indicacbesrelativas:

1

Pbs-parto com ou sem amamentacdo e incluindo pds-cesareana, menor que

quatro semanas.

Trombose venosa profunda/ Embolia pulmonar atual.

Presenca ou histéria de doenca cardiaca isquémica.

Enxagueca com sintomas neurol ogicos focais.

Doenca trofobl astica gestacional benigna.

Cancer mamario no passado e sem evidéncia de doenca atual por cinco anos.

Cancer de ovario.

Risco aumentado de doenca sexualmente transmissivel, por exemplo, multiplos

parceiros ou parceiro que tem multiplos parceiros.

Alto risco paraHIV.

10. Hepatite vira ativa.

11. Cirrose hepéatica ndo compensada severa.

12. Tumores hepéticos benignos ou malignos.

" World Health Organization. Medical Eligibility Criteriafor Contraceptives. 3% ed. Geneva: WHO, 2004. 186p.
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Contra-indicagdes absolutas:

1. Gravidez.

2. Sepse Puerperal.

3. Pos-aborto séptico.

4. Cavidade uterina deformada.

5. Sangramento vaginal inexplicado antes da avaliacéo.

6. Doenca Trofobléstica Gestacional maligna

7. Cancer cervical.

8. Cancer mamario atual.

9. Cancer de endoméitrio.

10. Miomatose uterina com distor¢do da cavidade uterina.

11. Doenga inflamatdria pélvica atual ou dentro dos Ultimos trés meses.

12. Doengas sexua mente transmissiveis atual ou dentro dos Ultimos trés meses.

13. Tuberculose prévia.

91
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ANEXO D — Estadiamento lapar oscopico da endometriose segundo os critérios

propostos pela American Society for Reproductive Medicine (1997)

Estadio | (minima)
Estadio Il (leve)
Estédio Il (moderada)
Estadio IV (grave)

1-5
6-15
16-40

16-40

Escores:

Obs.:

Estadiamento: i e s

Tratamento cirdrgico:
Seguimento proposto:

Endometriose < lem 1-3cm > 3cm
Periténio Superficial 1 2 4
Profunda 2 4 6
D. Superficial 1 2 4
Ovdario Profunda 4 16 20
E. Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
Obliteracdo do Parcial Completa
fundo-de-saco posterior 4 40
Aderéncia < 1/3 envolvido 1/3-2/3 envolvidos > 2/3 envolvidos
D. velamentosa 1 2 4
Ovdrio Densa 4 8 16
E. velamentosa 1 2 4
Densa 4 8 16
D. velamentosa 1 2 4
Trompa Densa 4* 8* 16
E. velamentosa 1 2 4
Densa % 8* 16

*Se as fimbrias tubdrias estiverem totalmente envolvidas por aderéncias, mude o escore para 14

Porcentagem de implantes:

* Lesées vermelhas (lesées claras, vermelhas, rosadas, em chama, vesiculas): %
* Lesdes brancas (brancas, amareladas, marrons, defeitos peritoneais): %
* Lesdes pretas (pretas, depésito de hemossiderina e azuis): %
Endometrose Patologias
Adicional: Associadas:

Adicional: Associadas:

Usar em caso de trompas
o ovdrios normais

> W

D

Usar em caso de trompas

e ovdrios normais

D
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ANEXO E - Correspondéncia publicada referente ao artigo original 1

'FERTILITY:
 STERILITY

The levonor gestrel-releasing intrauterine system and endometriosis staging

Pages 1231-1234

Mariana Kefalas Oliveira Gomes, Rui Alberto Ferriani, Julio Cesar Rosa e Silva, Ana
Carolina Japur de S4 Rosa e Silva, Carolina Sales Vieira and Francisco José Candido
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It hes been shown that the levonorgestrel-releasing intra-
uterine system (LMG-IUS) is a viable therapeutic option for
the treatment of pelvic pain in patients with endometriosis
(1-3). The drugs previously used to treat such pain in-
cluded progestagens (such as danazol and gestrinone).
which have an antiestrogen effect. as well as drugs that
induce pseudomenopause (e.g.. GnRH agonists) or peew-
dopregnancy (e.g., combined oral contraceptives). Al-
though effective, most of these options have been associ-
ated with systemic side effects that can affect meatment
adherence and preclude long-term use. In addition, the need
for mepeated or regular administration also compromises
treatment adberence and therefore efficacy.

The LMNG-IUS rlease of levonorgestrel (a 19-C proges-
togen) into the ulerine cavity restricts its effects almost
exclusively to within the endometrium. where the high
concentrations of levonorgestrel induce atrophy and
peendodecidualization (4, 51, It is well established that
LMG-TUS treatment reduces the chronic pelvic pain accom-
panying endometriosis. However. only one observational,
noncom parative stady, in which patients wene treated with
the LMG-IUS for 6 months, has shown a favorable alter-
ation in the staging of endometriosis (63 Therefore. a
randomized, controlled clinical study was conducted o
imvestigate the efficacy of & months of LMG-IUS treatment
in the symptomatic relief of endometricsis, as well as the
posttreatment changes in the laparcecopic staging of the
dizease, and o compare the mesults 1o those chtained after
& months of treatment with a GnRH agonist (GnRHa).

Twenty-two female patients ages 18 to 40 years wene
included in this controlled clinical smdy, which was con-
ducted from February 2003 to May 2005, All participating
patients were under meatment at the pelvic pain clinic of a

Peceivad June &, 5005; revised and acospted Movamber 5, 2006,

Ths lsvonongesinskrslsazing mmuteines syslem (Mirsna) and GnAH-
agorist ampubss wers providsd free of charge by Schering, Sio
Paulo, Brazil.

Feprint requesis: Pui Alberto Ferriani, B.0., Dsparfamenio de Gineco-
legia & Obstetricia, Faculdads d= Medcing de Abeiflo Pretc—LIER,
Hyverws Bondeirantes, 2300 8° Andar, Ribeirdo Prete=35P, Brasil (FAX:
16-2853-9631; E-maid: raferia@fmimp.usp.bri.

The levonorgestrel-releasing intrauterine system
and endometriosis staging

This shady aims to determine whether the levonorgestrel-releasing intmuterine system can influence American
Society for Reproductive Medicine sndometriosiz saging scores, as amessed through second-lock laparce-
copies. and to compare the results with those obmined with a GnRH agondst. Both treatments reduced the
extent of pelvic endometrictic lesions in patients with chronic pelvic pain. (Fertil Steril® 2007;87:1231—4. &
07T by Amencan Society for Reproductve Medicine. s

university hospital. Initial inclusion criterin were having
laparcecopically and histologically confirmed endometrio-
sis (made 3 months before enrollment in the study) and
presenting chronic pelvic pain that was cyclic. In addition,
the visual analog scale (VAS), which consists of subjective
evaluation of pain on a scale from 0w 10 {0 being no pain
and 10 being the most severe pain), was applied during the
pretreatment phase, and only those patients scoring = 3
were included in the study. All subjects gave written in-
formed consent, and the study protocol was approved by
the instilutional review boards of the university. All of the
patients had been having regular menstrual pericds (at 25-
to 35-day intervals) for = 3 months before entering the
stdy. had not used any hormonal therapy for at least 3
months before the study, and had not taken long-acting
progesting or GnRHa therapy within the preceding 9
months, Mone of the patients had been breastfeeding or had
been pregnant during the 3 months preceding the study. and
none had a history of osteoporosis, coagulation disorders,
or contraindications to the LNG-IUS as defined by the
Wiorld Health Orrganization. A computer-generted system
of sealed envelopes was used o mndomly allocate the
patients to receive 6 months of treatment with an LNG-TUS
{Mirena; Schering Oy, Helzinki. Finlandy or 6 months of
treatment with a GnRHa (Lupron depot 3.75 mg; TAP
Pharmaceuticals, Loke Forest, IL), the latter administensd
in & doses (1 ampule IM every 28 * 3 days). Each group
initially consisted of 11 patients. The LNG-IUS was in-
sered or GnRHa treatment was initiated within the first 7
day= of the menstrual cycle. Patients were instructed to use
no medication other than that provided during the study.
Follow-up visits were scheduled every 28 £ 3 days afler
initiation of treatment to have at least six completed visits
during the study pericd.

Pain was evaluated by comparing the mean VAS scome
recorded each month with that registered in the month
before the study ouiset. In addition, the patients recomded
the daily occumence and intensity of their pain in a vV AS-
based pain diary (3). The score was recorded in the diary by
marking a single point along a [0-cm line. The monthly
WAS-based pain diary score was calculated as the sum of
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the daily scores divided by the number of days in each
chservation period.

In the baseline laparcecopy, as well as in the second-lock
laparcecopy, the disease was staged, with video documen-
tation, according to the criteria established by the American
Society for Reproductive Medicine (ASEM) in 1997 (7).
The pretreatment and postreatment clinical evaluations
and surgical procedures were performed by different phy-
sicians. Therefore, those performing the second-look pro-
cedures and evaluations were blinded regarding the pre-
treatment endometriosis staging.

The GraphPad Prism 2.01 program (GraphPad Softwane
Inc., San Diego, CA) was used for the statistical analysis,
using Student’s £ test for the quantitative variables with
normal distribution. For qualitative variables, Fisher's ex-
act test wos used. Values at the time of insertion of the IUS
were comparad with those at 6 months after insertion using
paired Student’s £ test or the Wilcoxon test. as appropriate.
Values of P<205 were considered statistically significant.

Of the 22 female patients initinlly selectad for study. 4 (1
in the LMG-IUS group and 3 in the GnRHa group) wene
excluded for having refused to be submitied 1o the second-
look laparcscopy. There were no statistically significant
differences between the two groups with respect to base line
data. including age, stage of endometriosis, smoking habits,
parity, and use of medication before the study outset. The
mean age of the remaining subjects was 29.2 * 5.5 and
326 * 5.3 years, respectively, in the LMG-IUS and
GnRHa groups. In the LNG-IUS group, three patients
scomed between 3 and 7 on the pretreatment WAS, whereas
seven patients scored =7, In the GnRHa group, six scomed
between 3 and 7, whereas two scored =7, on the pretreat-
ment VAS. The difference between the two groups was not
statistically significant (P=.0698).

After 6 months of reatment, the ASREM stage was lower
in 6 (60%) of the 10 LNG-IUS group patients and in 3
(37.5%) of the 8 GnRHa group patients (P=_.1698). The
pretreatment and postireatment ASEM stages are shown in
Table 1. The mean ASEM scores decreased from 34
+ 279 o 21.3 * 2005 in the LMG-TUS group (P=.1612)
and from 42.4 * 30.3 to 30.8 = 22.8 in the GnRHa group
(P=0546), with no intergroup difference. Only one patient
in each group presented an increase in the ASREM scome
after treatment.

Mean pretreatment WAS pain scores were 7.9 * 1.2 in
the LNG-IUS group and 6.5 % 1.1 in the GnREHa group. A
significant reduction in this score was achieved after &
months of treatment: 2.1 * 2.7 (P-"06001) and 0.4 * |.1
(P 00600 ). respectively. There was no intergroup differ-
ence. Pain was found to have been reduced in all patients,
in those who presented improved staging in the second-
loak laparoscopy, as well as in those who did not. Among
the patients who presented such an improvement, the mean

TABLE 1

Laparoscopic staging of end cmetriosis
according to ASRM criteria before and after
6 months of treatment with the LNGAUS or
a GnRHa in female patients with chronic

pelvic pain.

Baseline Second-look

Group stage (n]  stage (n)
LMNG-IUS Mild (3) Minirnal (2)
Improvemeant in & il (1)

{B0%) of the 10
Moderate (3] Mild (1)
Modarate (1)
Savara (1)
Sevars (4) hiled (1)
Modarate ()
Severs (1)
GnRHa Rild 1) Modarate (1)
Improvement in 3 Moderate (3] Mild (2)
(37.5%) of the & Modarate (1)
Severa (4) Modarate (1)
Sovara (3

Gomies, The LNGIUS sasl sasomerrions Rapley. Foril! Seni 2007,

WAS pain score decreased from 8.1 = 1.2 10 2.1 £ 29 in
the LNG-IUS group (P=.0313) and from 5.7 * 0.6 cm 1o
1 = 1.7 em (P=.25) in the GnRHa group. Among the
patients who presented no improvement in staging, the
mean YVAS pain score decreased from 7.5 £ 1302 + 28
{(P=.125) in the LNG-IUS group and from 7 £ 1 to 0 in the
GnlHa group. All posttreatment VAS pain scomes wene
<23, with the exception of those reported by three patients
in the LMG-IUS group, who presented VAS pain scomes
hetween 3 and 7 after 6 months of treatment. For all three
of those patients, the endometriosis was staged as mild or
minimal in the second-lock laparoscopy.

To the best of cur knowledge. this is the first randomized
study comparing the LNG-IUS with a GnRHa and evalu-
ating the effect of these two drugs on the laparoscopic
staging of endometricsis and on endometricsis-associated
chronic pelvic pain. Despite the fact that we found no
significant reduction in the ASREM endometriosis score in
the second-look laparoscopy, 60F% of the patients in the
LNG-IUS group presented altered (lower) disease stage,
compared with 37.5% of those in the GnRHa group. This
finding is comoboratad by the results of uncontrolled clin-
ical trials, in which significant improvements in staging
after the isolabed use of a GnRHa (8)or of the LNG-IUS (&)
were found. It is likely that the lack of a statistically
significant difference in the present study is related to the
small size of the smdy sample. The reduction in endome-

triosis soore and staging in the patients trested with the

Gomas et al, Gorrespondence
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GnRHa is probably atiributable to the intense antiestmogen
effiect of the drug (%) becanse endometriosis is known to be
an estrogen-dependent disease (10}, afact that would imply
inhibition of the proliferation of ectopic endometrial tissoe.
Therefore, the GnRHa was shown to be efficacious in
decreazing endometriceis proliferstion by increasing apop-
tosis (113, which is typically minimal in endometrictic
tissue, It must be bome in mind that the clinical treatment,
whether with the LNG-TUS or with the GnRHa, was not
administered in isolation. Therein lies the importance of
testing a new treatment modality (the LNG-IUS) in com-
parison with o classic treatment (a GnRHa). All of the
patients had previously undergone laparcecopy. which. al-
though primarily diagnostic, had a therapeutic Function
{cauterization of the peritoneal lesions and excision of the
deeper endometriotic lesions), thereby influencing the sag-
ing in the second-look laparcecopy.

Mo correlation has been found between endometriosis
stage and the intensity of the accompanying pelvic pain
{12). Therefore, we cannct infer that the clinical improve-
ment in the level of pelvic pain in endometriosis patients
treated with the LNG-IUS is directly related to a reduction
in the number and extent of the lesions. However, produc-
tion of some serum markers, such as CA-125, that seem o
b related to endometriosis progression is reduced by the
use of LMG-IUS (13), suggesting that the system has an
effect on endometricsis lezions.

The exact mechanism by which the LMG-TUS influences
the course of endometriceis remains unclear. Acoording o
Critchley et al. (14, the LNG-IUS releases high doses of
levonorgestrel into the uterine cavity, promoting rapid de-
cidualization of the endometrial stroma. In addition, it has
been shown that the LNG-IUS induces o decrease in and
subsequent blockage of DMNA synthesis and mitotic activity
{15}, suggesting that progesterone plays a moderating rale
in the endometrial proliferation. Such moderation was also
ohzerved by Vereide et al. ( 16), who found that the LNG-
TS promotes endometrial apoptosis by educing expression
of the Bel-2 gene. which has an antispopiotic effect. Although
the effect of kevonorgestrel is primarily local. it is also found
in the peritoneal Auid of its users (1 7). Therefore, the effects
that levonorgesirel has on the normal endometrivm might also
be seen in the ectopic endometrium, which could explain the
reduced disease progression.

In this study, we found that treatment with the LNG-1US
and with the GnRHa provided similar results, presenting a
tendency toward improvement in the endometriosis stage.
as assessed after 6 months in the second-look laparcscopy.
Newertheless, the potential influence of the surgical inter-
vention performed during the initial laparcecopy must be
taken into consideration. In addition. it is of nobe that
reduced pelvis pain was not found to be necessarily related
to albered ASREM score or endomefriceis surgical staging. It
is possible that further shidies of these dmigs, involving

larger patient samples, would show o statistically signifi-
cant improvement in the laparoscopic staging of endome-
tringis. However. the LNG-IUS can be used for longer
periods and is more cost-effective, making it a more attrac-
tive option for the treatment of chronic pelvic pain caused
by endometriosis,
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