MARILIA OLIVEIRA RIBEIRO

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL, DENSIDADE, CALIBRE
MICROVASCULAR E MATRIZ-METALOPROTEINASE-3 EM
USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO LIBERADOR DE
LEVONORGESTREL OU DO IMPLANTE SUBDERMICO LIBERADOR
DE NESTORONE COM E SEM SANGRAMENTO ENDOMETRIAL

Tese de Doutorado

ORIENTADOR: Prof. Dr. CARLOS ALBERTO PETTA
CO-ORIENTADORA: Prof2. Dr2. LILIANA A. L. DE ANGELO ANDRADE

UNICAMP
2006






MARILIA OLIVEIRA RIBEIRO

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL, DENSIDADE, CALIBRE
MICROVASCULAR E MATRIZ-METALOPROTEINASE-3 EM
USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO LIBERADOR DE
LEVONORGESTREL OU DO IMPLANTE SUBDERMICO LIBERADOR
DE NESTORONE COM E SEM SANGRAMENTO ENDOMETRIAL

Tese de Doutorado apresentada a Pos-
Graduacao da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas para obtencao do Titulo de
Doutor em Tocoginecologia, area de
Tocoginecologia

ORIENTADOR: Prof. Dr. CARLOS ALBERTO PETTA
CO-ORIENTADORA: Prof2. Dr. LILIANA A. L. DE ANGELO ANDRADE

UNICAMP
2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

R355h

Ribeiro, Marilia Oliveira

Histologia endometrial, densidade, calibre microvascular e
matriz-metaloproteinase-3 em usuarias do sistema intra-uterino
liberador de levonorgestrel ou do implante subdérmico liberador
de nestorone com e sem sangramento endometrial / Marilia
Oliveira Ribeiro. Campinas, SP: [s.n.], 2006.

Orientadores: Carlos Alberto Petta, Liliana Aparecida Luci
de Angelo Andrade

Tese (Doutorado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Histologia. 2. Leucécitos. 3. Dispositivo intra-uterino.
4. Levonogestrel. 5. Endométrio. 6. Dispositivos
Anticoncepcionais. |. Petta, Carlos Alberto. Il. Andrade, Liliana
Aparecida Luci de. Ill. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.




Aluna: MARILIA OLIVEIRA RIBEIRO

Orientador: Prof. Dr. CARLOS ALBERTO PETTA

Co-Orientadora: Prof2. Dr2. LILIANA A. L. DE ANGELO ANDRADE

Curso de Pés-Graduacao em Tocoginecologia da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

<



Vi



Dedico este trabalho...

...ao meu pai, Conrado (in memorian),
pelo exemplo de disciplina, cardter, dignidade e amor.

...a minha mde, Leida,
a quem tudo devo, pelo carinho dedicado a vida toda.

...ao meu marido, Hélio,
alma gémea e grande incentivador.

...ao meu filho, Daniel,
crianga que ilumina minha vida.

...a minha irmad, Eliane,
companheira de todas as horas.

vii



viii



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Petta, pelo exemplo como pesquisador, médico e professor, pelo

incentivo em todos os momentos dificeis durante a execucdo deste trabalho.

A Profa. Dra. Liliana Aparecida L. de A. Andrade, por suas orientagées, incentivo e paciéncia,

pelo exemplo como pesquisadora, médica e professora.

Ao Prof. Dr. Luis Bahamondes por sua grande ajuda, em todos os momentos, desde o inicio

deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Ismael Dale Cotrim da Silva, pela orientacdo na montagem da estrutura fisica que

permitiu a andlise dos dados.

A Dra. Lois Salamonsen, por ter me ajudado nos vdrios momentos que solicitei e por todos os

artigos que me enviou.
A Enf. Maria Margarete Hidalgo pela ajuda, fundamental, na fase inicial deste estudo.

As secretdrias Veronica Barros e Margarete Donadon, pela paciéncia e dedicacdo em todas as

fases deste trabalho.

As enfermeiras do Ambulatério de Reproducdo Humana, Cecilia, Creusa, Ximena, Tila (in

memorian), Sara e Nddia, pelo companheirismo e apoio na fase de coleta do material.

As estatisticas Maria Helena de Souza e Adriane Elisabeth Olivatto, pelo empenho na andlise

dos resultados.

Aos demais funciondrios do Cemicamp, Caism e Astec, pelo apoio e incentivo.



A técnica de laboratério Léa de Magalhdes Simdes, pela responsabilidade e competéncia na

confeccdo das ldminas.

A bidloga Marisa Almeida Matsuda e aos demais funciondrios do Laboratdrio de Patologia
Experimental, pelo comprometimento com a atividade a eles destinada na realizacdo

deste trabalho.

A todos os funciondrios do Laboratorio de Anatomia Patologica, os quais me acolheram com

respeito e deram apoio durante a fase de andlise deste trabalho.

As mulheres usudrias do SIU-LNG e do implante subdérmico liberador de NES que participaram,

voluntariamente, deste estudo, sem as quais nada disso seria possivel.



Apoio

FAPESP- Processo n° 2001/14645-6

Xi



Xii



Sumario

Simbol0s, Siglas € ADIEVIAtUIAS ........ueiiiiiiie e e e e enes XV
RESUIMIO ..ttt e e e ettt e e e sttt e e e et ee e e e sabee e e e aabbeeeeebeeeeeenteeesneeaeeennees XVii
SUIMIMIBIY ..ttt ettt e s r et e s e e st e e m et e ame e e sase e e ne e e s re e e saneesane e e amneenanenanneenanee s XXi
PR 10T [ o= o LSS 23
1.1. Anticoncepcionais contendo apenas progestdgenos de agao prolongada...........ccceeeveeenneen. 25
1.2. O Sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel.........oocveviieiciieiienee e, 27
1.3. Nestorone: um NOVO ProgesStOgEN0 ......cccuiiiieieiiieerieeeeieeeee e e eeeeeee e saee e e saeeeeaeeenneeas 31
1.4. Aspectos morfolégicos endometriais em usuarias do SIU-LNG e de outros
o] goTo == (0o =] o 1= SRR 35
1.5. Vasos endometriais em usudrias de anticoncepcionais contendo somente
o] oTo[=Ts) (oo [=Ta T 1= F PP PTOPRP 38
1.6. LeUCOCItOS €NAOMEINIAIS......eeiiuree ittt 42
B 20 I L0 0 ] 1 1= PSR 43
1.6.2. EOSINOTIOS ..ot e 44
1.6.3. MONGCIHOS/MACIOfagOS ... .eeeiiiiiiee et 44
B = T3 (o Lo ) 01 SRR 45
B TR IR0 (Yo (oSSR 46
1.7. As enzimas matriz-metaloproteinases € 0 eNdOMEtrio ........cccocceerireiiieniee e, 49
P O o] = (1Yo - J PRSP 59
P B @ o)1= (1Yo N 1] - | SRR 59
2.2. ODbJetivVOS ©SPECITICOS ...eeitiiiiiii ittt ettt e be e e rae e s be e saneeen 59
I ¥ o] o= Yoo L= ST TP PP P OPRR PRI 61
T I i o o T OO PR PPPPTOPRPPRT 63
B2, AP0 2 .t b e b bt e e e e ne e e s b e e e abe e e s re e e anneenneen 71
I 1Yo U 13- Lo TR 79
o ANV 1= Tor= Lo B a1 13 (o] [0 To (o= H R 84
4.1.1. Usuarias do SIU-LNG .......ccooiiiiiiieee et 84
4.1.2. Usuarias do implante subdérmico liberador de NES ..........ccccooiiiiiiiiiiiniieee, 85
4.2. Avaliacao dOS VAS0S SANQUINEOS .......eeveeirrieeeieiieeeietreeeesareeeesssseeesesseeessssreeessanseeesenanes 87
4.2.1. Usudrias do SIU-LNG .......coooiiiiieiiie et a e 87
4.2.2. Usuarias do implante subdérmico liberador de NES ..........ccoooiiiiiiiiiniieen, 88
4.3. Avaliagdo da imunoexpressao da MIMP-3...........coiiii e 89
4.3.1. Usuarias do SIU-LNG .......ooueiiiiiii ettt 89
4.3.2. Usuérias do implante subdérmico liberador de NES ...........ccccoviiiiiii e 90

xiii



® N @ o

Xiv

4.4, Limitag0eS dOS ESTUAOS ... .uviieiiiiiiee ittt e e e e e e e e e areeeeeaane 90

4.5. CoNSIAEragies fiNAIS ......eeiiueeiriiieiiii ettt nnee s 91
(07013 Tod (V1T 1= T TP PP PPPURRRPRION 93
Referéncias BibliOgrafiCas. ........oiuii i e 97
Bibliografia de NOrmatiZaGOes. .......ccuiiuiiiieiiiee e e 113
AANEXOS ittt e e e e Rt e e e R r e e e n et e r e e e nre e e r e e nes 115
8.1. Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido ...........ccccvvveeiieeeniie e 115
8.2. Anexo 2 — Ficha para coleta de dadoS..........ueii i 117
8.3. Anexo 3 — Calendario MENSIIUAL .........cccoeiiiiiie e 123



Simbolos, Siglas e Abreviaturas

AMP-D
CAISM
DIU
EN-NET
FCM

HE

IMC
ITMP
MAC
MMP
NES
NET
SIU-LNG

Unicamp

Acetato de medroxiprogesterona de depdsito

Centro de Atencéo Integral a Saude da Mulher

Dispositivo intra-uterino
Enantato de noretisterona
Faculdade de Ciéncias Médicas
Hematoxilina-eosina

indice de massa corpdrea

Inibidores teciduais das enzimas matriz metaloproteinases

Método anticoncepcional

Matriz Metaloproteinase

Nestorone

Noretisterona

Sistema Intra-uterino Liberador de Levonorgestrel

Universidade Estadual de Campinas

Simbolos, Siglas e Abreviaturas XV



Xvi - Simbolos, Siglas e Abreviaturas



Resumo

Atualmente, os métodos anticoncepcionais somente com progestdégenos
estdo sendo usados por um numero cada vez maior de mulheres. Estes sao de
alta eficacia e de longa duragao. Dentre eles encontram-se o sistema intra-
uterino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) e o implante subdérmico liberador
de nestorone (NES). Nas usuarias destes métodos, as mudancas no padrao do
fluxo menstrual sdo quase universais e a imprevisibilidade do sangramento
uterino constitui a principal causa de descontinuacdo dos mesmos. O objetivo
deste estudo de corte transversal foi verificar diferencas quanto aos aspectos
histolégicos em hematoxilina-eosina (HE) e através de reacdes imunoistoquimicas
em bidpsias endometriais nas usuarias do SIU-LNG ou do implante subdérmico
liberador de NES, em grupos com e sem sangramento uterino, apds seis meses
de uso dos métodos. Sujeitos e Métodos: Foram avaliadas e submetidas a
biopsia endometrial 58 usuarias do SIU-LNG, subdivididas em 29 casos em
cada grupo com e sem sangramento e 20 usudrias do implante subdérmico
liberador de NES, sendo 14 no grupo com sangramento e 6 sem sangramento.
Apds a avaliagdo morfolégica em HE o material foi submetido a reagbes

imunoistoquimicas para os marcadores CD34 (avaliacdo dos vasos da mucosa)
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e MMP-3 (matriz-metaloproteinase-3), enzima relacionada aos processos de
colapso do endométrio. Resultados: Dentre as usuarias do SIU-LNG, o aspecto
histologico mais freqlente foi o endométrio progestacional. Nao houve correlagcao
significativa entre a presenca do sangramento e a idade, paridade, cor, indice de
massa corpdrea, tempo de uso do SIU-LNG e o padrdo menstrual prévio ao uso do
SIU-LNG. Também nao houve diferenca estatisticamente significante com relacao
aos dados morfolégicos analisados de endometrite, necrose estromal, erosao
de superficie com reepitelizagao focal, colapso estromal, pseudoestratificacao
glandular, edema estromal, densidade e calibre vasculares. O perimetro e o maior
diametro glandular foram significativamente maiores no grupo sem sangramento.
Um numero maior de leucdcitos foi a Unica caracteristica histolégica significante,
que se relacionou a ocorréncia de sangramento endometrial nas usuarias de
SIU-LNG. A imunoexpressao da MMP-3 foi significativamente maior no grupo
com sangramento. Com relacdo as usuarias do implante subdérmico liberador
de NES, o padrao histologico endometrial mais freqliente foi o progestacional.
Nao houve correlacao entre a classificacao histolégica e a presenca ou nao de
sangramento endometrial. Nao houve diferencas entre 0s grupos com e sem
sangramento com relagado a ocorréncia de endometrite, necrose estromal, erosao
de superficie com reepitelizagao focal, colapso estromal, pseudoestratificacao
glandular, edema estromal, perimetro e didmetros glandulares, nimero de
leucécitos, densidade e maior didmetro vascular e a imunoexpressao da MMP-3. O
maior numero de glandulas endometriais foi a Unica caracteristica morfoldgica
significante no grupo sem sangramento. Conclusoes: Nas usuéarias do SIU-

LNG houve evidente correlacdo da importancia dos leucécitos e da MMP-3 na
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perda da integridade endometrial no grupo com sangramento, porém o mesmo
nao foi observado em usuarias do implante subdérmico liberador de NES. Os
resultados obtidos sugerem a necessidade de se seguir avaliando os leucécitos
endometriais, bem como suas interacbes enzimaticas, incluindo as MMP na
busca dos mecanismos patogénicos do sangramento endometrial em usuarias

de anticoncepcionais somente com progestégenos.
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Summary

Progestogen-only contraception is being used by an increasing number of
women. It has a long term and high efficacy. Among these methods, there is the
levonorgestrel intrauterine system (LNG-IUS) and the Nestorone® (NES)-releasing
contraceptive implant. However, the changes of menstrual patterns are almost
universal and unpredictable and remains the main reason for discontinuation of
the method. Objective: This was a cross sectional study. It aimed to investigate
the endometrial histology and immunohistochemical reations in users of LNG-
IUS or NES-releasing contraceptive implant, for more than six months, in
women with and without endometrial bleeding. Methods: In users of LNG-IUS
endometrial biopsy was obtained in a total of 58 healthy volunteers, twenty-nine
women in each group: with or without endometrial bleeding. In users of (NES)-
releasing contraceptive implant in 20 womens, 14 with and 6 without endometrial
bleeding. Results: In users of LNG-SIU, histological analysis revealed that the
majority of samples displayed a progestin-modified appearance. There was no
significant difference between the two groups comparing age, body mass index,
duration of contraceptive use, parity, ethnicity and menstrual pattern previous to

use of LNG-IUS. There was no significant difference in the evaluation of
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endometritis, stroma collapse, superficial erosion, glandular pseudo stratification,
oedema, density and caliber microvascular. The perimeter and the major glandular
diameter were the only characteristics significantly higher in the group without
bleeding. A number significantly higher of leukocytes was found in the group with
bleeding. This was the only histological characteristic correlated with the endometrial
bleeding in these groups. MMP-3 showed a significantly higher number of reactive
cells in the bleeding group. In users of NES-releasing contraceptive there was no
significant difference between the two groups comparing clinical characteristics.
The histological analysis of the endometrial tissue showed a predominance of
progestogenic pattern endometrium in both groups. There was no significant
difference in the evaluation of endometritis, stroma collapse, superficial erosion,
glandular pseudo stratification, oedema, perimeter, glandular diameter, leukocytes,
endometrial vascular density and caliber and the rate of cells expressing MMP-3.
Conclusions: These finding provide no evidence microvascular pattern but,
point to the importance of the leukocytes and MMP-3 expression for loss of
endometrial integrity and abnormal bleeding in women using LNG-IUS. This
pattern was not observed in users of NES-releasing contraceptive. The results
suggest the necessity of others evaluations about endometrial leukocytes, theirs

enzymatics interactions, including the MMP in progestogen-only contraception.
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1. Introducao

Os anticoncepcionais que contém somente progestdogenos sao usados por
um numero estimado de 20 milhdes de mulheres em todo o mundo. Recentes
avancos nos sistemas de liberacao tém aumentado a duracao e a aceitabilidade
destes métodos (Hickey et al., 1999), que tém em comum a alta eficacia e a

propriedade de agir por longo tempo, o que facilita seu uso (D’arcangues, 2000).

A maior limitacdo no uso destas preparacdes consiste no disturbio nos
padrées do sangramento menstrual particularmente nos primeiros meses de

uso (D’arcangues et al., 1992; Fraser e Hickey, 2000).

As alteragdes no padrao de sangramento variam desde a amenorréia,
spotting, o qual se caracteriza por sangramento uterino insuficiente para requerer
uso de absorvente; sangramento irregular e leve até o fluxo sanguineo prolongado e
freqiente (Belsey et al., 1986; Fraser, 1999). O sangramento volumoso é raro,
embora episodios prolongados de sangramento leve possam provocar uma grande
perda sanguinea, maior do que a mulher apresentaria nos seus ciclos menstruais

normais (Fraser et al., 2000).
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O sangramento uterino que nao ocorre de forma regular € pouco tolerado
pela maioria das mulheres e consiste na causa mais comum para o abandono
do uso dos anticoncepcionais contendo somente progestdégenos, correspondendo
a aproximadamente metade dos casos de descontinuagdo do método (Belsey et al.,

1986; Fraser, 1986; Findlay, 1996; Hickey et al., 1996a;1998; Fraser e Hickey, 2000).

O sangramento endometrial anormal ndo apenas reduz o uso destes
medicamentos, mas pode restringir as opcdes anticonceptivas aceitaveis para
estas mulheres e comprometer a qualidade de vida das mesmas (Smith, 2000).
Além disto, pode tornar insatisfeita a mulher que considera seu padrao menstrual
como parametro de sua saude reprodutiva e geral, além da dimensao sociocultural

que tem o sangramento uterino (D’arcangues, 2000).

A taxa de descontinuacao pode ser diminuida por boa orientacao e apoio
no seguimento, auxiliando a mulher a entender a natureza destas mudangas no
padrdo de sangramento e a reconhecer que, usualmente, ocorre melhora com o

tempo (Fraser et al., 2000).

Nos ultimos anos, um numero significativo de avancos ocorreu na tentativa
de identificar os mecanismos determinantes destes disturbios de sangramento,
mas muitas duvidas permanecem e exigem novos estudos. Um melhor
conhecimento auxiliara no tratamento e na prevengdo do sangramento uterino

imprevisivel (Smith, 2000).

Devido ao desconhecimento do completo mecanismo do sangramento

endometrial anormal em usudrias de anticoncepcionais que contém apenas
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progestdgenos, a terapéutica tem sido empirica com o0 uso de estrogénios,
anticoncepcionais orais combinados, progestdgenos, antiinflamatérios ndo esteroides,
vitaminas, ferro e ansioliticos; estas, algumas vezes, podem ser eficazes a curto
prazo, mas nao alteram a frequiéncia de episddios de sangramento/spotting e podem

estar associados a ocorréncia de outros efeitos colaterais (D’arcanges, 2000).

Os dados atuais sugerem que o estabelecimento de um padrdo de
sangramento regular, para todas as usuarias de progestdgenos de longa acao,
talvez ndo seja possivel e a indugdo da amenorréia associada ao aconselhamento
sera mais realista (D’arcanges, 2000). Estudo realizado com usuarias do sistema
intra-uterino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) demonstrou que 91,6% das
mulheres em amenorréia estavam satisfeitas. Dentre as mulheres que ainda
apresentavam sangramento uterino apenas 3,8% delas n&o gostariam de estar

em amenorréia (Nascimento et al., 2002).

1.1. Anticoncepcionais contendo apenas progestogenos de acao prolongada

Os contraceptivos contendo somente progestégenos de acao prolongada
pertencem a dois grandes grupos, os derivados pregnanos e os estranos. Os
derivados pregnanos dividem-se nos derivados da 17-hidroxiprogesterona (acetato
de medroxiprogesterona) e os da 19-norprogesterona (acetato de nomegestrol
e nestorone). No grupo dos derivados da estrona estdo as gonanas derivadas

da testosterona (levonorgestrel e etonorgestrel) (Sitruk-Ware, 2006).
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Dentre os anticoncepcionais contendo somente progestdégenos de longa

duragdo encontram-se:

0 acetato de medroxiprogesterona na forma de depédsito (AMP-D),
aprovado para uso em 1992, pela Food and Drugs Administration —
EUA. Estima-se que 13 milhdes de mulheres sejam usuéarias deste

método, no mundo, para anticoncepcao (D’arcangues, 2000);

o Implanon® (Organon, Holanda), um implante subcutdneo com haste
unica, contendo um sistema liberador de etonogestrel de 68mg e menos
androgénico que o levonorgestrel (LNG) (Croxatto e Makérainen,
1998), o qual passou a ser comercializado no Brasil a partir de 2001;

outros métodos contendo apenas progestdogenos incluem trés sistemas
de liberacéao prolongada de levonorgestrel. O implante subdérmico com
seis hastes, Norplant® (Leiras Oy, Turku, Finlandia), foi aprovado desde
1983 na Europa, mas nao € comercializado no Brasil, sendo usado por
cerca de seis milhdes de mulheres no mundo. O Jadelle®, outro
implante subdérmico mais recente, contém duas hastes liberadoras
da mesma quantidade de LNG que as seis capsulas do Norplant®
(Robertson et al., 1983). O sistema intra-uterino liberador de 20ug
diarias de levonorgestrel é utilizado por cerca de um milhdo de
mulheres no mundo (D’arcangues, 2000) e

o Nestorone (NES), previamente conhecido como ST1435, consiste
em um potente derivado da 19-norprogesterona, o qual vem sendo
estudado para anticoncepgdo na forma de implante subdérmico
(Coutinho, 1978; Lahteenmaki et al., 1981; Odlind et al., 1984; Kurunmaki
et al., 1985, Sivin et al., 2004), de gel transdérmico (Haukkamaa et
al., 1991; Suhonen et. al., 1992) e de anel vaginal (Laurikka-Routtiet
et al.,1990; Brache et al, 2000; Massai et. al., 2000; Croxatto et.al.,
2006); sendo que os ultimos estudos avaliam sua associagdo com o
etinilestradiol (Sivin et al., 2005; Weisberg et al., 2005).
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1.2. O Sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel

Estudos para a administracdo intra-uterina do LNG tiveram inicio no
comeco dos anos 70 (Scommegna et al., 1970; El Mahgoub, 1975; Nilsson et al.,
1975). O SIU-LNG para contracepcao foi desenvolvido por Luukkainen e Nilsson
(1978) com o apoio do Population Council e International Committee for Contraception
Research. O produto final foi elaborado por Leiras Oy Pharmaceutical, Turku,
Finlandia, e langado em 1990. Atualmente, é comercializado na maior parte da
Europa, nos EUA, em alguns paises asiaticos e no Brasil, onde esta disponivel

com o nome Mirena® (Schering, AG, Berlin).

O SIU-LNG é composto por uma parte plastica em forma de T
(32x32mm), com um cilindro contendo o LNG, na dose de 52mg, dentro de uma
capsula de dimetilpolisiloxano que controla uma liberacdo diaria de 20ug do
hormdnio na cavidade uterina (Figura 1). Este sistema libera o LNG por um periodo

de cinco anos, com uma margem de seguranca de dois anos para anticoncepcao.

Figura 1. O SIU-LNG na
cavidade uterina. Observa-se a
parte plastica em forma de T e o
cilindro que contém o LNG.
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O SIU-LNG, atualmente, também ¢ utilizado como parte da terapia de
reposicdo hormonal (Andersson et al., 1992b; Suhonen et al., 1995), como
adjuvante na terapia com tamoxifeno (Hubacher e Grimes, 2002), bem como no
tratamento da menorragia e anemia, sendo uma alternativa a histerectomia ou a
ablacdo endometrial (Andersson e Rybo, 1990; Hurskainen et al., 2001; Hubacher

e Grimes, 2002; Monteiro et al., 2002; Hurskainen et al., 2004).

Outras aplicacdes incluem casos de dismenorréia severa (Puolakka et al.,
1996), alivio da dor associada a endometriose (Vercellini et al.,1999; Lockhat, et
al., 2005; Petta et al., 2005) e tratamento da endometriose do septo retovaginal

(Fedele et al.,2000).

A diminuigao do fluxo menstrual ocorre na maioria das usuarias de SIU-
LNG, sendo esta a caracteristica que o torna uma opcao para o tratamento da
menorragia e dismenorréia (Lahteenméaki et al., 1998). Este fen6meno, que é
independente da funcao ovariana e da concentracdo dos esterbides sexuais

circulantes, decorre da acao local e ndo ha hipoestrogenismo (Nilsson et al., 1984).

O LNG liberado na cavidade endometrial é rapidamente absorvido pelos
capilares, para a circulagao sistémica. No entanto, a concentracao sérica € menor
que a observada em usuarias de implantes subcutaneos de LNG (Norplant®),
contraceptivos orais combinados e minipilulas. A producdo de estradiol ndao é
prejudicada, permanecendo semelhante a do ciclo menstrual normal (Nilsson et
al., 1984). A ovulacao geralmente nao é inibida, embora pequenas alteracoes

na fungao ovulatéria tenham sido observadas (Nilsson et al., 1984; Barbosa et
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al., 1995), correlacionando com a elevacgao inicial da concentracdo sérica do

LNG (Xiao et al., 1995).

Os efeitos contraceptivos do SIU-LNG decorrem, sobretudo, de alteragbes
em receptores de estrégenos e progestdogenos no endométrio (Nilsson et al.,
1978), também da supressao da proliferagdo endometrial, inibicdo da migracao
espermatica, espessamento do muco cervical e por reacdo de corpo estranho
(Barbosa et al., 1995). Tanto os receptores endometriais de estrogénios (RE) como
os de progestdgenos (RP), em usuarias de SIU-LNG, correspondem a cerca de
50% dos encontrados em controles. Portanto, ha reducao nos locais de ligacao de
estrogénios e progestagénios no endométrio de usuarias de SIU-LNG, o que
pode implicar a eficacia anticonceptiva, o sangramento endometrial irregular ou a

ocorréncia de amenorréia nestas mulheres (Critchley et al., 1998; Pengdi et al., 1999).

O método é muito eficaz como contraceptivo, com indice de Pearl, em cinco
anos, de 0,11, podendo ser comparado com as melhores técnicas de esterilizacao

cirurgica (Luukkainen et al., 1986).

Nas mulheres que optam pelo uso do SIU-LNG, quando orientadas sobre a
possibilidade de sangramento uterino imprevisivel, 0 método € mais aceito e as
taxas de continuacao anuais giram em torno de 75% (Nilsson et al., 1981; Faundes,
et al., 1993; Diaz et al., 2000). Um estudo demonstrou que a maioria das usuarias
de SIU-LNG (74%) estava muito satisfeita, sendo que 70% tinham escolhido
este método devido a insatisfacdo com a forma de anticoncepg¢ao anterior. A

satisfacdo da usuaria foi maior quando a mesma recebia informacdes, no dia da
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inser¢do, sobre possiveis alteragbes menstruais, sobretudo a ocorréncia de
amenorréia; aumento de oleosidade da pele e cabelos, risco de gravidez e doenca

inflamatoria pélvica (Backman et al., 2002).

As usudrias de maior idade - entre 35 e 45 anos - apresentam excelente
aceitabilidade em relacao as mulheres mais jovens, podendo o SIU-LNG ser
considerado um dos principais métodos anticoncepcionais para mulheres desta

faixa etaria (Dubuisson e Mugnier, 2002).

As principais razdes que levam a usuaria a abandonar o uso do SIU-LNG,
em taxas cumulativas em cinco anos por 100 mulheres, sdo a gravidez, 1,0;
expulsao, 5,0; mudancas no padrdo menstrual, 16,7; dor, 4,3 e doenca inflamatéria

pélvica 1,2 (Cox et al., 2002).

A maior razdo para o descontentamento com o uso do SIU-LNG e que
constitui a causa mais comum de descontinuacdo do uso é o sangramento
endometrial imprevisivel (Luukkainen et al., 1986; Ji et al., 1990; Sivin et al.,
1990). A freqiiéncia dos episddios de sangramento é geralmente alta durante os
primeiros meses (irés a seis meses) apods a insercdo, com uma melhora gradual
com a exposicao continua (Fraser et al., 1996). A porcentagem de mulheres
com oligo ou amenorréia foi de cerca de 30% no primeiro ano, em estudo

realizado por Ji et al. (1990).

Outro estudo mostrou que, nos seis primeiros meses de uso, 44% das
mulheres relatam amenorréia e esta taxa estabiliza em 50% em 12 a 24 meses

de uso. O spotting ocorre em 25% das usudarias em seis meses e diminui para
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8% e 11% aos 18 e 24 meses de uso, respectivamente. A oligomenorréia
ocorre em 1/4 das mulheres e esta taxa permanece igual em dois anos de
observagcdo. A menorragia e os ciclos regulares ocorrem em poucas mulheres

apds seis meses de uso (Hidalgo et al., 2002).

Assim como ocorre com 0s outros meétodos anticoncepcionais contendo
somente progestégenos, os mecanismos do sangramento endometrial anormal

nao sao bem conhecidos.

1.3. Nestorone: um novo progestégeno

O NES foi desenvolvido no inicio da década de 80, porém como permanece
em fase de desenvolvimento para aplicacao clinica ainda é considerado na

classificacao dos novos progestégenos (Sitruk-Ware, 2006).

Este progestdégeno tem a férmula quimica 16-metileno-17c-acetoxi-19-nor-
progesterona, sendo inativo por via oral. Portanto, pode ser administrado para
anticoncepcao no poés-parto, ndo expondo o lactente a influéncia do horménio

excretado no leite (Lahteenmaki et al., 1990).

O NES nao apresenta acao androgénica, estrogénica e glicocorticoide
(Kumar et al., 2000). Consta de uma molécula progestacional “pura”, pois se liga
seletivamente aos receptores de progesterona. Caracteriza-se pela auséncia de
ligacdo a proteina carreadora de horménios sexuais. Consiste no mais potente
progestégeno com relacao a atividade progestacional e anti-ovulatéria (Kumar

et. al., 2000; Sitruk-Ware, 2006).
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A estrutura do implante subdérmico liberador de NES foi desenvolvida
pelo Population Council, sendo composto, externamente, por um tubo de silicone; na
parte central, por uma membrana que limita a liberacao da droga e, internamente,

pela matriz contendo a medicacédo (Diaz et al., 1995).

Considera-se que o implante subdérmico liberador de NES determine a
anticoncepcao por supressao da ovulacdo através da inibicado do pico de
gonadotrofinas no meio do ciclo e do desenvolvimento folicular (Faundes et al.,

1999; Brache et al., 2000).

Implantes subdérmicos liberadores de NES, com diferentes doses, também
vém sendo estudados para o alivio da dor provocada pela endometriose (Coutinho

e Montgomery, 1999; Ylanen et. al., 2003).

Os implantes liberadores de NES de 150ug/dia promovem eficacia
contraceptiva por dois anos, com uma margem de seguranca de seis meses
(Fraser et al., 2000). Um estudo avaliou 4000 mulheres-meses de exposicao e
apenas uma gravidez ocorreu préximo ao final do segundo ano de uso, em

usuaria de doses mais baixas (45 a 50ug/dia) (Diaz et al., 1995).

O Elcometrine consiste em um implante subdérmico liberador de NES de
haste Unica, o qual foi registrado no Brasil como anticonceptivo em 1998 (Coutinho
e Montgomery, 1999). Sua vida efetiva é de apenas seis meses e vem sendo

estudado para o uso no pés-parto (Croxatto, 2002).

Um implante subdérmico liberador de NES de 4,5cm, contendo 92,7mg *

2,4mg (média £ DP), fornecendo in vitro niveis de 125ug/dia, foi avaliado em 300
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mulheres em um estudo envolvendo trés centros latino-americanos, que sao o
Instituto Chileno de Medicina Reprodutiva, a Universidade Estadual de Campinas e
o Profamilia da Republica Dominicana. Ocorreram trés gestacbes antes de 18
meses de uso do implante subdérmico e como este fato ndo era esperado, 0
estudo foi interrompido. Apesar disso, o implante subdérmico liberador de NES
foi considerado seguro e bem tolerado, sendo sugeridas novas investigacoes

(Sivin et al., 2004).

Como outros anticoncepcionais que contém progestdgenos de longa acao,
o NES causa alteragdes menstruais nas usuarias do método, sendo o disturbio
mais freqlente o aumento do nimero de dias de sangramento e spotting em
intervalos de 30 dias em aproximadamente 25% das usuarias, as quais apresentam

mais de dez dias de sangramento e spotting em cada més (Diaz et al., 1995).

Outro estudo observou que a maioria das mulheres que receberam implantes
de NES, de 4cm ou dois de 3cm, experimentaram uma reducao do fluxo menstrual
no primeiro ano de uso. No entanto, a perda sanguinea apresentou muitas
variagbes individuais e ndo houve caso de menorragia. Verificou-se um aumento
das incidéncias de amenorréia e oligomenorréia em sucessivos trimestres no
primeiro ano de uso e um discreto aumento na ocorréncia de sangramento

freqUente ou spotting (Fraser et al., 2000).

No estudo multicéntrico envolvendo o implante subdérmico liberador de
125ug/dia de NES, do qual a Universidade de Campinas participou, os principais

disturbios menstruais registrados nos calendarios menstruais foram o sangramento
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irregular e o spotting. O spotting esteve presente em mais de um terco das

mulheres durante os primeiros 18 meses do estudo (Sivin et al., 2004).

Um trabalho sugeriu que a secre¢do ovariana de estradiol e progesterona,
durante o uso do implante subdérmico liberador NES, atua sobre o endométrio
€ 0S mecanismos que controlam o padrao menstrual. Esta relagdo ndo esteve
presente em todos 0s casos e nestas situacdes o sangramento endometrial
comegou ou parou sem mudancas claras na concentracao de estradiol. A secrecédo
endogena de progesterona esteve associada com a menor duracdo do
sangramento. Neste estudo, as evidéncias sugerem que os esterdides femininos
exercam o papel principal no controle do sangramento endometrial em usuérias

de progestdgenos anticoncepcionais com baixas doses (Faundes et al., 1999).

Apesar do sangramento uterino imprevisivel, a taxa de continuagao para
o implante subdérmico liberador de NES foi de 90% em um ano (Laurikka-Routti
e Haukkamaa, 1992). No estudo multicéntrico, as taxas de continuagdo no
primeiro e segundo anos foram de 80,5 e 66,7 por 100, respectivamente; sendo
que as alteracbes menstruais foram as principais causas de abandono do

método (Sivin et al., 2004).

Em relacdo as alteragdes morfoldgicas endometriais e imunoistoquimicas
determinadas exclusivamente pelo uso do NES, nenhum estudo foi encontrado

até o momento.
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1.4. Aspectos morfolégicos endometriais em usuarias do SIU-LNG e de
outros progestogenos

Sabe-se que o SIU-LNG, na cavidade uterina, induz a uma rapida e
dramatica diferenciacdo do endométrio (Nilsson et al., 1978; Silverberg et al., 1986).
Estas mudancgas s&o consistentes com a transformag&o mediada pela progesterona,
como observado durante a fase secretoria e na gestacdo. As alteragdes
morfolégicas incluem decidualizacdo extensa do estroma, infiltracao leucocitéria,
atrofia glandular e da superficie epitelial; além de alteracdes vasculares. A atividade
secretoria das glandulas epiteliais cessa e a funcao proliferativa do endométrio
€ inibida. Isto resulta em um afinamento generalizado das camadas funcionais
do endométrio. Estas caracteristicas de supressao endometrial estdo presentes

desde o primeiro até o sétimo ano de uso do SIU-LNG (Silverberg et al., 1986).

A decidualizacao é sempre acompanhada por infiltracdo leucocitaria
(Martinez—Manautou et al., 1975). A quebra tecidual € uma propriedade inerente
do tecido decidualizado. A necrose focal, ap6s um certo periodo de tratamento
com altas doses de progesterona, é freqlientemente observada acompanhando a
infiltracdo leucocitaria (Silverberg et al., 1986). Como os leucdcitos estao sempre
presentes no endométrio normal e na decidua, deve haver alguma influéncia
destes na necrose decidual focal, a qual deve ser ativada pelos leucécitos ja

presentes ou por aqueles novos que infiltram (Song e Fraser, 1995).

Apés trés meses de uso do SIU-LNG ocorre aumento da apoptose nas
glandulas endometriais € no estroma, o0 que se associa ao aumento da expressao

do antigeno Faz (também chamado CD95 ou Apo1), o qual é considerado um
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mediador de apoptose nas células hematopoéticas. Também se observa diminuicao
da proliferacdo endometrial associada a diminuicdo da proteina Bcl-2, a qual
atua prevenindo a apoptose celular. Talvez estes sejam alguns dos mecanismos
moleculares, pelos quais a inser¢do do SIU-LNG cause a mudanca atréfica do

endométrio (Maruo et al., 2001).

Os derivados da 19-nortestoterona, como a norestisterona (NET) e o LNG,
apresentam maiores efeitos no estroma, produzem maior decidualizacao e,
consequentemente, maior atrofia do que os derivados da progesterona (Dallenbach-
Hellweg, 1980). Em alguns casos a atrofia € extrema, observando-se presenca
de fibrose e calcificacao (Silverberg et al., 1986). Estas mudangas morfolégicas
ocorrem rapidamente, com perda da atividade ciclica apés um més da insercao
do SIU-LNG, embora, no inicio, algumas regidées do endométrio apresentem

aparéncia secretoria (Pekonen et al., 1992).

No endométrio exposto ao SIU-LNG, as mudancas morfoldégicas sdo muito
mais uniformes em comparacdo com o uso de dispositivo intra-uterino (DIU) ndo
hormonal, onde as alteracbes estdo localizadas na regido em contato com o
dispositivo. A aparéncia do endométrio retorna ao em normal trés meses, apos
a retirada do SIU-LNG, sendo associada com o completo retorno da fertilidade

(Andersson et al., 1992a).

Um estudo demonstrou que, em usuarias do SIU-LNG, a caracteristica
endometrial mais encontrada foi a decidualizacado estromal, acompanhada por
atrofia das glandulas endometriais, por um infiltrado de células inflamatérias e

por um aspecto papilar da superficie (Phillips et al., 2003).
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Micropolipos endometriais vém sendo identificados como resultado da
exposicao prolongada intra-uterina ao LNG, havendo um numero significativamente
maior quando o SIU-LNG permanece pelo menos quatro anos (Silverberg et al.,
1986), o que explicaria 0 sangramento uterino anormal nestas mulheres, as quais
nao apresentam pdlipos no momento da insergéo do dispositivo. Qualquer novo
padrao de sangramento, apds a ocorréncia de amenorréia ou a persisténcia de
sangramento volumoso, deve fazer pensar em causa organica, como 0s polipos

endometriais (Brechin et al., 2000).

Um estudo com mulheres usuarias de baixas doses de progestégeno
para anticoncepgao (noretisterona 300ug/dia), observou mudangas histolégicas
endometriais ndo correlatas com a atividade ovariana. Em mulheres sem atividade
folicular o endométrio apresentou, ocasionalmente, atividade proliferativa, apesar
de niveis baixos de estradiol circulante. Naquelas com atividade folicular, com
altos niveis de estradiol, o endométrio variou da hipotrofia até a atrofia. Com
ovulacao normal houve variacdo entre atrofia, hipotrofia, atividade secretéria

irregular ou normal (Kim-Bjorklund et al., 1991).

No inicio, o uso dos progestdgenos de baixa dose ndo afeta as mitoses
estromais, ndo induz a pseudoestratificacao epitelial ou edema e nao ha infiltragcao
leucocitaria (Landgren et al.,1990). Ap6s dois a trés meses de uso ha aumento focal
do edema do estroma e aparecem reacgdes pré-deciduais ou deciduais. Ocorre no
endométrio a infiltrag&o local de leucécitos, predominantemente linfécitos e mondcitos.
A infiltracéo é vista mais freqlientemente no endométrio de mulheres que sangraram

recentemente e menos freqliientemente no endométrio atréfico (Ludwig, 1982).
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1.5. Vasos endometriais em usuarias de anticoncepcionais contendo
somente progestégenos

Ha alguns anos, sabe-se que vasos anormais desenvolvem-se no endométrio
de mulheres expostas a acao progestogénica. Porém, apenas recentemente os
pesquisadores comegaram a compreender as mudancgas estruturais e funcionais

dos microvasos endometriais (Hickey e Fraser, 2000b).

Tipicamente ocorre redugéo no numero e tamanho das arteriolas espiraladas,
bem como diminuicdo da tortuosidade destes vasos. Além disso, ocorre um
aumento no numero dos microvasos endometriais em usuarias de progestdégenos
de baixas doses (Hourihan et al., 1986). Outro estudo demonstrou que baixas
doses de progesterona afetam os vasos endometriais, havendo diminuicdo no
ndamero de artérias na juncdo miométrio-endométrio € aumento no nimero e na

dilatacdo de veias (Ludwig, 1982; Johannisson et al., 1991).

Nos vasos endometriais superficiais observam-se paredes finas e dilatadas
(Hourihan et al., 1986; Song e Fraser, 1995). O papel destes vasos é incerto,
pois na avaliagao histolégica, eles, geralmente, ndo contém heméacias e existe
dificuldade para confirmar dilatacdo vascular in vitro devido ao colapso rapido

dos vasos (Rogers et al., 1993).

Um dos primeiros estudos que relaciona o antigo DIU liberador de 65ug/dia
de progesterona (Progestasert) com os microvasos da superficie endometrial,
avaliados por microscopia eletronica, relata que estes se encontravam com numero

significativamente diminuido. Além disso, verificou que havia um ndmero maior de
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vasos com alteracdes degenerativas, quase trés vezes mais que os controles,
porém estes ndo apresentavam inibicdo na resposta hemostatica. Concluiu que a
auséncia de inibicdo da hemostasia e a diminuicdo do numero de vasos atuariam

reduzindo a perda sanguinea através dos vasos lesados (Shaw et al., 1981).

O uso do implante subcutdneo Norplant® foi relacionado com um marcado
impacto na arquitetura vascular, com diminuicdo na expressdo de componentes da
membrana basal das células endoteliais. Estas mudancas nao se relacionaram,
diretamente, com a ocorréncia do sangramento irregular, mas a reducao da matriz

extracelular reflete 0 aumento da fragilidade vascular (Hickey et al., 1999).

No entanto, foi apés 0 uso do anticorpo anti-CD34 - marcador de células
endoteliais - em técnica de imunoistoquimica, que foi posivel observar um namero
maior de pequenas estruturas endoteliais do que aquelas detectadas por técnicas
histolégicas convencionais (Rogers et al, 1993; Hickey et al.,, 1999). Com a
imunoistoquimica observou-se um surpreendente aumento na densidade vascular,
mais de 50%, apds o uso de Norplant® quando comparado aos controles (Rogers et
al., 1993; Hickey et al., 1999). Este aumento comecou logo apés a insercédo do
implante, atingiu o maximo entre trés e seis meses de exposi¢do, retornando
gradualmente a densidade normal com o tempo (Hickey et. al., 1999). Este retorno
pode estar associado ao declinio sérico gradual dos niveis liberados de LNG e

ao aumento da secrecao enddgena de estradiol (Jones e Critchley, 2000).

O primeiro trabalho publicado sobre os efeitos na angiogénese endometrial

de diferentes doses e progestégenos in vivo demonstrou que o NET e o AMP-D
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estimulavam a angiogénese em todas as doses. O LNG estimulou a angiogénese
em doses entre 100pmol/l e 10nmol/l, mas ndo em altas doses. Em contraste, o
acetato de nomegestrol estimulou a angiogénese em altas, mas nao em baixas
doses. Além disto, demonstrou que em usuarias de SIU-LNG, por cerca de trés

anos, a densidade microvascular estava aumentada (Hague et al., 2002).

A exposicao ao Norplant®, embora tenha uma dose muito menos efetiva
qgue o SIU-LNG sobre o endométrio, resulta em mudangas vasculares que podem
ser observadas por histeroscopia; que incluem presencga de petéquias e equimoses

na superficie endometrial (Hickey et al., 1996a, 1998; Hickey e Fraser, 2000b).

Quando se comparou a histeroscopia de usuarias de Norplant® com a de
portadoras de menorragia disfuncional, observou-se, no primeiro grupo, que a
superficie endometrial estava coberta por um ndmero maior de vasos sanguineos,
sendo que esta superficie era maior naquelas com sangramento freqliente ou
prolongado e com spotting. A superficie vascular desigual, com aparéncia
neovascular e em mosaico foi comumente vista nas usuarias de Norplant®, mas
nao no outro grupo. Glandulas proeminentes e abertas, com muco espesso, foram
comumente observadas no endométrio das usuarias de Norplant® e pequenos

poélipos sésseis foram vistos em seis de 34 casos (Hickey e Fraser, 2002).

Os anticorpos anti-CD31, anti-a-actina e miosina de musculo liso, foram
utilizados em reacdes de imunoistoquimica, em pecas de histerectomia, em grupos
de portadoras de menorragia, usuarias do SIU-LNG, por dois a quatro meses,

em comparagdo com ndo usuarias. Observaram-se vasos alargados e com paredes
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finas no grupo tratado, mas quase completamente ausentes no grupo-controle.
O numero de secgdes transversais de vasos por unidade de area e o diametro
do mais largo lumen foram significativamente maiores apds tratamento com

SIU-LNG (Mcgavigan et al., 2003).

Um outro estudo, no qual foi utilizado o marcador de células endoteliais
CD-31, demonstrou que em usuarias do SIU-LNG a densidade vascular encontra-se
diminuida e a area média dos vasos significativamente aumentada quando

comparado com o endométrio de ciclos menstruais normais (Jondet et al., 2005).

Todas estas caracteristicas anormais dos microvasos superficiais agora sao
evidentes no endométrio de mulheres expostas a acao progestogénica prolongada.
Considera-se seguro afirmar que estes vasos, anormais e frageis, de alguma forma
estdo relacionados ao sangramento irregular de muitas mulheres usuarias
destes agentes. No entanto, os disturbios moleculares que determinam a
angiogénese e a fragilidade vascular anormal ainda nao sao claros (Fraser e

Hickey, 2000).

Experiéncias em animais sugerem que a inibicdo da angiogénese pode
prevenir o completo desenvolvimento endometrial (Klauber et al., 1997) e o uso
futuro destes agentes talvez previna o aparecimento destes vasos anormais e
frageis, evitando o sangramento endometrial imprevisivel em usuarias de

progestdégenos de acao prolongada (Fraser e Hickey, 2000; Hague et al.,2002).
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1.6. Leucocitos endometriais

Postula-se que a menstruacao resulte de um processo inflamatério no qual
os leucocitos desempenham um papel-chave através da producdo de moléculas,
incluindo citocinas e proteases (Salamonsen e Lathburry, 2000). Alteragdes no
padrdo dos leucocitos endometriais tém sido observadas em resposta ao tratamento
com anticoncepcionais contendo progestégenos. No entanto, o papel dos leucécitos
na patogénese do sangramento uterino anormal, em usuarias de esterdides,

nao foi esclarecido (Vincent e Salamonsen, 2000).

O conceito de que a menstruacao resulta de um processo inflamatério foi
inicialmente postulado por Finn (1986). A hipotese foi originalmente baseada em
caracteristicas do endométrio durante a fase secretora, como o fluxo de leucécitos, a

presenca de edema e de células decidualizadas (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Os leucocitos tém o potencial de contribuir direta e indiretamente para a
ocorréncia da menstruacao. Alguns de seus produtos promovem a destruicao
tecidual, enquanto outros ativam enzimas latentes produzidas por células adjacentes

ou estimulam estas células a produzir moléculas biologicamente ativas.

Existe um aumento no nimero total de leucécitos no endométrio previamente
a menstruagdo, onde constituem mais de 40% do numero total de células

dentro do compartimento estromal (Salamonsen e Woolley,1999).

Em particular, as células da linhagem mieldide - neutrdfilos, eosindfilos,

macréfagos ou monadcitos - sao abundantes. Os mastécitos encontram-se altamente
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ativados, liberando componentes granulares ao microambiente local. As células de
origem linféide, particularmente as natural killer uterinas, estdo também presentes
em numero substancial, mas também aparecem precocemente durante a fase
secretoria, indicando um papel primario na implantagdo e estabelecimento da

gravidez (King et al.,1989; Trundley e Moffett, 2004).

1.6.1. Neutrofilos

De forma genérica, sdo chamados de granulécitos os leucécitos que, na
avaliacao histolégica, apresentam nucleo de forma irregular e citoplasma com
granulos especificos. De acordo com a afinidade tintorial de seus granulos
citoplasmaticos, distinguem-se trés tipos: neutréfilos, eosindfilos e basoéfilos. Os
neutréfilos tém nucleo formado por dois a cinco lébulos ligados entre si por finas

pontes de cromatina (Junqueira e Carneiro, 1999).

Os neutrofilos correspondem a populacao de leucocitos mais abundante no
sistema imune humano, sendo que estdo associadas a destruicdo dos tecidos
nos disturbios inflamatérios. Essas células sao identificadas no tecido endometrial
através de sua morfologia e da imunolocalizacao da sua protease especifica, a

elastase (Salamonsen e Woolley, 1999).

Os neutréfilos sdo encontrados em pequeno numero no endomeétrio normal,
mas a quantidade aumenta, dramaticamente, no periodo perimenstrual. Além disso,
sao encontrados em areas de colapso estromal no endométrio de mulheres tratadas

com altas doses de progestdgenos orais (Song et al., 1998) ou com implantes de
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LNG (Norplant®) (Vicent et al., 1999), onde eles alcangavam densidades semelhantes

aquelas vistas no endométrio menstrual (Salamonsen e Lathbury, 2000).

1.6.2. Eosinofilos

Os eosindfilos funcionam como células efetoras que desempenham um
importante papel na patogénese da reacao inflamatéria do tipo tardia e, embora
nao sejam observados na mucosa endometrial normal, tém seu nUmero aumentado

apenas no pré-ménstruo (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Os eosindfilos apresentam, na avaliacao histoldgica, nucleo bilobulado. A
sua principal caracteristica para identificacao € a presenca de granulacbes que

coram pela eosina (granulacées acidofilas) (Junqueira e Carneiro, 1999).

1.6.3. Mondécitos/Macréfagos

Os macréfagos sdao mondcitos diferenciados que migram da corrente
sanglinea. Estas células sao parte integrante da resposta imune em lesdes
inflamatorias crénicas e sao encontradas em sitios de remodelacédo tecidual

(Bonatz et al., 1992).

O aumento do numero de macréfagos no endométrio ocorre no pré-ménstruo
e em usuarias de Norplant®, sobretudo em mulheres com sangramento uterino
anormal (Salamonsen e Lathbury, 2000). Os macrofagos encontram-se espalhados
através do tecido, com algumas células agregadas e outras se concentrando ao

redor das glandulas endometriais (Song e Fraser, 1995).
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Junto dos plasmacitos e dos linfécitos, os mondcitos (macréfagos) também
sao conhecidos como leucdcitos mononucleares, pois, na avaliacao histologica, tém

nucleo de forma mais regular e o citoplasma nédo possui granulagdes especificas.

Os macrofagos sao células com grande capacidade de fagocitose, apresentam
nucleo ovdide ou reniforme e sua morfologia varia conforme seu estado funcional

(Junqueira e Carneiro, 1999).

1.6.4. Mastocitos

Os mastécitos sdo células do tecido conjuntivo originadas a partir de
células mesenquimatosas, e sua principal fungdo consiste em armazenar potentes
mediadores inflamatérios como a histamina, heparina, fator quimiotaxico de
eosindfilos, serotonina e fatores quimiotaxicos de neutréfilos (Junqueira e

Carneiro, 1999).

Secretam muitas moléculas vasoativas, pro-inflamatérias, que determinam
infiltracdo de leucdcitos, os quais levam a leséo tecidual devido a liberacao de
proteases. O numero destas células também aumenta no pré-ménstruo (Salamonsen

e Lathbury, 2000).

Na avaliacédo histoldgica, os mastécitos sao ricos em granulos azulados pela
coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e detectados por imunoistoquimica através
das proteinases especificas triptase e quinase, sendo que a localizagédo extracelular
da enzima triptase é indicativa de ativacéo (Jeziorska et al., 1995). Além disso,

parecem regular a producdo e ativagcdo das enzimas metaloproteinases pelas
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células estromais endometriais in vitro, postulando assim o seu envolvimento na
regulacdo da agado das metaloproteinases na menstruagéao (Zhang et al., 1998),

como sera descrito a seguir.

1.6.5. Linfécitos

Os linfécitos sao leucécitos mononucleares que sao identificados a
microscopia Optica por apresentarem nucleo esférico, com citoplasma muito
escasso e basofilia discreta. Por vezes, o citoplasma nao € visivel (Junqueira e

Carneiro, 1999).

Os linfécitos séo divididos em T, B e células Natural Killer (NK), também
denominadas como células granulares endometriais. Os linfocitos T séo responsaveis
pela resposta imune celular, os linfécitos B pela imune humoral e as NK pela
resposta imune inespecifica, sem a necessidade de um estimulo prévio (Junqueira

e Carneiro, 1999).

Os linfécitos T apresentam-se, no endométrio, em ndmero muito menor
que os demais leucécitos (1% a 2 % do total de células linfomieldides) e sao

encontradas em trés sitios: no endométrio basal, estroma e epitélio.

Sao conhecidas subpopulacdes de linfécitos T com diferentes fungoes.
Dentre eles, os linfocitos T helper atuam facilitando as rea¢des imuno-reguladoras,
os T supressores apressam o término da resposta imunitaria e os T citototoxicos
- também denominados de “células matadoras” - reconhecem antigenos de

histocompatibilidade e matam células estranhas, neoplasicas ou infectadas por
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virus (Cotran et al., 1991a). As células T helper encontram-se no endométrio em
maior numero que as T citototdxicas. A progesterona determina uma diminuigao

da atividade dos linfocitos T citotoxicos (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Os linfécitos B sédo detectados em pequeno numero durante o ciclo
menstrual e na fase perimenstrual sdo encontrados em grupos entre as células

estromais. Nao se sabe se estas células produzem imunoglobulinas no endométrio.

Os linfécitos granulares endometriais (células natural Killer) sao as
células hematopoéticas mais numerosas no endométrio perimenstrual, sugerindo
um possivel papel contra infeccéo e preparacao para a gravidez (Salamonsen e

Lathbury, 2000).

Os varios linfécitos ndo podem ser diferenciados morfologicamente e sua

caracterizagao é feita através de reagdes imunocitoquimicas.

O numero relativo dos diferentes tipos leucocitarios no tecido endometrial,
nos dias 26 a 28 do ciclo, pode ser sumarizado como a seguir: macréfagos (6%-
15% do total de células endometriais), neutréfilos (6%-15%), linfocitos granulares
endometriais (6%-15%), eosinéfilos (3%-5%), células T (1%-2%), células B (1%-

2%) e mastocitos (3%-5%) (Salamonsen e Lathbury, 2000) (Quadro 1).
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Quadro 1 - Distribuicao relativa de células inflamatdrias especificas
no endométrio funcional nos trés estagios do ciclo menstrual normal

Fase proliferativa Fase secretora Menstruagéo

Dia do ciclo 10-12 22 -23 26 - 28
Macréfagos (CD68+) + ++ 4+
Eosindfilos - - ++
Neutrofilos - - F+
Mastocitos ++ ++ ++
Linfécitos T (CD3+) + + +
Linfécitos B (CD45RD+) -/+ -/+ +
Linfécitos granulares - +/++ 4+

Os sinais -, +, ++, +++ representam valores de 0, 1 - 2, 3 - 5 e 6 — 15% do total de células,
respectivamente (Modificado de Salamonsen e Woolley, 1999).

Somente macréfagos e mastdcitos apresentam uma distribuicdo uniforme
nos dias 26 a 28 do ciclo; os demais, usualmente, apresentam distribuicao focal

antes da menstruagao (Salamonsen e Woolley, 1999).

Um estudo recente comparou grupos com e sem sangramento uterino
em usuarias do SIU-LNG. Verificou no endométrio aumento significativo de célula
natural Killer no grupo com sangramento uterino e auséncia de diferenga, entre os

grupos, com relacdo a presenca de neutrofilos e mastdcitos (Peloggia et al., 2006).

Nao se sabe como os neutréfilos e outros leucdocitos penetram e sao ativados
no endométrio, pois se considera que as quimiocinas executem este papel
(Salamonsen et al., 2000). As quimiocinas sao substancias liberadas pelas células
epiteliais ou estromais que determinam a migracao unidirecional de células para
um ponto atrativo, ou seja, determinam uma locomoc¢ao orientada ao longo de

um gradiente quimico (Cotran et al., 1991b).
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Um trabalho recente verificou a presenga abundante de nove quimiocinas
endometriais, as quais promovem um recrutamento seletivo de subpopulagdes
leucocitarias necessarias na gestagéo e na menstruacao. Essas subpopulagdes
permitem que haja um grande numero de macréfagos e células natural Killer no
sitio de implantagdo gestacional, evitando a invasao trofoblastica. Na auséncia
de gestacdo, permitem um intenso recrutamento de neutréfilos, eosindfilos e

macrofagos, o que levaria ao fluxo menstrual (Jones et al., 2004).

Outro estudo demonstrou que a expressao de quimiocinas encontra-se
desregulada no endométrio de usuarias do SIU-LNG ou de implante subdérmico
de LNG, o que contribuiria para um aumento do recrutamento leucocitério,
levando a fragilidade endometrial e ao sangramento uterino anormal nestas

mulheres (Jones et al., 2005).

1.7. As enzimas matriz-metaloproteinases e o0 endométrio

Atualmente, considera-se que a quebra do tecido endometrial, levando
a menstruacdo, decorra da producdo e ativagdo de um grande numero de
enzimas denominadas matriz-metaloproteinases (MMP). Esses processos ocorrem
imediatamente antes e durante a menstruacdo e decorrem do disturbio no
balango entre estas enzimas e seus inibidores naturais, denominados inibidores

teciduais das metaloproteinases (ITMP) (Salamonsen et al., 2000).

Desde o inicio da década de 80, as MMP foram relacionadas a

carcinogénese. O desenvolvimento de técnicas bioquimicas e biomoleculares
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mais sofisticadas permitiu a identificacdo de proteases especificas (Chambers e
Matrisian, 1997). Segundo revisao realizada por estes autores, desde os trabalhos
de Liotta et al. (1980), o interesse maior voltou-se para as colagenases tipo |V,
atualmente conhecidas como gelatinases A (72kDa-colagenase tipo IV ou

MMP-2) e B (92 kDa-colagenase tipo IV ou MMP-9).

Diversos autores referiram associacbes entre MMP e a progressao tumoral.
Sabe-se, atualmente, que o numero de MMP detectadas e seus valores
individuais aumentam com a progressao tumoral (Chambers e Matrisian, 1997;

Graesslin et al., 2006).

A partir da década de 90, a relagdo das MMP com as fases do ciclo
menstrual passou a ser estudada (Soini et al., 1997). As MMP sao uma familia
de proteases zinco-dependentes que atuam em substratos especificos para
colagenos, proteoglicanos e outros, sendo responsaveis pela degradacao de
componentes do intersticio e da membrana basal extracelular. Sua sintese é
minima no tecido conectivo normal, sendo maior em condi¢des patolégicas, nas
quais a quebra tecidual esta presente. No endométrio, onde a remodelacao ocorre
ciclicamente durante os anos reprodutivos, o papel das MMP é considerado

decisivo (Salamonsen et al., 2000).

As MMP sao secretadas, em sua maioria, na forma latente, sendo
ativadas no meio extracelular por uma variedade de proteases. Uma vez ativada, a
enzima pode ter sua acao blogueada por um dos quatro ITMP. Se o balanco

entre MMP e ITMP é insuficiente, ocorre degradacao da matriz extracelular; se isto
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ocorre sem controle, determina uma completa destruicao do tecido. Portanto, &
necessario que ocorra uma macica producdo das MMP para a rapida e extrema

destruicao tecidual vista na menstruacéao (Salamonsen et al., 2000).

Muitos estudos descrevem a expressdo do RNAm e da proteina que
origina a MMP, bem como sua localizagdo celular no endométrio humano
durante o ciclo menstrual normal mediante o uso da hibridizacdo in situ e

estudos imunoistoquimicos (Quadro 2).

Quadro 2 - Localizacao celular das enzimas matriz-metaloproteinases (MMP) e dos
inibidores teciduais das MMP (ITMP) no endométrio humano perimenstrual e menstrual

MMP Sin6énimo Localizacao celular do RNAm Localizacao celular da proteina
MMP-1 Colagenase Estroma, arteriolas e pequenos Estroma, pontos focais
intersticial vasos
MMP-2 Gelatinase 17 Estroma, epitélio Estroma, endotélio, epitélio
MMP-3 Stromelysin 1 Estroma adjacente ao epitélio, Estroma, pontos focais

associado com membrana basal
e na estrutura dos vasos

sanguineos

MMP-7 Matrilysin Epitélio glandular Epitélio glandular

MMP-9 Gelatinase 9 N, M N, M, EO (nos vasos sanguineos),
glandulas epiteliais e estroma.

MMP-10 Stromelysin 2 Estroma Estroma

MMP-11 Stromelysin 3 Estroma Estroma (baixa concentragéo)

MTI-MMP Nao examinado Epitélio, algumas areas de estroma
decidualizado

MMP-14 Glandulas epiteliais

ITMP-1 Epitélio e estroma periglandular ~ Epitélio, estroma, musculatura
vascular

ITMP -2 Nao examinado Epitélio, estroma, musculatura
vascular

ITMP -3 Nao examinado Epitélio, estroma, musculatura
vascular

Dados obtidos por hibridizagao e estudos imunoistoquimicos. N= neutréfilos; M = macréfagos/mondcitos;
EO = eosindfilos; MT = tipo membrana (modificado de Salamonsen e Woolley, 1999 e atualizado segundo
Goldman e Shalev, 2003).
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Como demonstrado anteriormente, no pré-ménstruo e durante a menstruagao,
a maioria das MMP € produzida por células estromais, embora a MMP-7 seja
um produto das células epiteliais e a MMP-9 seja produzida por eosindfilos,

neutréfilos e macrofagos.

Observa-se também que as MMP podem ser divididas em quatro subfamilias
maiores, que sdo as colagenases (MMP-1), gelatinases (MMP-2, MMP-9),

estromelisinas (incluindo a MMP-3) e MT-MMP (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Em estudos in vitro observou-se que as MMP podem ser reguladas no
endomeétrio, por fatores enddcrinos e paracrinos. Em relagdo aos mecanismos
enddcrinos, a progesterona € o fator mais importante quando ocorre queda nos
niveis de sua producdo, no endométrio decidualizado ocorre aumento na

producdo de MMP-1, 2 e 3.

Dentre os fatores paracrinos considera-se o papel dos leucécitos, através
da producdo de citocinas: interleucina 1, fator de crescimento B3, fator de
necrose tumoral o e proteases, incluindo a neutréfilo elastase. As citocinas tém
papel critico na producéao e ativacdo das MMP que determinam a menstruacao

(Salamonsen et al., 2000).

Recentemente foi observado um aumento acentuado da triptase mastocitaria
endometrial, dentre as usuarias do SIU-LNG com sangramento uterino, a qual

consiste em enzima fundamental na ativagdo da MMP-3 (Peloggia et al., 2006).
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Considera-se que a queda dos niveis ou a dessensibilizacdo dos receptores
de progesterona, através da producao de quimiocinas pelas células estromais e
epiteliais, parece induzir a entrada e a ativagao dos leucocitos no endomeétrio. Estas
células parecem determinar uma macica producéo de citocinas que levam a ativagcao

das Pr6o-MMP ou talvez promovam, diretamente, a produ¢ao das MMP (Figura 2).

As proteases liberadas por células migratérias ou mastdcitos ativados talvez
ativem as MMP latentes. Algumas MMP ativadas podem ativar outras MMP. A
degradacao da matriz extracelular endometrial € das membranas basais resulta na
fragilidade dos vasos sanguineos e na perda de tecido endometrial (Salamonsen e

Woolley, 1999).

Queda dos niveis ou dessensibilizagao

/ dos receptores de progesterona

/ Células epiteliais

Quimiocinas

v

" S
Leucdcitos Oc}%?‘

v 4 Pr6-MMP
Leucécitos MMP /
'S

Células estromais ou decidualizadas

A

Ativados Ativadas

l ITMP

Quebra endometrial

Figura 2. Regulacdo da ativagdo das MMP na menstruagéao
(modificado de Salamonsen e Woolley, 1999).
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Verifica-se, pelo esquema anterior, que a queda dos niveis ou a
dessensibilizacao dos receptores de progesterona, através da producdo de
quimiocinas pelas células estromais e epiteliais, parece induzir a entrada e a
ativacao dos leucécitos no endométrio. Estas células parecem determinar uma
produgdo macica de citocinas que levam a ativacdo das Pr6-MMP ou talvez

promovam, diretamente, a producdo das MMP.

As proteases liberadas por células migratérias ou mastdcitos ativados talvez
ativem as MMP latentes. Algumas MMP ativadas podem acelerar outras MMP. A
degradacao da matriz extracelular endometrial € das membranas basais resulta na
fragilidade dos vasos sanguineos e na perda de tecido endometrial (Salamonsen e

Woolley, 1999).

A imunolocalizagdo da MMP-9 foi descrita em bidpsias endometriais de
mulheres usuarias de Norplant®, em neutrdfilos, eosindéfilos, sobretudo naquelas
com morfologia endometrial descamativa. Nao foi observada correlagdo entre o
namero de células positivas para MMP-9 e o nimero de dias de sangramento

(Vicent et al., 1999).

A imunorreagao para ITMP foi demonstrada no endométrio de usuarias de
AMP-D, estando presente em todos os compartimentos, porém com uma significativa
diminuigao no epitélio (ITMP -1 e ITMP -2), no estroma (ITMP -1, ITMP -2, ITMP
-3), no endotélio (ITMP-1 e ITMP -2) e na musculatura vascular lisa (ITMP-1)
em comparacao com controles (biépsias endometriais de mulheres no periodo

pré-menstrual ou menstrual). Este estudo demonstrou aumento do influxo de
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células positivas para MMP-9 (neutrofilos e células TCD3+), macréfagos e
células natural Killer no endométrio de usuarias de AMP-D de forma semelhante

ao de mulheres no periodo perimenstrual (Vincent et al., 2002).

Estudo envolvendo usuarias de Norplant® demonstrou que, durante os
episddios de sangramento, os niveis de LNG e de hormdnio sexuais néo
apresentaram variagées, quando comparados aos do periodo sem sangramento,
exceto por um discreto decréscimo na concentracao de estradiol. No entanto, a
expressao e ativacao da MMP-3, em material de bidpsia endometrial, encontrava-se

consistentemente aumentada no inicio dos episédios de sangramento.

Além disto, a MMP-3 foi imunolocalizada nas células estromais com areas de
quebra tecidual com sangramento endometrial severo, mas ndo em area sem
sangramento. Estas observacdées sugerem que a expressao e ativacdo da
MMP-3 participam na iniciacdo dos episédios de sangramento em usuarias de

Norplant® (Marbaix et al., 2000).

Em outro trabalho observou-se a presenca de MMP-1 e 3 em células
estromais e na matriz extracelular adjacente, bem como de MMP-9 em varios
subtipos de leucécitos em usuarias de Norplant® ou de acetato de
medroxiprogesterona na forma de depésito, em comparacao com controles

normais (Vincent e Salamonsen, 2000).

Também verificaram que nas usuérias de anticoncepcionais contendo
somente progestogenos, a extensao das MMP endometriais, a imunolocalizagao de

neutrofilos, eosindfilos e de mastdcitos ativados foi similar ou maior que aquela
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observada no grupo-controle com mulheres no periodo perimenstrual. Niveis
maiores de MMP-1 foram observados em usudrias de Norplant® quando
comparados as usuarias de AMP-D. Nenhuma correlagéo foi observada com o

numero de dias de sangramento (Vincent e Salamonsen, 2000).

Diante disso, torna-se bastante sugestivo que a expressédo e ativagao
das MMP participem na iniciacdo dos episddios de sangramento em usuarias
de anticoncepcao contendo apenas progestdogenos. As MMP mais estudadas

no endométrio sdo as 1, 3 e 9 (Salamonsen et al., 2000).

A MMP-3 apresenta um extenso alcance de agao, degradando multiplos
componentes da matriz extracelular, incluindo proteoglicanos e a regidao nao

helicoidal do colageno (Clavel et al., 1992).

A ativacdo das MMP somente se inicia apdés um passo critico, que
constitui a ativagdo da MMP-3 (Salamonsen e Lathbury, 2000), como
demonstrado na Figura 3, a qual mostra a cascata de ativacdo das MMP

postulada pela degranulacéao inicial de mastocitos.
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Figura 3. Cascata de ativacao das MMP postulada pela degranulagdo
inicial de mastocitos (modificado de Salamonsen e Woolley, 1996).

A MMP-3 também ativa a Pr6-MMP-1 e a Pr6-MMP-9 (Marbaix et al.,
2000). Diante destas significativas acdes, o envolvimento da MMP-3 no processo

de quebra do estroma endometrial é investigado neste trabalho.

Observa-se, com essa revisao da literatura, que nao ha um consenso
sobre a patogénese do sangramento uterino anormal associado ao uso dos

anticoncepcionais contendo apenas progestdgenos.

Este trabalho tem como objetivo verificar se existem diferencas quanto aos

aspectos histolégicos endometriais, a densidade e o calibre microvascular e a
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quantificagdo da matriz-metaloproteinase-3 em usuarias do SIU-LNG ou do implante

subdérmico liberador de NES, em grupos com e sem sangramento uterino.

O presente estudo consiste no primeiro - do qual teve origem uma série
que esta sendo realizada na Unidade de Reprodugdo Humana do Centro de
Atencao Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) - que visa avaliar as caracteristicas do endométrio de

usuarias de progestdégenos de longa duragao.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Comparar os aspectos histolégicos endometriais, a densidade e o calibre
dos vasos da mucosa endometrial, bem como a quantificagdo da MMP-3 em
usuarias do SIU-LNG ou do implante subdérmico liberador de NES, nos grupos

com e sem sangramento uterino.

2.2. Obijetivos especificos

Comparar, nos grupos de usuarias do SIU-LNG ou do implante

subdérmico liberador de NES , com e sem sangramento uterino:
m a classificagdo do padrao histoldégico do endométrio;

m a presenca ou ndo de endometrite, necrose estromal, erosdo de
superficie da mucosa endometrial com reepitelizacao focal e colapso

estromal;
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o grau de pseudoestratificacdo das glandulas e do edema estromal;

a quantificacdo de mitoses, leucocitos, eosindfilos, plasmécitos, glandulas,
mitoses no epitélio glandular, &rea, perimetro, maior e menor diametro

e altura glandular;

a densidade e o maior diametro dos vasos da mucosa endometrial;

a quantificacao da expressao imunoistoquimica da MMP-3.
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3. Publicacoes

Artigo 1
Correlation between endometrial histology, microvascular density and
calibre, matrix metalloproteinase-3 and bleeding pattern in women using

levonorgestrel-releasing intrauterine system (Mirena®)

Artigo 2
Endometrial histology, microvascular density and caliber, and matrix
metalloproteinase-3, in users of the Nestorone®-releasing contraceptive

implant with and without endometrial breakthrough bleeding
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3.1. Artigo 1

Hum. Reprod. Advance Access published June 10, 2004

Human Reproduction Page 1 of 7 DOI: 10.1093Mumrep/dch348

Correlation between endometrial histology, microvascular
density and calibre, matrix metalloproteinase-3

and bleeding pattern in women using

a levonorgestrel-releasing intrauterine system

Marilia Oliveira-Ribeiro’, Carlos A.Petta’”, Liliana A.L.De Angelo Andrade?,
Luis Bahamondes' and Margarete M.Hidalgo'

'Human Reproduction Unit, Department of Obstetrics and Gynaecology and *Department of Pathology, School of Medicine,
Universidade Estadual de Campinas {UNICAMP), Campinas, Brazil

*To whom correspondence should be addressed at: Caixa Postal 6181, 13084-971, Campinas, SP, Brazil. E-mail: cpetta@atiglobal.net

BACKGROUND: The main reason for discontinuation of the levonorgestrel-releasing intrauterine system (LNG-
IUS) is unpredictable bleeding pattern. METHODS: The objective of the study was to evaluate the endometrial
histology, microvascular density and calibre, and the quantification of matrix metalloproteinase (MMP-3) in long-
term users of LNG-IUS, with and without bleeding. Endometrial biopsies were obtained from 58 healthy women,
29 who maintained some degree of endometrial bleeding and 29 who were amenorrhoeic. RESULTS: In the histo-
logical analysis, the majority of samples displayed a progestin-modified appearance. The major glandular diameter
and the perimeter were significantly greater in the group of women with amenorrhoea. A significantly higher num-
ber of leukocytes was found in the group with bleeding (P = 0.014). No significant correlation was observed
between the microvascular density or calibre and the bleeding pattern. MMP-3 showed a significantly higher num-
ber of reactive cells (P = 0.005) in the group who maintained some degree of bleeding. CONCLUSIONS: Women
using LNG-TUS who maintained endometrial bleeding during its use presented a higher number of leukocytes and
MMP-3 in the endometrium when compared to women using LNG-IUS who became amenorrhoeic. However, the
results did not provide evidence for microvascular pattern changes.

Key words: endometrial bleedingfintrauterine levonorgestrel/leukocytes/MMP-3/microvessels

endometrial histology, endemetrial vascular morphology,
function and haemostasis, and endometrial repair mechan-
isms are all possible mechanisms to explain bleeding (Fraser
et al., 1996).

The role of matrix metalloproteinases (MMP) in endo-
metrial breakdown that triggers menstruation has been
described previously (Salamonsen and Woolley, 1996, 1999).

Introduction

The progestogen-only contraception methods are used by
an considerable number of women. They provide long-term
action and high efficacy. The 20pg/day levonorgestrel-
releasing intrauterine system (LNG-IUS} is associated with a
97% reduction in menstrual bleod loss (Andersson and Rybo,
1990; Milson er al, 1991), and the predominant bleeding

pattern among Brazilian women was amenorrhoea, present in
~50% after | year of use (Hidalgo er al., 2002). Despite the
reduction in menstrual bleeding, unpredictable breakthrough
bleeding is the most common reason for discontinuation of
use of the method in LNG-IUS users and other progestogen-
only contraceptives.

The mechanism leading to episodes of bleeding remains
to be elucidated (D'Arcangues er al., 1992; Findlay, 1996;
Hickey et al., 1999; Fraser and Hickey, 2000). Changes in
the endometrial steroid receptor profile, with down-regulation
of the receptor for estrogen and both isoforms of the
progesterone receptor (Critchley et al., 1998b), alterations in

Humgn Reproduction © European Sociely af Fuman Reproduction and Embryology 2004; all rights reserved

This study aimed to assess the histological appearance, includ-
ing the number of leukocytes, the microvascular density and
calibre, and the quantification of MMP-3 in the endometrium
of long-term users of LNG-1US who maintain some degree of
endometrial bleeding or among those who were amenorrhoeic.

Materials and methods

This study was conducted at the Human Reproduction Unil, Depant-
ment of Obstetrics and Gynaccology. School of Medicine, Universi-
dode Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil. Insti-
tutional Review Board approval was obtained and all women signed
an informed consent form before joining the study.
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The sample size was established in 28 women in each group. This
figure was estimated based on a 40% difference between users of
LNG-IUS with and without bleeding and with alpha of 0.05 and beta
of 0.20. A 10tal of 58 users of LNG-1US (Mirena™; Leiras/Schering
Oy, Finland) for contraccption for >3 years were enrolicd.

Endometrial specimens were carefully obtained by biopsy (Pipelie
de Cornier, Prodimed, Neuilly-en-Thelle, France} at the outpatient
clinic without anaesthesia to try 1o obtain material from the whole
wall of the uterine cavity. [n the cases in which the material was
scanty it was useful for the histological quantitative analysis but not
for other analyses, The other findings were obtained from 22 out of
29 samples from the group with blecding and 18 oul of 29 samples
from the group with amenorthoea, because the lissue was atrophic

and the material was scant {(Mazur and Kurman, 1995) that did not
allow for an adequate analysis of those parameters. Usually, these
specimens are often reported as insufficient or inadequate for analy-
sis (Wang et al., 1995; Marbaix er al., 2000; Vincent er al., 2000).
However, scant lissue may be representative of the lining of the
ulcrine cavily as 2 whole (Mazur and Kurman, 1995).

The women included in this study answered a questionnaire about
their menstrual pattern after the inscrtion of the LNG-TUS. Women
were considered belonging to the group of no bleeding if they had
not presented any ulerine bleeding in the 3 months priov to the
biopsy. The women assigned (o the group with bleeding were hose
who had presented some ulerine bleeding in the 3 months prior to
joining the study but were not bleeding at the time the endometrial
biopsy was taken.

The biopsies were fixed in 10% buffered neutral formalin, dehy-
drated, embedded in paraffin and cut at 4 mm, deparaffinized, rehy-
drated, stained with haematoxylin and eosin (HE) according to
standard protocols and submitied to immunchistochemical analysis.
The qualitative histological analysis was performed with the use of
a Nikon E-200 microscope. The histological and immunohistoche-
mical quantitative analyses were performed on the captured image,
with the use of a Nikon E-200 microscope, a Nikon Coolpix-95
videocamera coupled to a computer with a special plate and soft-
ware for image analysis (Imagelab™, Brazil).

Endometrial histology

The morphometric assessment was similar to that used by Wang
er al. {1995): five randomly selected high power ficlds { x 400
objective) were assessed for the qualitative and quantitative ana-
lyses. Each sampie was classified into the histological pattern, and
they were considered suitable for the qualitative and quantitative
analyses if the section contained both glands and stroma, and if at
least five random fields could be counted at a X 400 magnification.

The qualitative analysis included the following histological
patterns: {i) proliferative: features consistent with the proliferative
phase of the normal cycle; (ii) sccretory: consistent with the
secretory phase of the normal cycle; (iii) progestogenic: evidence of
exogenous progestogenic effects, small glands with cuboidal or low
columnar cpithelin and decidualized stroma; (iv) atrophic: endo-
metria with very little dense stroma, reduced glands with small
cuboidal epithelial cells (Hickey er al., 1999) or scant or absent
material (Mazur and Kuman, 1995). Endomerritis (defined by the
presence of plasma cells or eosinophils), stromal necrosis. mucosal
collapse, superficial erosion with epithelial re-epithelization, glandu-
lar pscudostratification and cdema, were the other qualilative
characteristics analysed in this study.

The number of stromal mitoses, leukocyles, cosinophils, glands,
glandular mitoses and measurements of the glandular area and per-
imeter, major and minor glandular diameter, and height of the
glandular epithelium were the parameters morphometrically asscssed
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in five high power fields { x 400), The leukocytes were morphologi-
cally identified by the size of the cell and the characteristic nuclear
pattern. When presenting cytoplasmic granules, they were classified
as cosinophil leukocyles and when presenting eccentric nuclei and

chromatin with typical distribution they were identified as plasma
cells.

Endometrial vessels

The endometrial microvasculature was visualized using immuno-
histochemical reactions by the avidin—biotin—peroxidase method,
using antigen recovery with antigen exposure in a pressure steam
cooker (15min, citrate buffer 0.01 mmol/l, pH 6.0). The primary
antibody utilized was the mouse monoclonal antibody against
human CD34 anligen (Neomarkers, Labvision, USA), at a dilution
of 1:50, which is expressed on the endothelial cell membrane (Fina
er al., 1990; Hickey et al., 1999). The secondary antibody was the
Envision (Dako) reaction amplifier. Positive and ncgative reactions
were performed by using human placenta as control.

Vessel counting

The greater endometrial vascular density field in each case was
chosen in order to standardize the wvessel counting. Al a
magnification; X 100, all brown-coloured structures were considered
positive, even if a lumen could nol be identified (Hickey er af..
1999). The measurements were calculated by the average number of
vessels/mm?. The vascular calibre, based on the CD34 immunoex-
pression. was evaluated using a magnification X 100 objective by
selecling the major vessels in each case, and the diameler and area
measurements were calculated with the image software.

MMP-3 expression quantification

MMP-3 immunohistochemistry was performed with the use of a
monocional mouse anti-human MMP-3 antibody (Neomarkers; Lab-
vision, USA), Ab-2 (Clone SL-1 1ID 4), at a dilution of [:50.
Stromal cells with fine granular brown-coloured cyloplasm were
considered MMP-3 positive. Negative and positive reactions were
carried out with human placentas used as reaction control. Perl’s
histochemical reaction was carried out after the immunostain reac-
tion in order to distinguish the posilive immunostaining brown col-
our from the haemosiderin of the endometrial mucosa. In each case,
the most intensely stained regions were selecled and 10 fields at
magnification X 400 were counted. The numbers of posilive and
negative cells were counted. All the stroma cells werc counted until
reaching 1000 cells in each case.

Statistical analysis

The quantitative variables and the qualilative evaluation of histo-
logical findings were analysed using the x"-test. The variables for
age, duration of contraceptive use, and body mass index (BMI)
(kg/mz) were analysed using the Mann—Whitney U-test. As for the
quantitative histological cvaluation, the Mann~Whitney U-test was
used [or the abnormal distribution and Fisher's r-iest for the normal
distribution. The Mann—Whitney U-test was also utilized for the
cvaluation of density. microvascular calibre and quantification of
MMP-3, The significance was established at P < 0.05.

Results
Subjects characteristics

The subjects’ characteristics are shown in Table L No sign-
ificant difference was found between the two groups (with
and without endometrial bleeding) with respect to age

64  Publicagdes



Table I. Clinical characleristics and endometrial histological classification,
after 3 years of LNG-1US use in women with and without blecding

With bleeding Without bleeding

No. of women 29 29
Age (years)® 2B.3(+4.5) 27.2(x556)
Parity (%)

=2 75.9 82.8

>2 24.1 17.2
Ethnicity {%)

White 724 51.7

Non-white 2.6 483
Bedy mass index (kg/m®)F 26.7 (£5.3) 272 (£5.6)
Duration of contraceptive use 384 (£12.4) 424 (+7.0)
Histology (%)

Progestogenic 69.9 62.1

Atrophic 24.1 3719

Secretory 34 0

Proliferative 34 0

“Results are given as mean (* SD).

(P = 0.078), parity (P = 0.745), BMI (P = 0.768), duration
of contraceptive use (P = 0.139), and ethnicity (P = 0.176).
The menstrual pattern previous to the contraceptive use was
also not significantly different in the two groups (P = 0.391).
The most frequent pattern in the group with bleeding was
spotting (65.5%), with oligomenorrhoea and normal cycles
occurring in 17.2% respectively.

Histolpgical assessment

No differences were found in the histological patterns of both
groups. The histological analysis of the tissues showed that
the majerity of the samples had progestogenic appearance,
followed by an atrophic pattern. In the group with bleeding,
one case of secretory and one case of proliferative endo-
metrial pattern was observed (Table I). No cases of hyper-
plasia or cancer were observed. There were no significant
differences between the proups with or without bleeding in
relation to the other qualitative histological characteristics.

Stromal edema was present in the majority of the cases in
both groups (P = 0.238). Endometritis (morphological identi-
fication of plasma cells or eosinophils) was observed in 54.5
and 61.1% in the groups with and without bleeding respect-
ively (P = 0.923). Stromal necrosis (P = 1), superficial ero-
sion with focal re-epithelialization (P = 0.197), mucosal
breakdown (P = 0.464), and glandular pseudostratification
(P =0.187) were absent in the majority of cases in both
ZToups.

Other alterations were observed at low frequency. In the
group with bleeding, there was one case of polyp, with
intense fibrinous exudate, presence of giant cell and focal
proliferative endometrium; two cases with intense neutrophi-
lic exudate; and four cases (18.2%) with many macrophages
with haemosiderin. In the group with amenorrhoea, we
observed one case with giant cell inflammatery reaction, hya-
lin material in an enlarged interstitial space, fusiform cells
and hyalin decidua; two cases with microcalcifications, and
six cases (33.3%) with macrophages with haemosiderin. Stro-
mal mitosis (P = 0.191), number of eosinophils (P = 0.489)
and plasma cells (P = 0.911) were similar in both studied

Endometrial characteristics and MMP-3 in LNG-IUS users

groups. Figure 1a shows that the total number of leuko-
cytes was significantly higher in the i i
Yy ¥ higl group with bleeding

No significant differences were found in the numbes of
glands (P = 0.722}, measure of glandular area (P = 0.068),
minor glandular diameter (P = 0.406), and glandular epi-
thelium height (P = 0.805). The perimeter (P = 0.015) and
the major glandular diameter (P = 0.033) were significantly
higher in the group with amenorrhoea (Figure 1b and c). No
glandular mitosis was found,

Vascular aspecis of endometrial biopsies

Vessel counting was performed by two observers, and the
variation between them was minimal. The final counting of
vascular density was taken as the mean of these values.
Endometrial vascular density was (mean = SD) 25 + 18.1
and 33 * 16.3 vessels/mm?® in the groups with and without
bleeding respectively (P = 0.817) (Figure !d). Major vascu-
lar diameter was (mean * SD) 2614 * 1826 um in the
group with bleeding, and 1781 * 1354 um in the group in
amenorrhoea (P = 0.211) (Figure le).

MMP-3 immunohistochemical data

Figure 1f shows that in the group with bleeding, the rate of
cells expressing MMP-3 by 1000 stromal counted cells
(mean * SD) was 162 * 1194, thus being significantly
higher than in the group in amenorrhoea (52 * 52.6) (Figure
2a and b) (P < 0.005).

Discussion

Qur results showed that the perimeter and the major glandu-
lar diameter were significantly higher in the group of women
in amenorrhoea. On the other hand, women in the group with
some bleeding pattern presented a significantly higher num-
ber of leukocytes and the MMP-3 showed a significantly
higher number of reactive cells.

It is necessary to take into account that the group of women
presenting uterine bleeding had several patterns, and the
samples of the endometrium in this group were not collected
during the bleeding episode. Therefore, the findings cannot be
interpreted as an explanation for the irregular bleeding experi-
enced by some LNG-IUS users, Unpredictable breakthrough
bleeding is the most frequent cause of discontinuation of the
method of contraception, but our findings could provide an
insight into the mechanism of action for bleeding during the
use of LNG-TUS. Additionally, in vivo, MMP-3 is secreted
and diluted in the extracellular space, where weak immunos-
taining was reported (Jeziorska et al., 1996).

The finding of no correlation between the bleeding patterns
and the histological appearance of the endometrium was
described previously (Nilsson er al., 1978; Silverberg er al.,
1986; Hickey er al., 1999; Pengdi et al., 1999; Skinner e! al.,
1999). In both groups. the majority of samples showed a
progestin-modified appearance (Critchley et al., 19984,
Phillips et af., 2003) and atrophic endometrium was the
second most common finding. These specimens are often
reported as insufficient or inadequate for analysis (Wang e al.,
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Figure 1. Several parameters in the endometria of women with levonorgestrel-releasing intrauterine system alter 3 years of its use in the
group with (n = 22) and withoul blecding {7 = 18). (a) Number of leukocytes (£ = 0.014). (b and ¢) Perimeter (£ = 0.015) and major gland-
ular diameter (P = 0.033}. {d) Number of vessels. (e) Major vascular diameter. (f) Positive index for matrix metalloproteinase-3 in stromal
cells. Each box is limiled by the 25ih and 75th percentiles, the solid line in the middle is the median value, and the whiskers represent the

minimum/maximum value measured.

1995; Marbaix et af., 2000; Vincent et al., 2000}, however, it
may be representative of the uterine cavity (Mazur and
Kurman, 1993). These results were similar to previous pub-
lications showing that approximately half of the samples
obtained from users of Norplant® implants and depot medr-
oxyprogesterone acetate (D-MPA) were not adequate for ana-
lysis (Hadisaputra er al., 1996; Vincent er al., 1999).

No difference was found between the two groups regarding
vascular density. A marked decrease in the number of
vessels was observed among women with amenorrhoea (32
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vessels/mm?), similar to that ebserved in users of high doses
of oral progesterone (Song and Fraser, 1995) or in the endo-
metrium exposed to progesterone-releasing IUD (Progesta-
sert®) (Shaw er al., 1981).

Others described an increase in vascular density in users of
Norplant implants and LNG-IUS (Hickey er al, 1999;
McGavigan er al., 2003). Our results with the use of CD34
are discordant with other studies that found a great increase
in vascular density in the users of Norplant immediately after
the insertion (Hickey et al., 1999) or in users for periods of
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Figure 2. Micrograph of matrix metalloproteinase-3 staining in the endometria of users of levonorgestrel-releasing intrauterine system with
amenorrhoea (a) and in women who maintain some bleeding pattern (b). Arrows indicate fine brown granules in the cytoplasm of stromal

cells.

2 and 4 months (McGavigan et al., 2003). The different find-
ings were probably related to the short length of LNG-IUS
use in these other series. In agreement with our results, one
other study found that LNG was not able to stimulate angio-
genesis in mice (Hague er al., 2002).

Leukocytes were significantly higher in the group with
bleeding. This is in agreement with previous opinions that
menstruation arises as a result of an inflammatory process
(Finn, 1986; Salamonsen and Lathbury, 2000). Withdrawal or
down-regulation of the receptors for progesterone (as occurred
with the use of LNG-IUS) may induce the entry or activation
of leukocytes into the endometrium, via production of chemo-
kines by endometrial stromal or epithelial cells, which may
up-regulate the production of cytokines by means of any of
these cell types (Salamonsen and Woolley, 1996, 1999).

An increase in infiltrated leukocytes was also observed
after 1 month of the insertion of LNG-IUS (Jones and
Critchley, 2000) and more frequently in the endometria of
women who had bled recently and less frequently in the
atrophic endometria of users of lower doses of progestogen
orally for contraception (Ludwig, 1982).

The number of leukocytes has been described as varying
according to the time of LNG-IUS use (Critchley et al.,
1998b) and having no asscciation with the menstrual pattern
of the user. It is necessary to recall that our women used the
LNG-IUS for >3 years and, on the other hand, in the group
of women with bleeding only seven samples out of 29 pre-
sented scant or atrophic endometria, which may be one of
the explanations for the differences between both groups
(Vincent and Salamonsen , 2000).

Leukocyte number has been demonstrated as important in
the normal function of the endometrium, including its role in
the regulation of MMP and in endometrial bleeding
(Salamonsen and Lathbury, 2000; Salamonsen et al., 2000).
However, few studies have correlated its number with the pre-
sence of endometrial breakdown bleeding, a fact observed in
our study that showed that the women who maintained some
level of bleeding presented a higher number of leukocytes,

even with the biopsies not being taken during an episode of
bleeding. Our number of cases is bigger than the one observed
and can explain our findings. However, one limitation of
our study was that leukocytes were evaluated only by
morphology, without immunohistochemical staining as per-
formed in one previous study (Vincent et al., 2000).
QOur results and those of previous studies (Vincent and
Salamonsen, 2000; Salamonsen et al., 2000; Salamonsen and
Lathbury, 2000) show the complexity of the relationship
between leukocytes and the response to the exogenous ster-
oids even in the case of intrauterine administration.

MMP-3 was significantly higher in women with bleeding.
MMP-3 is a protease involved in endometrial breakdown at
menstruation, playing a central role in establishing a cascade
of MMP activation (Salamonsen and Lathbury, 2000). Once
activated, MMP-3 is able to digest various extracellular
matrix proteins, including type IV collagen, laminin and
fibronectin of the basement membranes (Nagase, 1998). Pro-
teases released from migratory cells or activated mast cells
may activate the latent MMP. Some active MMP can also
activate other MMP, thus setting up a cascade of MMP acti-
vation. After secretion, MMP are also controlled through the
inhibition of enzyme activity by endogenous tissue inhibitors
of metalloproteinases (TIMP). The TIMP-1, -2, -3 are located
in the endometrium and their role would appear to be main-
tenance of tissue integrity (Zhang and Salamonsen, 1997,
Skinner et al., 1999). The MMP degradation of endometrial
extracellular matrix and basement membranes results in the
fragility of blood vessels and the loss of endometrial tissue
(Salamonsen and Woolley, 1996, 1999).

The zymography and western blotting studies in users of
Norplant implants showed the release of pro-MMP-3, and its
levels of activation increased when bleeding endometria were
compared with non-bleeding samples. Immunolocalization of
MMP-3 occurs in 36% of the bleeding endometria, but vir-
tually no detection was made in endometrial samples during
non-bleeding intervals (Marbaix er al., 2000). In our study,
the MMP-3 was found in most women who maintained some
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degree of endometrial bleeding pattern (except in two cases)
although the samples were taken during the interval between
bleedings. It could be speculated that our results were mis-
interpreted due to the presence of haemosiderin. However,
Perl's reaction was used 1o avoid biases in the analysis. Our
results are in agreement with the observation of intense
MMP-9 immunoreactivity in the stromal cells of all endo-
metrial samples in users of LNG-TUS (Skinner et al., 1999).

The MMP-3 expression was different from that observed
with other progestin-oniy contraceptives. The LNG-IUS deli-
vers higher local concentrations of LNG 1o the uterine cavity
than Norplant implants and D-MPA. Another difference in the
present study was that the MMP-3 was found in focal points
in all endometrial stromal cells, and not restricted to areas
showing stromal breakdown and tissue shedding. The differ-
ence could be explained by the previous finding which showed
that the high local concentration of progestin could down-
regulate the progesterone receptor (Critchley et af., 1998b)
and also because progesterone withdrawal was described as
the optimal stimulus for inducing all the MMP in the endome-
trium, including MMP-3 (Salamonsen ef al., 1997).

In conclusion, this study showed that the endometria of
long-term users of LNG-IUS who presented some degree of
bleeding through its use presented a higher number of leuko-
cytes and MMP-3, compared to women with amenorrhoea,
thus suggesting a pivotal role of both in the wiggering of
endometrial bleeding. The molecular mechanisms leading to
the deregulation of leukocytes and MMP, as well as to their
activation, need to be further investigated.
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Abstract

Objective: This descriptive study cvaluated cndometrial histology, microvascular density and caliber, and quantification of matrix
metalloproteinase (MMP-3) cxpression in long-term users of the Nestorone® (NES)-releasing implant who presented or not endometrial
breakthrough bleeding (BTB).

Methods: Endomctrial biopsics were obtained from 32 healthy women with unpredictable BTB. The quantitative analysis was performed
only in 20 samples.

Results: The mean duration of use of the implant among the 14 women with BTB was 19.6+ 1.0 months, and the other six women had used
the implant for 17.742.3 months (mean+S.E.M.). Histological analysis of the endometrial tissue showed a predominance of progestogenic
pattern followed by atrophic and proliferative endometrium in both groups. Mucosal breakdown and glandular psendostratification
were observed in half of the cases. Endometrial vascular density was 73.1+10.0 and 57.5+24.1 vessels/mm?, and maximum vessel diameter
was 923.3:486.0 and 1038.02404 um (mean+S.E.M.) in the group with and without BTB, respectively, without significance, and the rate
of cells expressing MMP-3x 1000 counted stromal cells was 155.84+24.8 and 127.0+19.0 (mcan+S.E.M.) in both groups, respectively,
without significance.

Conclusions: This study provides information about some cndometrial aspects of women using NES in contraceptive implants.
In addition, the endometrium was similar during long-term use of NES-releasing contraceptive implants in women with and without
endometrial blceding.

© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Endometrial bleeding; Subdermal progestin implant; Nestorone; Leukocytes; MMP-3/microvessels

1. Introduction provide in vitro rates of 125 pg/day, was evaluated in 300
women at thrce Latin American centers as part of the
Contraceptive Development Program of the Population
Council [11]. The principal disturbance recorded in the
menstrual diaries of these women was irregular blecding or
spotting, and this is in agreement with reports published on
the use of other progestin-relcasing subdermal implants or
other p-only contraceptives [12]. Prolonged bleeding and/or
spotting was less frequent but was still reported by more
than one third of subjects during the first |8 months of the

Progestin-only (p-only) mcthods of contraccption arc
used worldwide by millions of women mainly because of
their long-term action and high efficacy. Nestorone® (NES)
is a 19-nor-progesteronc derivative that has been studied as
a contraceptive in implant form [1-4], as a vaginal ring
{5-R] and as a gel {9,10]. A 45-mm-long subdermal implant
containing 92.7+2.4 mg (mcan+SD) of NES, intended to

* Comesponding authar. Tel.: +55 19 3289 2856; fax: +55 19 3289 study [11]. .
2440. ¢ o The mechanism that leads to unpredictable breakthrough
E-mail address: cpeta@attglobal.net (C.A. Petta). bleeding (BTB) remains unclear [13-17]. Changes have

(]0_10—78?.4!"!‘- - see front matter & 2006 Elsevier Inc. Al rights reserved.
doi:10.1016/).contraception.2005.10.013
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been reported in the endometrial stecroid receptor profile with
down-regulation of estrogen receptors and both isoforms of
the progesterone receptor [18]. Alterations have also been
found in endometrial histology, endometrial vascular mor-
phology, function and hemostasis, as well as in endometrial
repair mechanisms. Any of these mechanisms could explain
BTB [19].

The role of matrix metalloproteinase (MMP) in the
endometrial breakdown that triggers menstruation has been
previously described [20.21], and the role of MMP-3 in
BTB in users of p-only contraceptives has been previously
published [17.20,21]. The objective of this descriptive study
was to assess the histological appearance of the cndometri-
um, including the number of lcukocytes, the microvascular
density and caliber and the quantification of MMP-3 in the
endometrium in long-term users of the NES-rcleasing
contraceptive implant with and without endometrial BTB.
Based on the observation that the endometnal response to
progestins varied according to dose, typc, routc of admin-
istration and duration of exposure [22], our hypothcesis was
that the endometrium of women exposed to the NES-
releasing implant may be different from that observed in
users of Norplant implants and different between women
with and without BTB.

2. Materials and methods

The study was conducted at the Human Reproduction
Unit, Department of Obstetrics and Gynecology, School of
Medicine, Universidade Estadual de Campinas (UNI-
CAMP), Campinas, Brazil. The protocol was approved by
the IRB and all women signed an informed consent form
before enroliment to the study. Of the 100 Brazilian women
who participated in the clinical trial of the NES-releasing
implant [11], a subsamplc of 32 users was cnrolled in this
study. All participating women presented some unscheduled
bleeding pattem during implant usc.

Endomctrial specimens were obtained by biopsy (Pipelle
de Cornier®, Prodimed, Neuilly-en-Thelle, France), carried
out without anesthesia at the outpatient clinic, to obtain
matcnal from the entire wall of the uterine cavity. In cases in
which the material was scanty, only qualitative but not
quantitative histological analyses were performed. Quanti-
tative analyses were therefore carried out in only 20 of the
32 samples because the remaining 12 tissue samples were
atrophic and the material was insufficient [23]. The women
recorded bleeding patterns prospectively in a menstrual
diary throughout the entire duration of implant use.

According to thc World Health Organization [24.25],
bleeding was defined as “any bloody vaginal discharge that
requires the use of protection such as pads and tampons” and
spotting as “any bloody vaginal discharge that is not intense
cnough to require sanitary protection.” All women prescnted
unscheduled bleeding in the 3 months prior to joining the
study. During the 90-day period previous to the biopsy among

the 20 women in whom we performed the quantitative
analysis, the 14 women categorized with BTB presented
bleeding days ranging from 16 to 38 days (24.5+4.5,
mean+ SD) and blecding episodes ranging from 3 to 8. The
remaining six women (categorized as group without BTB), in
the 90-days period, showed bleeding days ranging from 8 to
12 days (11.0£0.5, mean+SD) and bleeding episodes
between 2 and 3 [25]. The biopsics were taken during
bleeding or within a few days of cessation of bleeding.

The specimens were fixed in 10% buffered ncutral
formalin, dchydrated, cmbedded in paraffin and cut into
4-um blocks, deparaffinized, rehydrated, stained with
hematoxylin and cosin according to standard protocols
and submitted to immunohistochemical analysis. Qualitative
histological analysis was performed using a Nikon E-200
microscope. Histological and immunohistochemical quanti-
tative analyses were performed on the captured image using
a Nikon E-200 microscope and a Nikon Coolpix-95 video
camera connected to a computer with a special plate and
software for image analysis (Imagelab®, Brazil).

2.1. Endometrial histology

Morphometric assessment was carried out using a
technique similar to that used by Wang ct al. [26].
Qualitative and quantitative analyses were camied out by
assessing five randomly selected high power ficlds (objec-
tive x400). Each sample was classificd according to
histological pattern, and they were considered suitable for
qualitative and quantitative analyses if the section contained
both glands and stroma, and if at least five random fields
could be counted at X400 magnification.

The qualitative analysis included the following histolog-
ical pattemns: (a) proliferative — features consistent with the
proliferative phase of the normal cycle; (b) secretory —
consistent with the secrctory phase of the normal cycle; (c)
progestogenic — cvidence of exogenous progestogenic
cffects, small glands with cuboidal or low columnar
epithelia and decidualized stroma; (d) atrophic — cndome-
tria with very little dense stroma, reduced glands with small
cuboidal epithelial cells [ 1 5] or scant or absent material [25].
Endometritis (defined by the presence of plasma cells or
cosinophils), stromal necrosis, endometrial glandular and
stromal breakdown, surface cpithelium crosion with reepi-
thelization, glandular pscudostratification and edema were
the other qualitative characteristics analyzed in this study.

The parameters morphometrically assessed in five high
power fields (*400) were the number of stromal mitoses,
leukocytes, cosinophils, glands, glandular mitoses and
measurements of the glandular area and perimeter, major
and minor glandular diameter, and height of the glandular
epithelium. The leukocytes were morphologically identified
according to the size of the ccll and their charactenistic
nuclear patten. When leukocytes presented cytoplasmic
granules, they were classified as cosinophilic and when they
presented eccentric nuclei and chromatin with typical
distribution, they were identified as plasma cells.
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Fig. 1. Micrograph of cell staming for MMP-3 10 the endometra of users of
NES mmplant wha presented BTB, Amaws indiczie fine brown granules i
the i::,.‘lnp'lusr.n of slamal cells

2.2 Endomelrial vessels

Microvasculature was assessed by immmohistochemis-
ary. Formalin-fixed, paraffin-cmbedded tissue sections were
subjected 1o immunohistochemical testing using the strep-
tavidin-hiotin method. New formalin-fixed sections were
placed on silanized slides. Antigen retrieval was performed
following hydration and endogenous peroxidase blocking
with 3% HyOy, using steam heat incubation with citrate
buffer 0.0l mmolL. pH 6.0. for |5 min. The primary
antibody used was the mowse antibuman CD34 monoclonal
antibody (Meomarkers, Labvision, Fremont, CA, USA) ata
dilution of 1:50, which &5 cxprossed in the endothelial cell
membrane |[5.27). Detection of specific antibody binding
was camied out using the Lovision-peroxidase system
(Dakopatts, code K491, Dako, Carpenteria, CaA, USA),
Slides were then stained with 3, 3-diaminebenzidine (Sigma,
St Lowis, MO, USA, code D-5637), counterstained with
Mayer's hematoxylin, dehydrated and mounted with Entel-
lan (Merck, Dammstadt, Germany, code 107961). Human
placenta was used as 4 comtrol to assess positive and
negative reactions. Megative contrel tissue was analyzed in a
similar way to that of study cases, cxcept that incubation
with primary antibody was not performed. Staining was
evaluated using an optical microscope. and all brown
structures wore considered positive even if the presence of
lumen could not be established |15].

2.3, Fewsel cownting

In order to standardize vessel counting, the endometrial
ficld with highest vascularization was chosen in CVETY case,
Under magnification (+100), all brown structures were
considered positive, even if the presence of a lumen could
not be established |13]. The measurements were caleulated
from the average number of vessels per millimeter squarcd.
Vascular caliber, based on CD34 UTHTHINDCXPICSSion, Wias
n'n_lualcd using magnification (=100 and by selecting the
major vessels in each case. The diameter and arca measure-
ments were caleulated using image software.

2.4 Matrix metalloproteinase-3 expression guantification

Matrix mctalioproteinasc-3 immuuohistbc'mmislry was
performed using 2 mouse antibuman MMP-3 monoclonal
antibody (Neomarkers), Ab-2 (Clone 5L-1 [ID 4), ot a
dilution of 1:50. Stromal cells with fine, granular, brown
cyloplasm were considercd MMP-3 positive (Fig. 1).
Megative and positive reactions were assessed using human
placentas as control. Perl's histochentical reaction was
performed following the immunestaining reaction in order
to ditferentiate the positive immunostaining brown color
from hemosiderin of the endometrial mucosa. Tn epch case,
the most intensely stained regions were selected, and the
rumbers of positive and negative cells in 10 felds at
magnification =400 were counted. All the stroma cells up to
a maximum of 1000 eells were counted in each case,

2.5, Statistical analysis

Comparizon of the demographic variables between the
two groups was performed using Pearson and Yates™ 37 test
when appropriale. The Student's f test was used to companc
both groups regarding some variables, and when the
disribution was abnormal. we used the Mann—Whitney
L test. The Mann—Whitney L7 test was also utilized for
the evaluation of density, microvascular caliber and quan-
tification of MMP-3. The significance was established
at p<.03.

3 Results
1.1 Charocteristics of subjects

The characteristics of women enrolled to this study are
showm in Table | Before initiating use of the implant, most
wormen (90.6%0) had regular menstrual cycles, At the ime of
the biopsy, the |4 women with BTE had been using the
implant for 1961 1.0 months and the other six women had
used the implamt for 17.7+2.3 months (mean+ SEM).

Tahle 1
Clinical charmetenstics and classification of emlomseinnl haswology in
long-term wsers of NES imyplant at bleeding episodes (r =10}

Vasinhles Women with Wamen without
BTH ATH
Ape (vears ¥ IRR+2S 2255
!":ml}- e
=32 R50 7.0
=2 150 510
Frhindcaty (%op
White 440 B0
Honwhing SR 14.0
BMI ikgim)® Pa{= 27 239 (2%
Use of NES implant rmonths)® 1940 (= 3.8 17.74= 2.5
Histalogy (Veh
Mraphic 14.3 la.d
Propesingenic 5540 0.0
Proliferative XA LY
Secroinry 7.1 LLY _

* Resulis are mean+ 50
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Table 2
Endometrial histometric characteristics in women presenting BTB (n = 14)
or without BTB (7 =6) during NES implant use (valucs arc mean)

Variable Women with Women without p volue
BTB BTB

Stromal mitosis® 0.8 0.8 NS

Total leukocytes® 124.2 1342 NS

Eosinophils® 0.5 0.6 NS

Glands" 6.6 12.5 0.02

Glandular arca (um) 17,551.5 15.902.5 NS

Perimeter (um) 568.23 543.25 NS

Maximum glandular 166.61 179.00 NS
diameter (pm)

Minimum glandular 118.23 111.75 NS
diameter (pm)

Glandular epithelium 250 24.3 NS
height (um)

Glandular mitosis® 0.643 1.25 NS

NS. not significant.
* Number per five high power fields.

3.2. Histological assessment

In the histological classification of the 20 samples
analyzed, the predominant pattern was progestogenic
pattern followed by the atrophic and proliferative endome-
trium, in both groups of women (Tablc 1). Stromal edema
was present in 95% of the cases. Mucosal breakdown and
glandular pscudostratification were obscrved in half of the
cases; however, most of the samples presented no stromal
necrosis. There were two cases of endometritis (morpho-
logical identification of plasma cells or eosinophils). The
few other alterations found consisted of three cases of tubal
metaplasia and eight cases of macrophages with hemosid-
erin. In addition, a total leukocyte count of 124.2 and 134.2,
an cosinophil count of 0.5 and 0.6 and glands of 6.6 and
12.5 (p<.02) were observed per five high power fields in the
group of women with and without BTB, respectively. Other
characteristics such as glandular area and epithelium height,
perimeter, maximum and minimum glandular diameter and
mitosis are described in Table 2. There were no differences
in the findings between the samples obtained in the group
with or without BTB and the samples obtained during
bleeding cpisodes or few days away from the bleeding
cpisodes. The only significant difference was observed in
the number of endomectrial glands that was doubled in the
group without BTB (p<.02) (Table 2).

3.3. Vascular appearance and MMP-3
immunohistochemistry of endametrial hiopsies

Endometrial vascular density was 73.14+10.0 and
57.5+24.1 vessels/'mm’ and maximum vessel diameter was
923.3+86.0 and 1038.0+404 pm (mean+ SEM) in the group
with and without BTB, respectively, without significance.
The rate of cells expressing MMP-3 x 1000 counted stromal
cells was 155.8424.8 and 127.0+19.0 (mcan+SEM)

i'.l women with and without BTB, respectively, without
significance (Fig. 1).

4. Discussion

As far as we know, this is the first study in which several
issues of the endometrium, including MMP-3, has been
cvaluated in users of the NES-releasing contraceptive
implant. With the exception of the number of glands that
was doubled in women without BTB, there werc no
differences in the other findings between the samples from
women with and without BTB. However, a major limitation
of the study was the fact that we were able to obtain material
from women presenting BTB, but only a few samples from
women without BTB or with regular bleeding as a control
group. It is important to establish the causcs of unpredict-
able BTB because this is one of the principal reasons for
discontinuation among users of p-only contraceptive
implants, including users of the NES-releasing implants
enrolled in a 2-year study conducted in three countries [11].

Our study showed endometrial samples with a predom-
inance of progestogenic pattern followed by atrophic and
proliferative pattern almost equal in both groups of women.
Four samples were compatible with the follicular phase, and
two were compatible with the lutcal phase of the menstrual
cycle. Patterns compatible with luteal activity were detected
in 23% of cycles at 18 months of usc in the entire group [11].
The cndometrium displayed different histological aspects
that were not correlated to bleeding pattems or to the
duration of use of the implant. Similar results have been
previously described in uscrs of Norplant implants and LNG-
TUS [16,17,28-33]. In addition, the observation of two cases
of cndometritis was uncxpected; however, Rhoton-Vlasak
ct al. [33] reported similar results in users of Norplant. These
women require special attention because the abmormal
bleeding could be a consequence of the endometritis and
may benefit from treatment with antibiotics.

Progestin released from contraccptive implants and
distributed along the hypothalamic—pituitary—gonadal axis
interferes with ovulation by partially or completely inhibit-
ing gonadotrophin [34]. This may explain the higher
frequency of progestogenic histological patterns found in
users of the LNG-IUS compared to users of implants
because serum levels of estradiol (Ez) and progesterone in
the former group are, in many cases, compatiblc with levels
of the luteal phase [35,36]. Tn omc study [I5]. the
endometrial histology most frequently found in users of
Norplant consisted of atrophic and proliferative patterns;
however, 14 months after the first biopsy, sccretory patterns
were observed. The difference between those results and our
results may be explained by the difference in the bleeding
patterns reported in each study.

The number of glands was significantly lower in samples
from women with BTB. This finding could indicate that the
atrophy of thc mucosa is greater and the proliferative
capacity is lower than in women without BTB. This could
be correlated with the number of glandular mitosis that was
also half that observed in the samples from women without
BTB, although without statistical significance.
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Previous reports showed the importance of MMP in
menstrual breakdown and showed that in the untreated
endometrium, stromelysin-1 (MMP-3) is expressed during
normal menstrual bleeding [37—41] and could be reproduced
in endometrial culture without E; and progesterone {42].

Our study found that in users of NES-relcasing implants,
cellular MMP-3 cxpression presented a trend that was
higher in women with BTB than in women without BTB,
although the results were not significant. However, this
result could be biased due to the small number of samples
in the group without BTB. This is in accordance with a
previous report from our group showing that, in users of the
LNG-IUS who continued to have some form of uterine
bleeding, MMP-3 expression was significantly higher than
in those women who were in amenorrhea [17]. Moreover,
Marbaix et al. [32] studied MMP-3 in users of Norplant at
the onset of blecding and during nonbleeding intervals and
showed that the occurrence of blecding was strongly linked
to MMP-3 expression and activation of tissue breakdown in
foci. In addition, when the nonbleeding endometrium was
compared to the bleeding cndometrium, MMP-3 was
almost fourfold greater in women of the latter group [32].
These results showed that regulation of MMP-3 ex-
pression and activation is altered in women who experience
BTB during the use of p-only contraceptive implants,
although we failed to observed difference between the two
studied groups.

However, the immunchistochemical technique used to
detect MMP-3 in this study may have underestimated the
oumber of cells producing MMP-3 because it is only
capable of detecting cells with a high capacity for MMP-3
expression. These results contradict the findings from a
previous study that observed that MMP-3 is secreted and
diluted in the extracellular space; however, these differences
may be a result of the different technique used since weak
immunostaining was reported [43].

Matrix metalloproteinase-3 and other proteinases have
been reported to be involved in endometrial bleeding and to
have a central role in the activation of pro-MMP-3 [44 45],
which in turn establishes a cascade of MMP activation [46].
After activation, MMP-3 is able to digest some extracellular
matrix proteins, including type IV collagen, laminin and
fibronectin from the basement membranes [32]. The
proteinases rcleased from migratory or activated mast cells
could activatc MMP that can in tumn activate other MMPs,
thereby also establishing a cascade of MMP activation. The
MMP degradation of endometrial extracellular matrix and
basement membranes results in the fragility of blood vessels
and the loss of endometrial tissuc described both at
menstruation and in Norplant implant users with abnormal
bleceding but rarely defected in the endometrium during
nonblecding intervals [20,21.32,47].

Regarding vascular density and maximum vessel diam-
cter, our results were higher and lower, respectively,
compared to previous reports in users of the LNG-IUS
who continued to have some form of endometrial bleeding

[17]. However, vascular density in our study was lower than
that observed by Hickey et al. [15] at 2—13 wecks and at
14-42 weeks after insertion and those of Rodgers et al. [37]
at 3—12 months of usc of the Norplant implant. Changes in
vascular density following insertion of Norplant implants
have also been described by Fraser and Hickey [16] and
have been reported in users of the LNG-TUS who presented
BTB [48]. It has been suggested [15] that vascular density is
higher in women presenting regressed endometrium; how-
ever, other authors [48—50] observed no increase in vascular
density in atrophic endometrium.

One explanation for the discrepancy between our findings
and those from other studies [15,37] could be the fact that in
11 out of the 20 women, in whom the evaluation was
performed, the histological appearance was progestational,
and in only threc cases was it atrophic. In addition, therc have
been reports that women from developed and developing
countrics respond differently with respect to bleeding
patterns during use of the same progestins [51]. Weight,
body mass index (BMI) and the degree of suppression of
ovarian activity may also influence bleeding patterns in users
of p-only methods. The fact that different techniques were
used in different studies cannot be ignored because different
results were found.

Total leukocyte count (in the 20 women in whom this
evaluation was possible) was similar to that reported pre-
viously for users of the LNG-IUS who maintained some
uterine bleeding patterns [1 7], and this may be explained by
the concept that endometrial bleeding is the result of
an inflammatory process [46,52]. Exogenous progestins
influence leukocytic infiltration [53], and the interstudy
differences may be attributable to the different abnormal
bleeding pattemns and to the different progestins used in the
studies [54].

Morcover, MMP degrades mature collagen and collagen
IV, contributing to vascular fragility and loss of epithelial
integrity, thereby stimulating BTB. Leukocytes play a role in
this mechanism via their role in the regulation of MMP, their
elaboration of some cytotoxic mediators and production of
vasoactive molecules [22]. However, we cannot draw
definitive conclusions based on our findings because leuko-
cytes were evaluated using morphology and not immunohis-
tochemical staining [22].

The lack of differences between the endometrial findings
of samples from women with and without BTB could be
accounted for by the small sample size in both groups,
because in almost one third of the samples, we could not
perform the evaluation due to insufficient material, as
occurred in other studies [22]. In conclusion, this study
showed that the endometrium presented a similar pattemn
during long-term usc of NES-releasing contraceptive
implants in women with and without BTB. Our results
could be biascd due to the small number of women without
BTB. In addition, this study provides information about
some endometrial aspects in women using the novel potent
progestin NES for contraceptive implants.
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4. Discussao

O presente trabalho, na qualidade de estudo pioneiro sobre o tema nesta
instituicao, exigiu superar obstaculos para sua concretizacdo. Inicialmente, nao
dispunhamos da estrutura tecnolégica necesséria, a qual foi montada apds
visita ao laboratério de ginecologia molecular da Escola Paulista de Medicina e
orientacao do Prof. Dr. Ismael Dale Cotrim da Silva, coordenador daquele servico.
Para a adequada utilizacdo do maquinario adquirido, bem como do software
Imagelab 2000, a pesquisadora principal e sua co-orientadora participaram de

treinamentos especificos.

A préxima barreira a ser vencida foi a nao especializacdo da pesquisadora
principal em anatomia patolégica, mas em tocoginecologia. Esta fase exigiu a
paciéncia e o profissionalismo da co-orientadora deste estudo, a qual habilitou a
pesquisadora principal para leitura das laminas em coloracdo de HE e em

reagoes de imunoistoquimica.

Durante o periodo de andlise do material, a pesquisadora principal

permaneceu, junto a sua co-orientadora, trabalhando durante seis meses no
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laboratério de anatomia-patoldégica. Muitos dos questionamentos foram
respondidos, via e-mail, pela Dra. Lois Salamonsen, pesquisadora consagrada
na area de avaliacdo endometrial em usuarias de anticoncepcionais hormonais,
do laboratério Prince’s Henry Institute (Melbourne, Australia). Aquele foi um
tempo de grande aprendizado para todos os envolvidos neste estudo. Esta tese
de doutorado concretiza um esforgco conjunto, que foi necessario em todas as

fases deste trabalho, e inicia uma importante linha de pesquisa.

Avaliando conjuntamente as duas publicacdes apresentadas dos estudos
realizados, consideramos que o SIU-LNG e o implante subdérmico liberador de
NES sao constituidos por compostos diferentes, com vias de administracao e
mecanismos de acao distintos, o que impede de estabelecer uma comparacéao direta
entre os dois métodos anticoncepcionais. Diante disso, poderia ser questionado o
fato de os dois trabalhos serem apresentados dentro da mesma tese. No entanto, os
estudos convergem ao considerarmos que ambos envolvem progestégenos de
acao prolongada, os quais determinam sangramento endometrial irregular em
grande numero de usuarias, sendo esta a principal causa de abandono do uso
destes métodos (Belsey et al., 1986; Fraser, 1986; Findlay, 1996; Hickey et al.,

1996a; 1998; Fraser e Hickey, 2000).

Além disso, atualmente, a tbnica da pesquisa em usuarias de
anticoncepcionais contendo somente progestdgenos consiste na analise endometrial
para a determinacdo da patogénese do sangramento uterino anormal e foi o

que avaliamos nos dois estudos, considerando as mesmas variaveis.
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Com relagdo a metodologia, trés diferengas ocorreram entre os dois

trabalhos:

1- No estudo envolvendo as usuarias do SIU-LNG foi possivel formar um
grupo de mulheres sem sangramento uterino ha trés meses ou mais. No
entanto, em usuarias do implante subdérmico liberador de NES néo foi
possivel constituir, apesar de intensa tentativa, um grupo de mulheres em
amenorréia devido aos episodios freqlientes de sangramento endometrial.
Assim, a biépsia de endométrio nas usuarias do implante subdérmico
liberador de NES, foi categorizada em grupos com e sem sangramento,
dependendo se a paciente estava ou ndo com sangramento no dia da

execucao da bidpsia.

2- Utilizou-se um formulario pré-testado (Apéndice 2) nos dois estudos,
onde constavam perguntas sobre o padrao menstrual prévio e apés o
inicio do uso do método, bem como se havia ou ndo sangramento

endometrial no dia da biépsia de endométrio.

Para as usuérias do SIU-LNG caracterizou-se o padrao menstrual prévio

e durante o uso do método clinicamente de acordo com Speroff et al. (1995).

Para as usuarias do implante subdérmico liberador de Nestorone, as quais
apresentavam padrées de sangramento muito irregulares, ndo sendo possivel
caracteriza-los clinicamente, considerou-se o calendario menstrual (Apéndice 3)
estabelecido por Belsey et al. (1986), preenchido pela mulher em sua casa e

entregue durante a consulta, o qual permitiu determinar, nos ultimos trés meses de
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uso do método, o numero de episodios e a duragao do sangramento endometrial

em cada um deles.

O calendario menstrual constituiu parte do estudo multicéntrico, do qual
todas as usuarias do implante subdérmico liberador de Nestorone participavam

previamente ao estudo apresentado nesta tese.

3- Dentre as usuarias do SIU-LNG, todos os casos com estroma escasso
ou ausente foram considerados como endométrio atréfico. Para tanto,
baseamo-nos na definicdo de autores conceituados em patologia do
endométrio (Mazur e Kurman, 1995), de que o tecido escasso talvez
seja tudo o que esteja presente e, entdo, representa, completamente,
0 que ocorre na cavidade uterina. Uma minima quantidade de tecido
deve servir para diagnéstico, de acordo com Mazur e Kurman (1995),

e isto ndo representa um material insuficiente.

Associando esta definicdo ao fato de que as biépsias endometriais foram
realizadas sempre pelas mesmas pessoas, obedecendo aos mesmos critérios,
incluimos aqueles casos que nao continham mais de cinco campos de 400X para
andlise como atroficos, embora o restante das andlises histologica e

imunoistoquimica nao tenha sido possivel nestes casos.

No entanto, na publicagdo do estudo envolvendo as usuarias do implante
subdérmico liberador de NES, os editores consideraram mais adequado tratar a

presenca de material escasso (menos de cinco campos para analise histolégica)
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ou ausente como material insuficiente, embasado nas definicbes de outros

autores (Wang et al., 1995; Marbaix et al., 2000; Vincent et al., 2000).

Assim, no estudo envolvendo as usuarias do implante subdérmico liberador
de NES, 12 casos foram considerados como material insuficiente e ndo como
atrofia endometrial,e portanto estes ndo foram considerados nos resultados. Os
demais 20 casos permitiram a analise de todas as variaveis estudadas. Salientamos

gue nao hé erro nas duas consideragoes, mas formas diferentes de interpretacao.

Com relacado aos resultados obtidos e com diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, dentre as usuarias do SIU-LNG o perimetro e o maior
didmetro glandular foram significativamente maiores no grupo sem sangramento.
No grupo com sangramento verificou-se um numero significativamente maior de

leucdcitos totais e células com imunoexpressao positiva para MMP-3.

Nas usuarias do implante subdérmico liberador de NES apenas o numero de
glandulas foi significativamente maior no grupo sem sangramento, € nao houve
diferenca estatisticamente significante com relacgdo a nenhuma das demais

variaveis estudadas.

No intuito de discutir os resultados obtidos de uma forma mais didatica,
as variaveis estudadas foram separadas em avaliacao histolégica, dos vasos
sanguineos e da imunoexpressao da MMP-3. Estes itens foram entdo subdivididos
em usuarias do SIU-LNG e do implante subdérmico liberador de NES, e

apresentados em seguida.
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4.1. Avaliacao histoldgica
4.1.1. Usuérias do SIU-LNG

Nas usuarias do SIU-LNG observou-se que nao houve correlagéao entre a
classificagao histolégica do endométrio e a presenca ou ndo de sangramento.
Nos dois grupos, o aspecto progestacional do endométrio foi 0 mais freqiente.

A atrofia endometrial foi 0 segundo achado mais encontrado.

Alguns autores verificaram, em mulheres usuéarias de Norplant®, 90% dos
casos com endométrio progestacional, 5% de endométrios com caracteristica
descamativa e atrofia endometrial em 5% (Vincent et al. ,2000). Este anticonceptivo
também contém levonorgestrel, mas, ao contrario do SIU-LNG que age diretamente
sobre 0 endométrio, 0 seu progestdgeno age a distancia (Hickey e Fraser,
2000a). Esperariamos, entdo, que o SIU-LNG determinasse mais casos de
atrofia endometrial que o Norplant®, o que foi verificado em 24,1% dos casos

com sangramento e em 37,9% dos sem sangramento no presente estudo.

Dentro do grupo de usuarias do SIU-LNG com sangramento uterino, também
foi encontrado um caso de endométrio secretor e outro de proliferativo. O endométrio
secretor foi observado em 10% das usuarias de Norplant®, sugerindo agcdo endoégena
da progesterona (Marbaix et al., 2000), morfologia também descrita por
Silverberg et al. (1986), como um caso contendo foco de glandulas em fase
secretora. O padrao proliferativo ndo é facilmente explicado e também nao
encontramos casos na literatura com este aspecto. Poderiamos interpretar que nas
mulheres que sangram ocasionalmente, na amostra curetada poderia ser observada

a camada basal de regeneracdo da mucosa que tem aspecto proliferativo.
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Dentre as caracteristicas glandulares analisadas, o perimetro e o maior
diametro glandular foram, significativamente, maiores no grupo sem sangramento.
N&o encontramos na literatura uma explicacao para isso e poderiamos justificar
este achado interpretando que a mucosa endometrial que sangra e descama
com maior freqliéncia ndo teria tempo suficiente para apresentar glandulas que

se desenvolvessem mais e fossem maiores.

Os leucécitos totais apresentaram numero significativamente maior no
grupo com sangramento, o que coincide com a literatura atual, que considera o
colapso da mucosa endometrial resultante de um processo inflamatério, no qual
os leucocitos apresentam um papel-chave, através da producdo de moléculas,

incluindo citocinas e proteases (Finn, 1986; Salamonsen e Lathbury, 2000).

4.1.2. Usuarias do implante subdérmico liberador de NES

No estudo envolvendo usuérias do implante subdérmico liberador de NES o
padrao histolégico endometrial predominante foi o progestacional nos dois grupos
avaliados. O aspecto histolégico endometrial ndo apresentou correlacdo com a
presenca ou ndo de sangramento endometrial no dia da realizacdo da bidpsia de
endométrio. Resultados semelhantes foram previamente descritos em usuarias do
implante sudérmico Norplant® e do SIU-LNG (Silverberg et al., 1986; Johannisson,
1990; Skinner et al., 1999; Fraser e Hickey, 2000; Jones e Critchey et al., 2000;

Marbaix et al., 2000; Rhoton-Vlasak et al., 2005).
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A observacao de dois casos de endometrite foi inesperada; no entanto,
Rhoton-Vlasak et al. (2005), descreveram resultados similares em usuérias de
Norplant®. Estas mulheres necessitam de especial atengdo, uma vez que o
sangramento uterino anormal pode ser consequéncia da endometrite e talvez

possam se beneficiar do tratamento com antibidticos.

O numero de glandulas foi significativamente menor em amostras endometriais
de mulheres com sangramento endometrial. Este achado pode significar que a
atrofia da mucosa é maior e a capacidade proliferativa € menor do que em
mulheres sem sangramento endometrial. Isso pode correlacionar-se com 0 numero
de mitoses glandulares, as quais foram menos freqlientes (a metade do numero)
que as observadas em amostras endometriais das mulheres sem sangramento,

embora sem significancia estatistica.

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos com
relacdo ao numero de leucécitos. No entanto, nas 20 mulheres onde a
avaliagao foi possivel, este nimero foi semelhante ao observado nas usuarias

do SIU-LNG do grupo com sangramento endometrial.

A auséncia de diferengas entre os aspectos histolégicos endometriais de
amostras de mulheres com ou sem sangramento endometrial, usuarias do
implante subdérmico liberador de NES, pode decorrer do pequeno tamanho
amostral nos grupos, uma vez que em um terco das amostras nao foi possivel
realizar a avaliagao histologica devido ao escasso material, como ocorreu em

outros estudos (Vincent e Salamonsen, 2000).
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4.2. Avaliacao dos vasos sanguineos

4.2.1. Usuarias do SIU-LNG

N&o foram encontradas diferengas significantes nas usuarias do SIU-
LNG entre os grupos estudados, com relagdo a densidade média do numero de

vasos ou ao maior diametro vascular.

Verificou-se um pequeno numero de vasos no grupo em amenorréia (32
vasos/mm?), sendo este resultado semelhante ao observado em usuérias de
progestdégenos em altas doses por via oral (Song e Fraser, 1995) ou no endométrio
exposto ao DIU liberador de progesterona (Progestasert®). Além disso, um
outro estudo, envolvendo ratas, mostrou que a angiogénese nao foi estimulada

pelo LNG em doses altas (acima de 100 nmol/l) (Hague et al., 2002).

Quanto ao maior didametro vascular, no grupo com sangramento endometrial
de usuarias do SIU-LNG verificou-se aumento da variacdo das medidas do
maior diametro vascular que no grupo sem sangramento, sendo os valores da
média dos casos com sangramento cerca de 30% maiores que 0S sem
sangramento. Entretanto, pela analise estatistica, estas diferencas nao foram

significantes, o que poderia estar relacionado ao tamanho amostral.

Outro estudo, no qual foi utilizado o marcador de células endoteliais CD-
31, demonstrou que, em usuarias do SIU-LNG, a densidade vascular encontra-se
diminuida e a area média dos vasos significativamente aumentada quando

comparado ao endométrio em ciclos menstruais normais (Jondet et al., 2005).
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4.2.2. Usuarias do implante subdérmico liberador de NES

Nas usuarias do implante subdérmico liberador de NES nao foram
observadas diferengas estatisticamente significantes, entre os grupos com e sem

sangramento endometrial, considerando-se a densidade e o maior diametro vascular.

Dentre as usudarias com sangramento endometrial, os resultados deste
estudo foram maiores em relacdo a densidade e menores quanto ao didmetro
vascular maximo, quando comparados ao estudo das usuarias do SIU-LNG com
sangramento endometrial. No entanto, a densidade vascular encontrada no
presente trabalho foi menor do que a observada por Hickey et al. (1999), 2 a 13
semanas e 14 a 42 semanas ap0s a insercado, ou descrita por Rodgers et al.

(1994), com 3 a 12 meses de uso do implante Norplant®.

Mudancas na densidade vascular, apds a insercao do implante Norplant®,
também foram descritas por Fraser e Hickey (2000), bem como verificadas
em usuarias do SIU-LNG que apresentavam sangramento endometrial

(MacGavigan et al., 2003).

Foi sugerido que a densidade vascular € maior em mulheres que apresentam
endométrio atréfico (Hickey et al.,1999); porém outros autores ndo confirmaram este
achado (Hickey et al., 1996a,1996b; MacGavigan et al., 2003). Uma possivel
explicacdo para as diferencas encontradas entre os resultados deste estudo e aqueles
de outros estudos (Hickey et al., 1999; Rodgers et al., 1994) pode ser o fato de que
em 11 das 20 mulheres, nas quais a avaliacdo foi realizada, o aspecto histoldgico

endometrial foi o progestacional e somente em trés casos observou-se atrofia.
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4.3. Avaliacao da imunoexpressao da MMP-3

4.3.1. Usuarias do SIU-LNG

A quantificagdo da MMP-3 no grupo com sangramento uterino em
usudrias do SIU-LNG mostrou aumento estatisticamente significante quando
comparada ao grupo sem sangramento. Este achado coincide com a literatura,
que mostra que a MMP-3 estava localizada nas células estromais de usudrias
de Norplant® e de AMP-D, sendo considerada na iniciacao dos episodios de

sangramento (Marbaix et al., 2000; Vincent e Salamonsen, 2000).

O uso da reacado de Western blotting e da zimografia - em usuarias de
Norplant® - detectou liberacao de pro-MMP-3 significativamente aumentada no
endométrio no periodo de sangramento em comparacdo com amostras sem
sangramento. Neste mesmo estudo, a MMP-3 foi expressa na forma de granulacdes
citoplasmaticas em algumas células estromais e em focos limitados a areas
com quebra estromal nos periodos de sangramento (36% dos casos: 5 de 14) e

nao naqueles sem sangramento (Marbaix et al., 2000).

Na avaliacdo deste estudo, a MMP-3 também foi encontrada na maior
parte dos casos sem sangramento (excetuando-se dois), embora em numero
significativamente menor de células. A realizagdo da reacao de Perls’s foi um cuidado
no planejamento técnico do material que evitou a possibilidade de confusédo da
imunoexpressdo da MMP-3 com a hemossiderina no momento da avaliagao

histolégica.
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4.3.2. Usuarias do implante subdérmico liberador de NES

Nas usuarias do implante subdérmico liberador de NES, a expressao
celular da MMP-3 apresentou tendéncia a ser maior naquelas do grupo com
sangramento endometrial, porém este resultado nao foi estatisticamente
significante. A auséncia de diferenca pode decorrer de bias devido ao pequeno

namero amostral no grupo sem sangramento endometrial.

4.4. Limitacoes dos estudos

Estes estudos foram limitados por serem de corte transversal. Sugere-se que
as préximas analises sejam feitas de forma prospectiva, com realizacao de

bidpsia de endométrio antes da insercao dos métodos e a seguir, a cada trimestre.

Quanto ao material que nao foi suficiente para permitir analises
histolégica e imunoistoquimica completas nos dois estudos, estes dados
coincidem com a literatura, pois um estudo com a cureta de Novak, em usuarias
de Norplant®, considerou insuficientes 33% das bidpsias (Marbaix et al., 2000).
Outros descrevem uma perda de até metade dos casos coletados em usuarias

de Norplant® e AMP-D com cureta de Pipelle® (Vincent et al., 2000).

Qutra limitacdo no trabalho envolvendo as usuarias do implante subdérmico
liberador de NES, a qual € comum a este tipo de estudo e nao é exclusiva deste
trabalho, foi o pequeno niumero de amostras endometriais que sao possiveis de
se obter a partir de mulheres sem sangramento ou com sangramento regular,

para constituir o grupo-controle.
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4.5. Consideracoes finais

Apés revisao da literatura, verificamos que este € o primeiro estudo -
envolvendo o implante subdérmico liberador de NES - no qual varios aspectos

histolégicos e imunoistoquimicos endometriais, incluindo as MMP-3, foram estudados.

Diante do exposto, verifica-se que nas usuarias do SIU-LNG houve evidente
correlacado da importancia dos leucécitos e da MMP-3 na perda da integridade
endometrial no grupo com sangramento endometrial, porém o mesmo nao foi
observado em usudrias do implante subdérmico liberador de NES. Os resultados
obtidos sugerem a necessidade de se seguir avaliando os leucécitos endometriais,
bem como suas interagdes enzimaticas, incluindo as MMP na busca dos mecanismos
patogénicos do sangramento endometrial em usuarias de anticoncepcionais

somente com progestégenos.
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5. Conclusoes

n O padrao endometrial mais frequentemente encontrado em usuarias de SIU-
LNG foi o progestacional, seguido pelo aspecto atréfico, nos grupos com e
sem sangramento uterino. Nao houve correlagdo entre a classificacdo

histolégica e o padrao de sangramento em usuarias de SIU-LNG.

m Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre os grupos com e sem
sangramento, com relagdo a ocorréncia de endometrite, necrose estromal, eroséo
de superficie com reepitelizagdo focal, colapso estromal, pseudoestratificacao

glandular e edema estromal.

m Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre os grupos com e sem
sangramento, com relacdo a quantificacdo de mitoses, eosinéfilos, plasmadcitos,

glandulas, mitoses no epitélio glandular, menor didmetro e altura glandular.

m O perimetro e o maior didmetro glandular foram as caracteristicas morfolégicas,
que se apresentaram significativamente maiores no grupo sem sangramento,

em comparagao ao grupo com sangramento.
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= O numero significativamente maior de leucécitos, no grupo com sangramento,
foi a caracteristica morfoldgica, dentre as avaliadas, que se relacionou a
ocorréncia de sangramento endometrial, indicando o desencadeamento de

um processo inflamatério.

= Nao houve diferenca estatisticamente significante na densidade vascular e na

medida do maior didmetro dos vasos de cada caso entre os grupos estudados.

= A imunoexpressdo da MMP-3 foi significativamente aumentada nos casos

com sangramento uterino.

Em relacdo as usudrias do implante subdérmico liberador de NES:

» O padrao endometrial mais freqlientemente encontrado foi o0 progestacional. Nao

houve correlacao entre a classificacao histoldgica e o padrao de sangramento.

m Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre os grupos com e sem
sangramento, com relagao a ocorréncia de endometrite, necrose estromal, erosao
de superficie com reepitelizacao focal, colapso estromal, pseudoestratificacao

glandular e edema estromal.

= Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre 0s grupos com e sem
sangramento, com relacdo a quantificacao de mitoses, leucécitos, eosindfilos,
plasmécitos, mitoses no epitélio glandular, area, perimetro, maior € menor

didmetros e altura glandular.
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» O numero de glandulas endometriais foi a unica caracteristica morfologica,
no grupo sem sangramento, significativamente maior que no grupo com

sangramento.

= Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre os grupos estudados,
com relacédo a densidade vascular, a medida do maior didmetro dos vasos de

cada caso e a imunoexpressao da MMP-3.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL, DENSIDADE, CALIBRE MICROVASCULAR E
MATRIZ-METALOPROTEINASE-3 EM USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO
LIBERADOR DE LEVONORGESTREL OU DO IMPLANTE SUBDERMICO
LIBERADOR DE NESTORONE COM E SEM SANGRAMENTO ENDOMETRIAL

Eu,

RG n%: , idade: anos, residente a

L]

matricula PF: , fui informada por , que:

a) Este trabalho tem como objetivo estudar as caracteristicas microscépicas, da camada de

b)

d)

dentro do utero (endométrio), de usuarias de Mirena ou do implante de Nestorone;
para tentar descobrir 0 que leva algumas mulheres a apresentarem sangramento
uterino imprevisivel e outras a nao apresentarem sangramento. Se isto for encontrado,
serd um caminho para determinar o tratamento do sangramento alterado, evitando
que muitas mulheres desistam de usar estes métodos anticoncepcionais.

Caso aceite participar do estudo, inicialmente, irei responder a um questionario, sobre
minhas caracteristicas pessoais, minhas gestacées e meus fluxos menstruais antes e
apds comecar o uso do Mirena ou do implante de Nestorone.

Se aceito participar do estudo, hoje, serei submetida a retirada de uma pequena amostra
de dentro do meu Utero. Este procedimento sera feito, pelo(a) médico(a). Eu ficarei em
posicdo de exame ginecoldgico, apds o toque vaginal, ser4 colocado um espéculo,
realizada a limpeza do colo uterino, podendo ser necessario ou nao a colocagcao de uma
pinga no colo uterino e entdo, sera introduzida uma canula fina, de plastico e estéril, em
meu Utero; seguido por movimento rapido, porém delicado, desta canula. O material
retirado, de dentro do meu utero, sera mostrado para mim e a seguir enviado, para
avaliacao, no Departamento de Patologia da UNICAMP.

Estou ciente que podera haver cdlica, semelhante a de uma menstruagdo, durante e
apos a retirada da amostra; bem como sangramento, na maioria das vezes, leve.
Outros riscos, que podem acontecer sao: infeccao dentro do Utero (endometrite), saida
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do DIU do lugar (em quem usa o Mirena) e perfuragdo do utero. Todos os cuidados
serdo tomados para que estes problemas ndo ocorram. Fui informada de que, diante de
qualquer efeito ruim, relacionado ao estudo, receberei atencdo médica adequada na
UNICAMP e n&o havera qualquer énus financeiro para mim.

e) Minha participagéo neste estudo é totalmente livre, isto é, se ndo desejar participar,
nao terei nenhum prejuizo em meu atendimento no ambulatério. Nao receberei nenhum
beneficio pela minha participagao.

f) Serei informada sobre este estudo sempre que eu quiser.

g) Eu tenho o direito de solicitar minha saida da pesquisa, em qualquer momento, sem
perder nenhum direito na clinica.

h) As informacdes obtidas desse estudo serdo transmitidas somente de forma que nao
possa ser identificada minha participagéo.

i) No caso de algum problema ou divida, durante o periodo do estudo, poderei contactar a
Dra. Marilia Oliveira Ribeiro, telefone 3788-7176, de 2% a 6%, das 8 as 17 horas.

j) Se tiver alguma pergunta ou reclamagéo a respeito do meu atendimento e da minha
participagéo, neste estudo, poderei entrar em contato com o Cémite de Etica em
Pesquisa, da UNICAMP, telefone (19) 3788-8936.

k) Com relacdo a necessidade da pesquisadora responsavel entrar em contato
comigo, solicitando meu retorno, antes da préxima consulta agendada:

[] Autorizo - [ ] Por telefone:
[] na minha residéncia,
[] no trabalho,
[_] de recado;
[] Por carta

[ ] Nao autorizo

Voluntaria

Pesquisador(a)

Unicamp, Campinas - SP, / /200__
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8.2. Anexo 2 - Ficha para coleta de dados

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL, DENSIDADE, CALIBRE MICROVASCULAR E
MATRIZ-METALOPROTEINASE-3 EM USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO
LIBERADOR DE LEVONORGESTREL OU DO IMPLANTE SUBDERMICO
LIBERADOR DE NESTORONE COM E SEM SANGRAMENTO ENDOMETRIAL

1) Cason% [ ][]

Dados do prontuario

2)NSPR LI 0]

SYNEHC: [ L L L I JC 0]

4) Endereco: Rua
Qd ne Qd

Lt

Bairro

Cidade

Ponto de referéncia:

5) Telefone: residéncia:

trabalho:

recado:
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FICHA PARA COLETA DE DADOS

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL, DENSIDADE, CALIBRE MICROVASCULAR E
MATRIZ-METALOPROTEINASE-3 EM USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO
LIBERADOR DE LEVONORGESTREL OU DO IMPLANTE SUBDERMICO
LIBERADOR DE NESTORONE COM E SEM SANGRAMENTO ENDOMETRIAL

Entrevistador(a):

1) Cason°: L]

2) Grupo: [ ] (1.com sangramento 2.sem sangramento)
3) Qual a suaidade? [J[_Janos

4) Qual a sua cor? [_] (1.Branca 2.Negra 3.Amarela 4.0Outra)

5) Vocé ja engravidou? [__] (1.sim 2.nd0). Se ndo, passe a questao n° 10

6) Quantas gestacoes vocé teve? [_I[__]gestacdes
7) Quantos partos vocé teve? [IL_] partos
8) Quantos abortos vocé teve? ][] abortos

9) Antes de iniciar o método, de quantos em quantos dias vocé menstruava?

[ 1_]dias [_]N&o se lembra

9.1) Quantos dias durava sua menstruacao? [_][_]dias [__] Nao se lembra
9.2) Quantos absorventes vocé usava por dia? [__]J[__] absorventes [__] Nao se lembra
9.3) Os absorventes ficavam encharcados? [ ](1.sim2.nd0) [__] Nao se lembra

9.4) Ocorria sangramento, em borra de café, que nao exigia uso de absorventes ou tampdes

(spottings)? [ 1(1.sim2.nd0) [__]Na&o selembra. Se nao, passe a questao 11.

9.5) Quantos dias durava no més? [ J[_]dias [__] Nao se lembra

Para o investigador: Padrdo de sangramento: 9.6) Quanto ao intervalo: [__] (1.eumenorréia

2.espaniomenorréia 3.polimenorréia 4.metrorragia 5.amenorréia)
9.7) Quanto ao numero de dias de fluxo: [__] (1. hipomenorréia 2.normal 3. hipermenorréia)

9.8) Quanto ao volume do fluxo : [__] (1.oligomenorréia 2.normal 3. menorragia)
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10) ApOs iniciar este método anticoncepcional
1. [__] N&o menstrua ha 3 meses ou mais. Encerre a entrevista. Preencha o item 15.
2. [__] Esta menstruando. Passe a questao 11.
3. [__] Esta menstruando e apresentando spotting. Passe a questao 12.
4.[ ] Esta apresentando apenas spotting. Passe a questao 13.

11) Nos ultimos 3 meses
Qual o intervalo entre suas menstruagbes? [ ][_]Jdias [ _]Nao selembra
11.1) Quantos dias duram suas menstruacoes? [ ][ ]dias [ __] N&ao selembra
11.2) Quantos absorventes vocé usa por dia? [ ][__]absorventes [ ] Nao se lembra

11.3) Os absorventes ficam encharcados? [ ](1.sim2.ndo) [__]N&o selembra

Passe a questao 14

Para o investigador : Padrao de sangramento: 11.4) Quanto ao intervalo: [__]
(1.eumenorréia 2.espaniomenorréia 3.polimenorréia 4.metrorragia)

11.5) Quanto ao ndmero de dias de fluxo: [__] (1. hipomenorréia 2. normal 3. hipermenorréia)

11.6) Quanto ao volume do fluxo : [__] (1.oligomenorréia 2.normal 3. menorragia
4.aumentada)

12) Nos ultimos 3 meses
Qual o intervalo entre suas menstruagbes ? [ ][ _Jdias [__]Nao selembra

12.1) Quantos dias duram suas menstruacdes? [ ][ ]dias [ __] Nao se lembra

12.2) Quantos absorventes vocé usa por dia? [J[__]absorventes [ ] Nao se lembra
12.3) Os absorventes ficam encharcados? [ ](1.sim2.ndo) [__]N&o selembra
12.4) Os spottings ocorrem até quantos dias por més? [ ][_]ldias[__] Nao se lembra

Passe a questao 14

Para o investigador : Padrao de sangramento: 12.5) Quanto ao intervalo: [__]
(1.eumenorréia 2.espaniomenorréia 3.polimenorréia 4.metrorragia)

12.6) Quanto ao namero de dias de fluxo: [__] (1. hipomenorréia 2. normal 3. hipermenorréia)

12.7) Quanto ao volume do fluxo menstrual: [_] (1.oligomenorréia 2.normal 3. menorragia
4. aumentada)
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13) Nos ultimos 3 meses
Os spottings ocorrem até quantos dias por més? [ ][ ]dias [__] Nao se lembra

14) Vocé esta menstruada ou com spotting hoje? [__] (1.sim 2. ndo)

Encerre a entrevista. Preencha o item 15 para as usuarias do Implante subdérmico
liberador de NES ou passe para o 16 para as usuarias do SIU-LNG

15) Calendario menstrual
15.1) Nimero de episodios de sangramento nos ultimos 3 meses: [ ][]

15.2) Duragao de cada epis6dio de sangramento:

T
2[ ]
S ]
40101
SLIL]
6[ 1]
7]
81 ]
9L 1]
10[J0_]
L]
120 0]

Dados do prontuario:

16.1) Tempo de uso do método: [ ][] meses
16.2) Peso: | P ¢

16.3) Altura: [ ][ ][ _Im

16.4)IMC= [ ]I ]
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Histopatolégico:

17) Avaliacao qualitativa

17.1) Endométrio progestacional
176.2) Endométrio atrofico

17.3) Endométrio secretor

17.4) Endométrio proliferativo

17.5) Hiperplasia endometrial tipica
17.6) Hiperplasia endometrial atipica
17.7) Cancer endometrial

17.8) Endometrite

17.9) Necrose estromal

CCCCCCCLL

17.10) Eroséao de superficie com reepitelizagao focal [ ]
17.11) Colapso Estromal
(0. Nenhuma; 1.< 25%; 2. 25-50%; 3. Intenso)

)
17.12) Pseudo-estratificagéo
) (0. Ausente; 1. Leve; 2. Moderado; 3. Intenso)

17.13) Edema

LLL

18) Avaliacao quantitativa

18.1) Mitoses (n°/5 campos de grande aumento) |
18.2) Leucécitos (n°/5 campos de grande aumento) | | |
18.3) Eosindfilos (n°/5 campos de grande aumento) I | .
18.4) Plasmocitos (n°/5 campos de grande aumento) I | |
18.5) Glandulas (n°/5 campos de grande aumento) L]
18.6) Mitoses glandulares (n°/5 campos de grande aumento) [ ][]
18.7) Area glandular (um) R R |

18.8) Perimetro glandular (um) .

18.9) Maior didmetro glandular (um) [ J[_1[ ]
18.10) Menor didmetro glandular (um) [ ] ][]
18.11) Altura glandular (um) |

19) Imunoistoquimica para CD 34

19.1) NGmero de vasos por mm? =[] J[ ][]
19.2) Maior didmetro vascularempm=[_ ][ ][ 1 ]

20) Imunoistoquimica para MMP-3
20.1) Numero de células estromais =[__J[__J_1[_1]
20.2) indice de positividade por 1000 células estromais = ][ 1[I 1_1
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8.3. Anexo 3 — Calendario menstrual

DAILY MENSTRUAL RECORD KEEP A DAILY REGISTRO DIARIO DE SANGRADO MARQUE
RECORD OF MENSTRUAL BLEEDING AND DIARIAMENTE COM EL SIMBOL QUE
SPOTTING. CORRESPONDA A SU ESTADO MENS TRUAL.

X=SANGRA; I=MANCHAS.

X=BLEEDING; I=SPOTTING.
TRAIGA ESTE REGISTRO A CADA CONSULTA

BRING THIS RECORD AT EACH CLINIC VISIT

PROTOCOL NO: CLINIC NO: SUBJECTS'NO. SUBJECTS INITIALS:

YEAR NAME PROTOCOL CLINIC PATIENT
ANO NOMBRE PROTOCOLO CLINICA PACIENTE

MONTH o
MES -
JAN
ERE
FEB

Al| M| <
| ~—| —

15
16

N O] O © Al M| | 1
~—| «—| —| NN Al N| N| N

~—
—

21
26
27
28
29
30

1

MAR

APR
ABR
MAY

JUN

JUL

AUG
AGO
SEP

OoCT

NOV

DEC
DIC

Dates covered by this record: Firstdate: _~ _ _ Fechas cubiertas por este registro: Fecha primeira: __
D M Y D M Y

Last date: Ultima fecha:

‘D M Y D M Y

NOTE: Records should be continuous from admission date NOTE: Registros deben ser continuos desde la fecha de
admission
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