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Resumo

As alteracdes no padrdo de sangramento sdo praticamente universais em
usuarias de métodos contraceptivos contendo somente progestdgenos, sendo
uma importante causa de descontinuacao destes métodos. Este estudo foi
desenvolvido com o intuito de se avaliar as quimiocinas Interleucina 8 e 6 CKine
no endomeétrio de usuarias do sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel e
correlaciona-las com as populacdes de leucécitos, células natural killer uterinas
e mastécitos. Amostras de endométrio foram obtidas de dois grupos de usuarias
do sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel: 11 mulheres em amenorréia
e 15 mulheres com algum tipo de sangramento. Os leucécitos foram determinados
através de anticorpos especificos para neutréfilos, células natural killer uterinas
e mastocitos. Foi realizada imuno-histoquimica para identificacdo das quimiocinas.
Os neutréfilos encontravam-se em pequeno numero, ndo havendo diferenca
entre os dois grupos. As células natural killer uterinas encontravam-se em numero
maior no grupo com sangramento (p<0,0001). Nao houve diferenca entre o
numero total de mastécitos e mastécitos ativados, porém houve um aumento da
area extracelular positiva para triptase (p<0,05) nas mulheres com sangramento. As

quimiocinas Interleucina-8 e 6CKine mostravam-se abundantes no estroma e no
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epitélio, ndo havendo diferenga entre os dois grupos. Houve maior nimero de
células natural killer uterinas e maior area extracelular positiva para triptase em
pacientes que apresentavam sangramento. Apesar de nao haver diferenca entre o
numero total de mastocitos e mastécitos ativados e das quimiocinas Interleucina-8
e 6CKine, as células natural killer uterinas e os produtos dos mastocitos podem
ter exercido papel importante na perda da integridade endometrial em usuéarias

do sistema intra-uterino de levonorgestrel.
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Summary

Changes in the bleeding pattern are almost universal in women using
progestin-only methods of contraception, and are a frequent cause of
discontinuation of these methods. The present study was designed to assess
endometrial chemokines in users of the Levonorgestrel intrauterine system and
correlate them with leukocyte populations, uterine natural killer cells, and mast
cells. Endometrium was obtained from two groups of Levonorgestrel intrauterine
users: 11 amenorrhoeic women and 15 women with some form of bleeding
pattern. Leukocytes were assessed using specific antibodies for neutrophils,
uterine natural killer cells and mast cells. Immunohistochemistry was performed
to locate chemokines 6Ckine and Interleukin-8. Neutrophils were few and
without differences between the two groups. Uterine natural killer cells were
significantly higher in the bleeding group (p< 0.0001). There was no difference
between the total number of mast cells and activated mast cells but there was a
greater extracellular area stained for mast cell tryptase (p<0.05) in women with
bleeding. Chemokines 6CKine and Interleukin-8 were abundant in the stroma
and in the epithelium and there was no difference between the groups. We

observed more uterine natural killer cells in users with bleeding, and a greater
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extracellular area stained for mast cell tryptase, although there were no
differences between the number of mast cells and activated mast cells or the
chemokines 6CKine and Interleukin-8. Uterine natural killer cells and mast cells
products may play a role in provoking break-through bleeding in long term users

of the levonorgestrel intrauterine system.
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1. Introdugéi_o

Os anticoncepcionais, contendo somente progestégenos, sdo usados por
um numero estimado de 20 milhdes de mulheres em todo o mundo. Recentes
avangos tecnoldgicos nos sistemas de liberagao tém contribuido para o aumento da
validade e aceitabilidade dos métodos com progestogenos de longa acéo (Hickey et
al., 1999). Estes anticoncepcionais ttm em comum a alta eficacia e a propriedade

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

A maior limitagcdo para o uso destas preparagdes tem sido a ocorréncia de
disturbios nos padrées do sangramento menstrual, particularmente nos primeiros

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

Estas alteracbes menstruais variam desde a amenorréia, spotting ou
sangramento irregular e leve até o fluxo sanguineo prolongado e freqlente (Belsey
et al., 1986; Fraser, 1999). O sangramento volumoso € raro, embora episédios
prolongados de sangramento leve possam provocar grande perda sanglinea,
maior do que a mulher apresentaria durante os seus ciclos menstruais normais

(Fraser e Hickey, 2000).
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O sangramento uterino que nao ocorre de forma regular é pouco tolerado
pela maioria das mulheres e consiste na causa mais comum para o abandono ao
uso dos anticoncepcionais contendo somente progestégenos, correspondendo
a aproximadamente metade dos casos de descontinuagcdo do método (Belsey et
al., 1986; Fraser, 1986; Findlay, 1996; Hickey et al., 1996; Hickey et al., 1998;

Fraser e Hickey, 2000).

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

sangramento uterino representa na vida destas mulheres (D’arcangues, 2000).

A taxa de descontinuacao pode ser diminuida por boa orientagdo e apoio
no seguimento, auxiliando a mulher a entender a natureza da mudanga do
padrao de sangramento e reconhecer que, usualmente, ocorre melhora com o

tempo (Fraser e Hickey, 2000).

Nos ultimos cinco anos, significativos avancos ocorreram na tentativa de
identificar os mecanismos determinantes destes disturbios de sangramento. No
entanto, permanecem inimeras duvidas que exigem novos estudos. O aumento
do conhecimento na area auxiliara no tratamento e na prevencao do sangramento

endometrial imprevisivel (Smith, 2000).
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O uso de terapéuticas como estrogénios, anticoncepcionais orais combinados,
progestdgenos, antiinflamatérios ndo esterdides, vitaminas, ferro e ansioliticos,
algumas vezes podem ser eficazes a curto prazo, mas nao alteram a freqiéncia
de episddios de sangramento/spotting e podem estar associados a ocorréncia

de outros efeitos colaterais (D Arcangues, 2000).

Os dados atuais sugerem que o estabelecimento de um padrao de
sangramento regular, para todas as usudrias de progestogenos de longa agao,
talvez ndo seja possivel e a indugdo da amenorréia associada ao aconselhamento
sera mais realista (D’Arcanges, 2000). Estudo realizado com usuérias 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% nao gostariam de estar em

amenorréia (Nascimento et al., 2002).

Os contraceptivos contendo somente progestdgenos pertencem a dois
grandes grupos: os derivados da 19-norprogesterona e da 17-hidroxiprogesterona
(acetato de medroxiprogesterona). As 19-norprogesteronas sao divididas entre
os derivados da progesterona (acetato de nomegestrol) e os da testosterona

(levonorgestrel,etonogestrel e a noretisterona) (Hague et al., 2002).

Dentre os anticoncepcionais contendo somente progestégenos de longa
duragao, encontra-se o acetato de medroxiprogesterona na forma de depdésito

(AMP-D), aprovado para uso em 1992, pelo Food and Drug Administration —
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EUA. Estima-se que 13 milhdes de mulheres sejam usuarias deste método para

anticoncepcao (D Arcangues,2000).

Recentemente, passou a ser comercializado no Brasil o Implanon® (Organon,
Holanda), um implante subdérmico com haste Unica contendo um sistema liberador
de etonogestrel de 68mg e menos androgénico que o levonorgestrel (LNG)

(Croxatto e M&kérainen, 1998).

Outros métodos contendo somente progestdgenos incluem trés sistemas de
liberagéo prolongada de LNG. O implante subdérmico com seis hastes de silastico -
Norplant® (Leiras Ou, Turkei, Finland) - aprovado desde 1983 na Europa, mas
nao comercializado no Brasil,vem sendo usado por cerca de seis milhdes de
mulheres no mundo. O Jadelle®, outro implante subdérmico mais recentemente
desenvolvido, contém duas hastes liberadoras da mesma quantidade de LNG
das seis capsulas do Norplant (Robertson et al, 1983). O terceiro deles, o
sistema intra-uterino liberador de 20ug diarias de levonorgestrel (SIU-LNG) é

utilizado por cerca de um milhdo de mulheres no mundo (D’Arcangues, 2000).

Estudos para a administracdo intra-uterina do LNG tiveram inicio no
comego dos anos 70 (Scommegna et al., 1970; El Mahgoub, 1975; Nilsson et
al., 1975). O SIU-LNG para contracepgao foi desenvolvido por Luukkainen e
Nilsson (1978), com o apoio do Population Council e do International Committee
for Contraception Research. O produto final foi elaborado por Leiras Oy

Pharmaceutical, Turku, Finlandia, e langado em 1990. Atualmente é comercializado
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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 liberacao diaria de 20ug do horménio na
cavidade uterina. Este sistema libera o LNG por um periodo de cinco anos, com

uma margem de seguranc¢a de mais dois anos para anticoncepgao.

O SIU-LNG, atualmente, também ¢é utilizado como parte da terapia de
reposicdo hormonal (Suhonen et al., 1995), como adjuvante na terapia com
tamoxifeno (Hubacher e Grimes, 2002), bem como no tratamento da menorragia,
sendo uma alternativa a histerectomia ou a ablagcdo endometrial (Hurskainen et al.,

2001; Hubacher e Grimes, 2002; Monteiro et al., 2002; Hurskainen et al., 2004).

Outras aplicagdes incluem casos de dismenorréia severa (Puolakka, Nilson,
Haukkamaa, 1996), no alivio da dor associada a endometriose (Vercellini et
al.,1999; Lockhat et al.,2005; Petta et al.,2005) e no tratamento da endometriose

do septo retovaginal (Fedele et al., 2001).

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

circulantes, decorre da acao local e nao ha hipoestrogenismo (Nilsson et al., 1984).
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O LNG liberado na cavidade endometrial é rapidamente absorvido pelos
capilares para a circulagao sistémica. No entanto, a concentragdo sérica é menor
qgue a observada em usuarias de implantes subcutaneos de LNG (NORPLANT®),
contraceptivos orais combinados e minipilulas. A produgcédo de estradiol ndo é
alterada, permanecendo semelhante a do ciclo menstrual normal (Nilsson et
al,1984; Barbosa et al.,1995), correlacionando com a elevacgdo inicial da

concentracao sérica do LNG (Xiao et al.,1995).

Os efeitos contraceptivos do SIU-LNG decorrem, sobretudo, de alteracbes
em receptores de estrogenos e progestdogenos no endométrio (Nilsson et
al.,1978), também da supressao da proliferacdo endometrial, inibicdo da migragao
espermatica e espessamento do muco cervical (Barbosa et al., 1995). Tanto os
receptores endometriais de estrogénios (RE) como os de progestégenos (RP),
em usuarias de SIU-LNG, correspondem a cerca de 50% dos encontrados em
controles. Portanto ha reducao dos locais de ligacdo de estrogénios e progestogénios
no endométrio de usuarias de SIU-LNG, o que pode implicar na eficacia
contraceptiva € no sangramento endometrial irregular ou ocorréncia de amenorréia

nestas mulheres (Critchley et al., 1998).

O método é muito eficaz como contraceptivo, com indice de Pearl de
0,11 em cinco anos, 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
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as taxas de continuacdo anuais giram em torno de 75% (Nilsson et al.,1981;

Faundes et al.,1993; Diaz et al., 2000).

Um estudo recente mostrou que a maioria das usuarias de SIU-LNG (74%)
estava muito satisfeita, sendo que 70% haviam escolhido este método devido a
insatisfacao com a forma de anticoncepcao anterior. A satisfacao da usuaria foi
maior quando recebia informagdes, no dia da insercdo, sobre possiveis alteragbes
menstruais, sobretudo a ocorréncia de amenorréia; aumento da oleosidade da pele

e cabelos, risco de gravidez e doenca inflamatoria pélvica (Backman et al., 2002).

As usuarias de maior idade (entre 35 e 45 anos) apresentam excelente
aceitabilidade em relacdo as mulheres mais jovens, podendo o SIU-LNG ser
considerado um dos principais métodos anticoncepcionais para mulheres na

faixa etaria citada (Dubuisson, 2002).

As principais razdes que levam a usuéria a abandonar o uso do SIU-LNG,
em taxas cumulativas em cinco anos por 100 mulheres séo: gravidez 1,0; expulsao
5,0; mudancgas no padrao menstrual 16,7; dor 4,3 e doencga inflamatoria pélvica

1,2 (Cox et al., 2002).

A maior razao para o descontentamento com o uso do SIU-LNG e que
constitui a causa mais comum de descontinuagdo € o sangramento uterino
imprevisivel (Luukkainen et al., 1986; Ji et al., 1990; Sivin et al., 1990). A freqiiéncia
dos episédios de sangramento é geralmente alta durante os primeiros trés a seis

meses apos a insercao, com gradual melhora com a exposi¢ao continua (Fraser
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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 relataram amenorréia e esta taxa estabilizou-se em 50% entre 12 a 24
meses de uso. O spotting ocorreu em 25% das usudrias em seis meses e
diminuiu para 8% e 11% aos 18 e 24 meses de uso, respectivamente. A
oligomenorréia ocorreu em um quarto das mulheres e esta taxa permaneceu igual
em dois anos de observacdo. A menorragia e os ciclos regulares ocorreram em

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

Assim como ocorre com 0s outros métodos anticoncepcionais contendo
somente progestdgenos, os mecanismos do sangramento anormal ndo sdo bem
conhecidos. Entretanto, sabe-se que o SIU-LNG induz a uma rapida e dramatica
diferenciacdo do endométrio (Nilsson et al., 1978; Silverberg et al., 1986). Estas
mudancas sao consistentes com a transformagcdo mediada pela progesterona,
observada durante a fase secretdria do ciclo menstrual normal e na gestagéo.
As alteragbes morfoldgicas incluem decidualizagdo extensa do estroma, infiltragéo
leucocitéria, atrofias glandular e da superficie epitelial, além de alteragdes
vasculares. A atividade secretéria 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 estao presentes desde o primeiro até o sétimo ano de uso do SIU-

LNG (Silverberg et al., 1986).
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A decidualizacdo é sempre acompanhada por infiltracdo leucocitaria
(Martinez-Manautou et al., 1975). A quebra tecidual € uma propriedade inerente do
tecido decidualizado. A necrose focal, apds certo periodo de tratamento com altas
doses de progesterona, é freqlientemente observada acompanhando a infiltracdo
leucocitaria (Silverberg et al., 1986). Como os leucdcitos estdo 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 o tecido (Song e Fraser, 1995).

Apés trés meses de uso do SIU-LNG, ocorre aumento da apoptose nas
glandulas endometriais e no estroma, 0 que se associa ao aumento da expressao
do antigeno Faz (também chamado CD95 ou Apo1), o qual é considerado um
mediador de apoptose nas células hematopoéticas. Também se observa diminuigéao
da proliferacdo endometrial associada a diminui¢cdo da proteina Bcl-2, que atua
prevenindo a apoptose celular. Talvez estes sejam alguns dos mecanismos
moleculares pelos quais a insercdo do SIU-LNG cause a mudancga atréfica do

endométrio (Maruo et al.,2001).

Os derivados da 19-nortestoterona como a norestisterona (NET) e 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 mudancas

morfolégicas ocorrem rapidamente, com perda da atividade ciclica apdés um
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més da insercdo do SIU-LNG, embora, no inicio, algumas regides do endométrio

apresentem aparéncia secretéria (Pekonen et al., 1992).

No endométrio exposto ao SIU-LNG, as mudangas morfoldgicas sao
muito mais uniformes em comparacdo com o uso de dispositivo intra-uterino
(DIU) nao hormonal, em que as alteracbes estdo localizadas na regiao em
contato com o dispositivo. A aparéncia do endométrio retorna ao normal trés
meses apds a retirada do SIU-LNG, sendo associada com o completo retorno

da fertilidade (Andersson et al., 1992).

Micropdlipos 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 polipos no momento da insercédo 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

pélipos endometriais (Brechin et al., 2000; Jones et al., 2002).

Um estudo com mulheres usuarias de baixas doses de progestdgeno
para anticoncepcao (noretisterona 300ug/dia), observou mudancas histolégicas
endometriais ndo correlatas com a atividade ovariana. Em mulheres sem
atividade folicular o endométrio apresentou, ocasionalmente, atividade proliferativa,
apesar dos niveis baixos de estradiol circulante. Naquelas com atividade folicular,

com altos niveis de estradiol, 0 endométrio variou da supressao proliferativa até
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a atrofia. Com ovulagao normal houve variagao entre atrofia, supressao proliferativa,

atividade secretoria irregular e suprimida ou normal (Kim-Bjorklund et al., 1991).

No inicio, 0 uso dos progestdgenos de baixa dose ndo afeta as mitoses
estromais, ndo induzem a pseudoestratificacdo ou edema e nao ha infiltracao
leucocitaria (Landgren et al., 1990). Ap6s dois a trés meses de uso ha aumento
focal do edema do estroma e aparecem reagdes pré-deciduais ou deciduais.
Ocorre no endométrio infiltragéo local de leucécitos, predominantemente linfécitos e
monacitos. A infiltracdo é vista mais freqlentemente no endométrio de pacientes
que sangraram recentemente, e menos freqliientemente no endométrio atréfico

(Ludwig, 1982).

Baixas doses de progesterona também afetam os vasos endometriais,
havendo diminuicdo no numero de artérias na jungcdo miométrio-endométrio e

aumento no numero e na dilatacdo de veias (Ludwig, 1982; Johannisson et al., 1991).

Ha muitos anos sabe-se que vasos anormais desenvolvem-se no
endométrio de mulheres expostas a acado progestogénica, porém apenas
recentemente pesquisadores comecaram a compreender as mudancas estruturais
e funcionais dos microvasos endometriais (Hickey e Fraser, 2000). Tipicamente,
ocorre redugdo no numero e tamanho das arteriolas espiraladas, bem como
diminuicdo da tortuosidade destes vasos. Além disso, ocorre aumento no
numero dos microvasos endometriais em usudrias de progestégenos de baixas

doses (Hourihan et al.,1986).
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Nos vasos superficiais sdo observadas paredes finas e dilatadas (Hourihan
et al., 1986; Song et al., 1996). O papel destes vasos é incerto, pois na avaliacao
histoldgica eles ndo contém hemacias e existe dificuldade para confirmar dilatacao

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, verificaram que havia um
namero maior de vasos com alteracées degenerativas, quase trés vezes mais
que os controles, porém estes ndo apresentavam inibicdo na resposta hemostatica.
Concluiram que a manutengéo da hemostasia atua reduzindo a perda sanguinea

através dos vasos lesados (Shaw et al., 1981).

Todas estas caracteristicas anormais dos microvasos superficiais agora
sdo 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 usudarias de progestdgenos. No entanto, os disturbios moleculares

que determinam a angiogénese e fragilidade vascular anormal ainda ndo 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 agentese talvez previna o aparecimento destes vasos anormais e
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frageis, evitando o sangramento endometrial imprevisivel em usuarias de

progestdgenos de acao prolongada (Fraser e Hickey, 2000; Hague et al., 2002).

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

esterdides nao foi determinado (Vincent e Salamonsen, 2000).

Existe um aumento no nimero total de leucécitos no endométrio previamente
a menstruagado, 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 (neutréfilos, eosindfilos, macréfagos ou mondcitos)
sao abundantes. Os mastdcitos encontram-se altamente 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 secretréria precoce, indicando um papel primario
na implantacdo e estabelecimento da gravidez (King et al,1989; Trundley e

Moffett, 2004).
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1.1. Leucodcitos Endometriais

1.1.1. Neutrofilos

Os neutrdffilos correspondem a populagao de leucocitos mais abundante no
sistema imune humano, sendo que estao associadas a destruicdo dos tecidos
nos disturbios inflamatérios. Essas células sao identificadas no tecido endometrial
através de sua morfologia e da imunolocalizagao da sua protease especifica, a
elastase. Durante a maior parte do ciclo, os neutréfilos sdo pouco encontrados,
porém seu numero aumenta consideravelmente na fase perimenstrual, representando
6% a 15% do numero total de células neste periodo (Salamonsen e Woolley, 1999).
Os neutréfilos também foram encontrados em grande nimero em éareas de
colapso estromal no endométrio de pacientes tratadas com altas doses de
progestégeno oral (Song et al.,, 1996) bem como em usuarias de implante com
levonorgestrel (Norplant®; The Population Council, New York, NY, USA)
(Vincent et al., 1999), onde atingiram densidades semelhantes as encontradas

no endométrio menstrual.

1.1.2. Eosinodfilos

Os eosindfilos funcionam como células efetoras que desempenham um
importante papel na patogénese da reagao inflamatéria do tipo tardia, sendo
detectados no endométrio humano através da imunolocalizagdo das proteinas
catidnicas eosinofilicas (PCE1 e PCE2). Semelhante aos neutrdfilos, os eosindfilos

estdo praticamente ausentes durante a maior parte do ciclo menstrual, mas
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proximo a menstruacao, existe aumento importante do seu ndmero no tecido
endometrial. A maioria deles é encontrada agregada e a localizagao extracelular

das proteinas sugere a ativacao destas células (Jeziorska et al., 1995).

1.1.3. Mondcitos/Macrofagos

Os macréfagos sdo mondcitos diferenciados, os quais migram da corrente
sanguinea. Estas células estdo relacionadas com processos inflamatérios cronicos,
sendo encontradas também em locais de remodelacao tecidual. Os macréfagos
estdo presentes ao longo do ciclo menstrual com aumento do numero da fase

proliferativa até a fase menstrual (Bonatz et al., 1992).

Os macréfagos encontram-se espalhados através do tecido, com algumas
células agregadas e outras se concentrando ao redor das glandulas endometriais
(Song e Fraser, 1995). Encontra-se também um numero aumentado de macréfagos
no endométrio de usudrias de Norplant® (Clark et al.,1996), particularmente nos

tecidos de mulheres com sangramento uterino anormal.

1.1.4. Mastocitos

Os mastécitos secretam muitas moléculas vasoativas, pro-inflamatérias e
participam do processo inflamatério através da vasodilatagdo e aumento da
infiltrac&o leucocitaria, bem como causam a lesao tecidual devido a liberagéo de
proteases. Os mastocitos sdo encontrados ao longo do ciclo menstrual, sendo

detectados por imuno-histoquimica através das proteinases especificas triptase
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e quimase, sendo que a localizagao extracelular da enzima triptase é indicativa
de ativacao (Jeziorska et al., 1995). Além disso, os mastécitos parecem regular a
producéo e ativacado de metaloproteinases pelas células estromais endometriais
in vitro, postulando assim, o seu envolvimento na regulagdo da agdo das

metaloproteinases na menstruagao (Zhang et al., 1998).

As proteases estao localizadas no endométrio, porém em regides diferentes.
A camada basal expressa as duas enzimas, contudo a camada funcional é
positiva somente para a triptase (Jeziorska et al., 1995). Apesar de ser a camada
funcional que descama na menstruacao, existe uma destruicao consideravel na
interface das camadas basal e funcional, e assim, as duas enzimas podem
contribuir para a menstruagdo. De maneira geral, a triptase pode exercer um
importante papel em estabelecer a cascata de ativacao das metaloproteinases,

e isto pode representar uma fungao crucial destas células na menstruacao.

1.1.5. Linfocitos B e Linfocitos T

Os linfocitos T apresentam-se, no endométrio, em nimero muito menor
que os demais leucécitos (1% a 2% do total de células linfomiel6ides) e sao
encontradas em trés sitios: no endométrio basal, no estroma e no epitélio. Seu
numero aumenta no pré-ménstruo, mas ao contrario do que ocorre no sangue
periférico, as células T helper encontram-se em maior nimero que as T
citototéxicas. A progesterona determina uma diminuicdo da atividade citolitica

dos linfocitos T.
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Os linfocitos B sao 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 endomeétrio.

1.1.6. Linfocitos Granulares Endometriais (Células Natural Killer)

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

Lathbury, 2000).

As células natural killer uterinas derivam das células natural killer da
circulagao periférica, as quais, sob agdo hormonal, sdo recrutadas no utero,
sendo encontradas em grande nimero em amostras de endométrio altamente

decidualizado (Dosiou e Giudice, 2005).

Sao identificadas por imuno-histoquimica (CD56), sendo que as células
sdo encontradas dispersas no estroma e em localizagdes intra-epiteliais, estando
muito envolvidas com o trofoblasto. A partir da vigésima semana de gestacao,
quando a invasao trofoblastica j4 esta completa, comeca a haver um declinio
das células natural killer uterinas, até nao serem mais detectadas na decidua. O
estimulo para a presenca de tantas células natural killer uterinas ainda nao foi
compreendido. Em humanos, estas células estao presentes antes da implantacao e
também em endométrios nao gravidicos, onde o numero destas células varia de

acordo com a fase do ciclo menstrual (Trundley e Moffett, 2004).
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Endométrio pro:;%f:tiva Fase secretora Menstruacao
Dia do ciclo 10-12 22 -23 26 — 28

Macréfagos (CD68+) + ++ 4+
Eosindfilos - - ++
Neutrdfilos - - +4+
Mastécitos ++ ++ ++
Linfocitos T (CD3+) + + +
Linfécitos B (CD45RD+) -+ -/+ +
Linfécitos granulares - +/++ -+

Fig. 1. Distribuic&o relativa de células inflamatdrias especificas no endométrio funcional
nos trés estagios do ciclo menstrual normal, onde -, +, ++, +++ representam valores de
0,1-2 3-5e6-15% do total de células respectivamente. Somente macrdfagos e
mastdcitos apresentam distribuicdo uniforme durante o ciclo;, as demais células
usualmente apresentam distribuicdo focal nos dias 26-28 imediatamente antes da
menstruacdo (modificado de Salamonsen e Woolley, 1999).

Como os leucdcitos penetram no endométrio ainda ndo se sabe, mas foi
proposto um papel para as quimiocinas, potentes citoquinas quimioatrativas que
promovem o recrutamento de mudltiplas linhagens de leucécitos e as quais atuam
através de receptores especificos nas células atraidas (Kunkel et al., 1995). A
regulacao da producédo destas quimiocinas permanece pouco compreendida,
mas a grande maioria € estimulada pela Interleucina 1 (IL-1) e inibida pelos
glicocorticéides (Bem-Baruch et al., 1995). Devido a grande similaridade estrutural

entre a progesterona e os glicocorticéides e os seus receptores, € bem provavel
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gue a progesterona possa atuar em tecidos dependentes da progesterona de

uma maneira similar que os glicocorticéides em outros tecidos.

Dentre as nove quimicinas abundantemente expressas no endométrio
humano, durante as diferentes fases do ciclo menstrual, Jones et al., 2004
revelaram a expressdao da 6CKine em niveis moderado/baixo, nas fases
menstrual, proliferativa e fase média secretéria, ao passo que a IL-8 estava

expressa potencialmente somente na fase menstrual.

A Interleucina 8 (IL-8) é um quimioatrativo e ativador dos neutréfilos, bem
como exerce atividade quimiotatica para células T e fibroblastos. Em um estudo de
tecido endometrial esta quimiocina estava localizada em células perivasculares
dos vasos sanguineos, aumentando significativamente na fase secretora tardia
(Critchley et al., 1994; Jones et al., 1997). Contudo, em resultados de outro
laboratério, a area mais marcante foi detectada na superficie epitelial e nas
glandulas, com menor intensidade nas paredes do vaso e absolutamente nada

no estroma (Arici et al., 1998).

A imunoexpressao da IL-8 em usuarias de SIU-LNG foi previamente
relatada por Jones et al., (1997), os quais detectaram uma alta imunoexpressao
de IL-8 um més apds a insercdo, com um subseqiente decréscimo na sua
expressao apos trés e seis meses. Além disso, um grande numero de outras
citocinas, incluindo a 6 CKine, encontram-se upregulated no estroma decidualizado

das usuarias do SIU-LNG (Jones et al., 2005).
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As quimiocinas derivadas da decidua, como a 6CKine, também estao
implicadas no recrutamento das células natural killer uterinas no sitio de

implantacao (Jones et al., 2004).

Um numero de moléculas quimiatrativas (quimiocinas) sao sintetizadas
pelas células endometriais (Salamonsen et al., 2002), e pelo menos uma destas
(interleucina 8 —IL-8) é regulada negativamente pela progesterona (Kelly et al.,
1994). As quimiocinas produzidas atraem os leucécitos no endométrio antes da
menstruacao. Quando ativados, estes leucdcitos produzem algumas moléculas
reguladoras, incluindo as citoquinas, quimioquinas e uma grande quantidade de
enzimas que sao importantes tanto diretamente na degradacao da matriz, bem

como indiretamente através da ativacao de outras proteases.

Dentre estas enzimas encontram-se as metaloproteinases (MMPs), 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. (Birkedal-
Hansen et al.,1993). As MMPs podem contribuir com o sangramento uterino
anormal através da perda do tecido endometrial e da fragilidade vascular devido

a degradacao da matriz extracelular (Salamonsen e Lathbury, 2000).

A partir da década de 90, a relacdo das MMPs com as fases do ciclo
menstrual passou a ser estudada (Soini et al., 1997). Sua sintese € minima no
tecido conectivo normal, sendo maior em condigbes patoldgicas, nas quais a

quebra tecidual estd presente. No endométrio, onde a remodelacdo ocorre
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ciclicamente durante os anos reprodutivos, o papel das MMPs é considerado

decisivo (Salamonsen e Lathbury, 2000).

As MMPs 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 ag¢ao bloqueada por um dos quatro inibidores teciduais de
metaloproteinases (ITMPs). Se o balango entre MMP e ITMP é insuficiente,
ocorre degradagdo da matriz extracelular, se isto ocorre sem controle, determina a
completa destruicao do tecido. Portanto, € necesséario que ocorra uma macica
up regulation na producao das MMPs para a rapida e extrema destruicdo tecidual

vista na menstruacao (Salamonsen e Lathbury, 2000).

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

producao de MMP-1, 2 e 3.

Dentre os fatores paracrinos considera-se o papel dos leucdcitos, através
da producao de citocinas: interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento B3, fator de
necrose tumoral o (TNF-a) e proteases, incluindo a neutréfilo elastase. As
citocinas tém papel critico na producao e ativacao das MMP que determinam a

menstruacao (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Embasado no que foi anteriormente exposto torna-se bastante sugestivo

que a expressao e ativacdo das MMPs, bem como os leucdcitos e citoquinas,
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participem na iniciagdo dos episodios de sangramento em usuarias de
anticoncepcao contendo apenas progestégenos. Atualmente, as MMPs mais

estudadas no endométrio séo as 1, 3 e 9 (Salamonsen e Lathbury, 2000).

Diante disso, verifica-se que ndo ha uma definicdo sobre a patogénese do
sangramento uterino anormal associado ao uso dos anticoncepcionais contendo
apenas progestdgenos. Este trabalho tem como objetivo identificar algumas
quimiocinas e correlaciona-las com populagdes leucocitarias como as células natural

killer uterinas e os matécitos nas usuarias do SIU-LNG no terceiro ano de uso.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar quimiocinas e algumas populagdes de leucécitos no endométrio
de mulheres usuarias do SIU-LNG, com e sem sangramento uterino apds trés

anos de uso.

2.2. Objetivos especificos

Comparar nos grupos, de usuarias do SIU-LNG, com e sem sangramento
uterino:

= A quantidade de neutrofilos.

» A quantidade de células natural killer uterinas.

A éarea proporcional de ativagdo dos mastdcitos através da positividade

da triptase extracelular.

A expresséao das quimiocinas IL-8 e 6 CKine no endométrio.
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OBJECTIVE: The ohjecti¥e was to assess endometrial chemokines in users of the levonorgestrel-releasing intrauter-
ine system (LNG-IUS) and correlate them with leucocyte populations, uterine natural killer cells (uNK) and mast
cells (MCs). MATERIALS AND METHODS: Endometrium was obtained from two groups of women who had been
using LING-IUS for 3 years or more: 11 amenorrhoeic women formed the non-hleeding group and 15 women who
maintained some form of cyclic bleeding comprised the bleeding group. Specific antibodies were used for the assess-
ment of neutrophils, uNK cells and MCs. Immunohistochemistry was performed to locate the chemokines 6Ckine
and interleukin-8 (IL-8). RESULTS: Neutrophils were few and without differences between the two groups. uNK
cells were significantly higher in the bleeding group (# < 0.0001). There was no difference between the total number
of MCs and activated MCs, but there was a greater extracellular area stained for MC tryptase (P < 0.05). Chemok-
ines 6CKine and IL-8 were abundant in the stroma and in the epithelium, and there was no difference between the
groups. CONCLUSIONS: We observed more uNK cells in users with bleeding and a greater extracellular area
stained for MC tryptase, although there were no differences between the number of MCs and activated MCs or the
chemokines 6CKine and IL-8. uNK cells and MC products may play a role in provoking breakthrough bleeding in
long-term users of the LNG-IUS.

Keywords: chemokines/leucocytes/LNG-IUS /mast cells

Introduction

The levonorgestrel-releasing intranterine system (LNG-ITUS)
releases 20 pgfday of LNG ioto the uterine cavity. Its high
contraceptive efficacy is related principally to an alteration in
endometrial receptivity (Nilsson et al., 1978), suppression of
endometrial proliferation, inhibition of sperm migration and
thickening of cervical mucus (Lunkkainen er af., 1990; Barbosa
et al., 1995). The introduction of the LNG-IUS increased the
range of contraceptive options available to women and reduced
some of the side effects snffered by some users of the copper
IUDs, such as pelvic infection and ectopic pregnancy (Toivanen
et al., 1991; Odlind, 1995).

In addition to the high contraceptive effectiveness of the
LNG-IUS, this device also offers many non-contraceptive ben-
efits such as the treatment of menorrhagia through a dramatic
reduction in menstrual bleeding {Andersson and Bybo, 1990;
Monoteiro er al., 2002; Hurskainen et al, 2004), relief of
endometriosis-associated pain (Lockbhat et al, 2005; Petta
et al., 2005} and endometrial protection during hormone therapy

in the post-menopause (Andersson e af., 1992; Suhonen et al.,
1995).

The LNG-IUS induces some bleeding disturbances includ-
ing unexpected breakthrough bleeding (BTB) {Odlind and Fraser,
1990}, and this is the main reason given by women for discon-
tinuation of the method. The severity of menstroal bleeding
disturbances varies according to the contraceptive method
{Vincent and Salamonsen, 2000); however, the mechanisms
involved in the pathogenesis of BTB are not fully understood.

One common consequence of all progestin-only (p-only}
contraceptive methods, including the LNG-IUS, is an abnor-
mal lencocyte infiltration {Salamonsen and Lathbury, 2000).
The normal endometrium possesses an active and tightly regu-
lated immune environment with significant immune cell popu-
lations that are associated with specific endometrial events
(Bulmer et al., 1991). In the late-secretory phase of the men-
strual cycle, there is an increase in the number of leucocytes
associated with decidualization and implantation (Bulmer
et al, 1988}, Leucocyte products include a range of proteases,

@ The Auther 2006, Published by Ogford University Press on behalf of the Eurapean Soriaty of Human Reproduction and Embryolagy. All rights reserved. 1

For Permissions, please email: journals.permissions@oxfordjournals.org

Publicacdo 38



A.Peloggia et al.

chemokines and cytokines, which together result in focal pro-
duction and activation of matrix metalloproteinases (MMPs)
by endometrial cells, with the subsequent breakdown of tissue
that characterizes menstruation (Salamonsen and Lathbury,
2000).

Leucocyte infiltration, particularly in the form of neu-
trophils, eosinophils, macrophages and uterine-specific natural
killer cells (uNK), along with changes in the activation state of
mast cells (MCs), appears to undergo changes in women using
p-only contraceptive methods. Leucocyte subpopulations such
as neutrophils and eosinophils are found predominantly in the
shedding endometrium, whereas very few of these subtypes are
present in atrophic or progestin-modified endometria (Vincent
et al., 1999). However, in the decidualized endometrium, there
is a great number of uNK cells (Critchley et al., 1998).

In humans, these uNK cells are present before implantation,
but they are also present in the non-pregnant endometrium
(Jones et al, 2004). At the end of a non-pregnant cycle,
approximately 2 days before menstruation, uNK cells undergo
a nuclear change resembling apoptotic cell death (Trundley
and Moffett, 2004). In addition, the MCs secrete many vasoac-
tive and proinflammatory molecules and participate in inflam-
mation by enhancing leucocyte infiltration, as well as causing
direct tissue damage by their release of proteases. They are
detectable by immunostaining for the MC-specific serine pro-
teinase, tryptase, which plays an important role in MMP acti-
vation. This may represent a critical function for these cells at
menstruation or in abnormal uterine bleeding (Salamonsen and
Lathbury, 2000).

Many studies have focused on the local uterine environment
and were conducted with the objective of understanding why
the use of p-only contraceptives sometimes leads to BTB. The
aim of this study was to assess the production of certain
endometrial chemokines in long-term users of the LNG-IUS
with and without endometrial bleeding and correlate these
chemokines with the presence of leucocyte populations, with
particular emphasis on the role of the uNK cells and MCs.

Subjects and methods

Characteristics of subfects and tissue collection
The study was conducted at the Department of Obstetrics and Gynae-
cology, School of Medicine, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, Brazil and at Prince Henry's Institute of
Maedical Research, Clayton, Victoria, Australia. The research proto-
col was approved by the ethical committees of the institution, and all
women signed an informed consent form before being admitted to
the study. Endometrial tissue was obtained from women using the
LNG-IUS (Mirena®, Leiras Oy, Turku, Finland) as a contraceptive
method by using Pipelle soction curette (Pipelle de Cornier,
Prodimed, Neully-in Thele, France). A single endometrial biopsy
was taken from each of the 26 women who had been using the LNG-
IUS for contraception for more than 3 years. These women were
divided into two groups according to whether or not they were in
amenorrhosa: 11 amenorrhoeic women formed the non-bleeding
group and 15 women who maintained some form of cyclic bleeding
comprised the bleeding group.

The women included in this study answered a questionnaire regard-
ing their menstrual pattern following the insertion of the LNG-IUS.

Women were considered to belong to the group of non-blesding
women if they had not had any utering bleeding within the 3 months
before biopsy. The women assigned to the bleeding group were those
who had had some uterine bleeding in the 3 months before joining the
study, but who were not bleeding at the time the endometrial biopsy
was taken (Oliveira-Ribeiro er al., 2004).

The endometrial samples were fixed in 10% buffered formalin and
dehydrated. They then underwent routine histological processing to
paraffin blocks. Sections measuring 5 pm were cut on a Leica RM
2135 microtome and placed on Super Frost® Plus glass slides (Menzel-
Glasser, Strasburg, Germany). Paraffin sections were dewaxed in
Histosol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and rehydrated
through descending grades of alcohol to dH;O. A standard haematoxylin
and eosin section of each biopsy sample was submitted to a pathologist
for classification according to Noyes' criteria (Noyes er al., 1950).

Immunokistochemistry of lencocyte subiypes
Immunohistochemistry was performed on endometrial biopsies using
specific antibodies for neutrophils [monoclonal mouse anti-human
NEU elastase (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark, Cat MOT52,
clone NP37) IgG concentration 70 pgfml], uNK [CD56 monoclonal
mouse anti-human small cell lung cancer (SCLC) (Zymed, San
Francisco, CA, USA, Catg 18-0152)] and MCs [monoclonal mouse
anti-numan tryptase (DAKO, Clone AAl, Cat M-7052) IgGl con-
centration 80 pg/ml]. Antigen retrieval for CD56 and tryptase immu-
nohistochemistry was carried out by microwaving at high power for
2 5 min in 0.01 mol] sodiom citrate buffer (pH 6.0). Endogenous
hydrogen peroxidase activity was blocked using 6% H,0Ouin 100%
methanol (1: 1 v/v) for 10 min at room temperature (RT). Non-
specific binding was prevented by using a non-immune blocking
solution containing 20% normal horse serum in Tris-buffered saline
(TBS) for 10 min at RT.

Primary antibodies were applied and incubated at 37°C for 60 min.
Megative controls were included for each tissue by substituting the
primary antibody for a matching concentration of non-immunized
mouse IgG (DAKO). Following washing with 0.6% Tween 20/TBS,
detection of positive binding was achieved by the sequential applica-
tion of biotinylated horse anti-mouse IgG [1/200 in 10% fetal calf
serum (FCS)/TBS: Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and
STREF ABC/HRP (DAKO Cytomation) followed by the substrate
diaminobenzidine (DAB SUBSTRATE, DAKO Cytomation) for
2 min at BT to achieve a brown coloration. Sections were then coun-
terstained with Harris haematoxylin (Sigma Chemicals, St Lounis, MO,
USA) V10 in dH,0, dehydrated through ascending grades of ethanol
and mounted with DPX (ProSciTech, Thuringowa, Queensland,
Australia).

Chemokine immunohistochemistry

Immunchistochemistry was performed to locate two chemokines
[6Ckine and interleukin-8 (IL-8), which are chemoattractants for uNE
cells and meutrophils, respectively] in formalin-fixed endometrial
biopsies. Purified goat anti-human polyclonal antibodies [for IL-8: C-19,
Cat SC 1269 and for 6Ckine: C-15, Cat SC 5208 (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA)] were used, each at 200 pg/ml. Immu-
nohistochemistry for both chemokines was performed following
antigen retrieval by microwaving as above. Primary antibodies and
negative controls (gpoat IpG at the same concentration) were applied
and incubated overnight {1618 h) at 4°C. Detection of positive local-
ization was performed using sequential application of biotinylated
horse anti-goat IgG 1/200, Catalog BA 9500 (Vector Laboratories)
and Strept ABC/HRF 1/100 (DAKO), followed by 3,3-diaminobenzidine
(DAB) (DAKO). Sections were counterstained following the protocol
described abave.
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Analysis of immunosiaining

Staining was assessed with the use of an Olympus CH30 microscope
(Olympus, Melville, NY, USA), and high-resolution images were cap-
tured with an He-2000 digital camera (Fujix, Tokyo, Japan). A micro-
computer imaging device (AIS) from Imaging Research (Brock
University, 5t Catherine, Ontario, Canada) was used to assess the rela-
tive number of uNK cells and MCs in the intact pieces of tissue
present in the tissue blocks. The investigators (J.Z. and A.P.) were
blinded to the identity of the sections. Since the ulNK cells were often
clustered and thus not readily countable, data are expressed for each
tissue as percentage of total tissue area strongly stained. For MCs,
non-activated and activated cells were conmed separately, depending
on whether staining was intracellular or extracellular. Furthermore as
an estimate of MC activation, the percentage of the total area that was
stained diffusely with MC tryptase (MCT) is expressed as a percent-
age of the total area. Statistical analysis was performed to compare
differences between blesding and non-bleeding groups using Stu-
dent’s r-test for unpaired samples, and significance was established at
P <005, Data are presented graphically as mean £ SEM.

Results

Leucocytes in bleeding and non-bleeding samples
Newtrophils

Since all the samples were collected from women who had
been using Mirena for more than 3 years, all endometria were
highly decidualized. Immunohistochemistry showed very few
neutrophils in the tissues and no significant difference between
the two groups (Figure 1A and B).

Uterine narural killer cells fulNK)

CD56-positive uNK cells were highly abundant (3% of total
area stained) in the bleeding group compared to the non-bleeding
group (0.05% of total area stained) (Figure 1C and D). This
difference was highly significant (P < 0.0001) {(Figure 2).

Figure 1. Leucocytes in endometrium from long-term users of a
levonorgestrel-releasing intrantering system. (A) Neutrophil-staining

bleeding group, (B) neutrophil-staining non-bleeding proup.
(C), uterine natural killer (uNEK) cell-staining blesding group,
(D) uNK cell-staining non-bleeding group.
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Figure 2. Relative area stained by uterine natural killer (uNK) cells
in users of the levonorgestrel-releasing intrauterine system with and
without bleeding episodes.
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Figure 3. Area stained for extracellular mast cell tryptase (MCT) in
users of the levonorgestrel-releasing intrauterine system with and
without bleeding episodes (P = 0.046).

Mast cells {MC)

Evaluation of all MCs was performed. These may be either
non-activated or activated. Positive staining for MCT was seen
in most tissues (Figure 3). In each tssue block, there were
some portions of tissue thar had more MCT than others. MCT
was either contained within the cell (represemting a non-
activated MCs) or extracellular (representing activated MCs),
in each tissue. The total number of MCs in each tissue,
expressed as MC!X;Lmz, and the number of activated MCs in
each tissue, expressed as MC:'XLI.mZ, were assessed, and the pro-
portion of toral tissue area (x100) that was MCT stained was
also measured.

Figure 4 shows that there were no significant differences in
either the total number of MCs (22 versus 12%) or the number
of activated MCs (8 versus 3%%) in bleeding versus non-bleeding
groups. However, a greater proportion of the total tissue area
was stained in samples from the bleeding group { 100%) than in
samples from the non-bleeding group (Figure 3) (209%) (P < 0.05),
indicating that there was increasad extracellular tryptase in the
tissue and hence more MC activation.

Chemokines

Chemokine immunostaining after insertion of LNG-IUS was
consistent with the highly decidualized nature of the tissue. Inimu-
noreactive 6Ckine and IL-& were both abundant in the decidual-
ized stromal cells, but there were no significant differences

3
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Figure 4. Area stained for extracellular tryptase in endometrium exposed to a levonorgestrel-releasing intrautering system. (A) Bleeding group,

{B) non-bleeding group.

Figure 5. Immunohistochemical localization of chemokines in
endometrivm exposed to a levonorgestrel —releasing intrauterine sys-
tem. {A) IL-8 in bleeding group, (B) IL-8 in non- bleeding group,
(C) 6CKine in bleeding group, (D) 6CKine in non-bleeding group. IL,
interleukin.

between bleeding and non-bleeding groups (Figure 5A and B}.
IL-8 was also strongly stained in the epithelium: once again,
there was no difference between the groups (Figure 5C and D).

Discussion

Leucocyte populations and other endometrial parameters have
been previously analysed in endometrial samples of women
using the LNG-IUS (Critchley e al., 1998, Oliveira-Ribeiro
et al., 2004). This study used two cohorts of LNG-IUS users,
those who had no bleeding and those who reported bleeding in
the previous 3 months. We examined endometrium from
these women for subsets of leucocytes and the chemokines
that may act as specific chemoattractants for these cells. P-only
contraceptive methods, induce different effects on endome-
trial morphology (Vincent er al, 2000}, and these different

4

morphologies contain different populations of immune cells.
In our study, we found few neutrophils in any of the rissues
from LNG-IUS users. However, there were significantly more
ulNK cells along with evidence for increased MC activation in
the bleeding group compared with the women who were not
bleeding.

In many LNG-IUS users, the endometrium is highly decidu-
alized, with macrophages and ulNK cells being predominant
(Critchley ¢t al., 1998). This phenomenon is normally seen in
decidual samples taken in early pregnancy when uNK cells
comprise 40% of all cells in the stromal compartment {Moffett-
King, 2002). In the absence of pregnancy, an increase in the
number of neutrophils and eosinophils is detectable in the uter-
ine stroma (Poropatich et al., 1987, Jeziorska et al, 1995), and
MCs become highly activated: these differing cohorts seem to
differentiate between tissue that is prepared for implantation or
that in which the inflammatory processes associated with men-
struation and tissue repair have been initiated {(Kamat and
Izaaczon, 1987; Bulmer er al., 1988, Salamonsen, 1998}, It is
therefore interesting to observe the presence of increased uNK
cell numbers and one of premenstroal tissue (highly activated
MCs), both a feature of early pregnancy, in users of the LNG-
IUS in which local levels of progestin are very high, but partic-
ularly in those who are eaperiencing uterine bleeding. This
finding was also observed in a study first reporting the uNK
cells and their association with regulating cytokines in post-
menopausal endometrium, demonstrating a possible mecha-
nism by which the hormonal therapy might induce the irregular
bleeding (Hickey et al., 2005).

Leucocyte subpopulations were previously examined in the
LNG-exposed endometrium (Critchley et al, 1998, Vincent
et al., 2000, and in accord with the present study, an elevated
number of large granulated lymphocytes and macrophages
were found | month after the insertion of the LNG-IUS. Clark
et al. (1996) reported a negligible neutrophil influx in the
endometrial samples exposed to local action of LNG in
Morplant users. In contrast, Vincent et al (1999} reported
increased nombers of neutrophils and eosinophils in the
endometrium of Norplant users in those samples thar were
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decidualized or showing signs of tissue breakdown. However,
much higher levels of LNG are present in the endometrium in
the case of LNG-IUS users than in users of contraceptive
implants {Vincent and Salamonsen, 2000). Indeed, in users of
the LNG-IUS, intrauterine levels of the steroid are 1000-fold
greater than serum levels, and it is therefore not surprising thar
the effect of LNG on the endometrium is different in users of
the two types of contraceptives (Nilsson et al, 1932; Pekonen
et al., 1992).

The mechanisms involved in the influx of leucocytes in the
endometrium are not fully understood. A large number of
chemokines are produced in the endometrium, and their cycli-
cal variation is correlated, at least to some extent, to the leuco-
cyte subsets found during each phase; however, redundancy
clearly exists (Jones er al., 1997). Since such chemokines are
important during the menstrual cycle, they may represent
potential candidates as mediators related to BTB provoked by
the action of LNG on the endometrium. For this reason, the
two chemokines, 6CKine and IL-8, which are related to uNK
cell and neutrophil recruitment, respectively, were chosen for
evaluation in this study.

The cellular localization of these chemokines is critical since
the endometrium is heterogeneous, particularly at the time of
menstruation and decidualization. Among the nine chemokines
abundantly expressed in the human endometrium at different
stages of the menstrual cycle (Jones er alk, 2004), 6CKine was
expressed at moderate/low levels in menstrual, proliferative
and mid-secretory stages, whereas IL-8 was highly expressed
only in the menstrual phase. The immunocexpression of IL-8 in
users of the LNG-TUS has been previously described by Jones
et al. (1997), who detected high immunoreactive IL-8 levels
1 month after insertion of the LNG-IUS, with a subsequent
decreasze after 3 and 6 months. Furthermore, a number of other
chemokines, including 6Ckine, are up-regulated in the decidu-
alized stroma in LNG-IUS users (Jones ¢t al., 2005), although
these did not correlate with bleeding. In our study, we found oo
difference between the two groups, and this may be explained
by the fact that all users had been using LNG-IUS for more
than 3 years. It is well established that the percentage of highly
decidualized samples in the endometrium of LNG-IUS users
increases as the duration of use of the device increases
(Luukkainen et al., 1990}, Decidual derived chemokines such
as 6Ckine have also been implicated in the recruitment of uNK
cells to the implantation site (Jones et al., 2004). The high
chemokine production and the higher number of uNK cells in
the study group that maintained some form of bleeding pattern
seem to be a consequence of the extensive decidualization of
the endometrium.

An important finding of this study was that there was a sig-
nificantly higher area of extracellular tryptase in the samples
obtained from women with bleeding than from non-bleeding
samples. Extracellular tryptase is one of many regulatory fac-
tors released from MCs upon their activation: these include
cytokines, and a range of enzymes, some of which can degrade
extracellular matrix. Tryptase itself is an important activator of
MMP-3, an enzyme that is central to an activation cascade for
other MMPs, and which along with these other MMPs is
important for tissue breakdown in endometrium {Salamonsen

Long term by LNG-IUS users

and Lathbury, 2000). Although Drudy et al. (1991} related no
significant differences in the MC count at different phases of
the menstrual cycle and in women with dysfunctional uterine
bleeding, this study did not take account of the activation state
of the MCs.

It was not possible in this study to identify precisely whether
the increased ulNK cells and increased MC activation are
responsible for BTB. It has been proposed that BTB is most
likely caused by focal alterations in the endometrium, and this
is confirmed by the hysteroscopic visualization of the dilated
bleeding vessels (Hickey et al, 2000) and histologically by
focal areas of leucocyte infiltration in tissue breakdown, sur-
rounded by unaltersd atrophic endometrium (Clark et al,
1996; Song et al., 199a).

In a previous report (Oliveira-Ribeiro ¢t al, 2004} using the
same endometrial samples, we identified significantly more
immunoreactive MMP-3 in the women who maintained some
form of bleeding pattem. Importantly, this enzyme is directly
activated by MCT. Thus, focal action of MMP-3 could provide
an explanation for the bleeding in those users. The lack of cor-
relation between some of the other endometrial parameters
evaluated in the present study and the presence or absence of a
bleeding pattern could be explained by the fact that our study
sample was composed of women who had used the LNG-IUS
for a long time and mainly because the group with bleeding
patterns maintained some form of bleeding pattern but not pro-
longed bleeding or menorrthagia. It is possible to identify the
mediator and effector cells involved in BTB by carmrying out a
detailed analysis of bleeding sites versus non-bleeding areas in
the same patient (Lockwood et al., 2000), as identified by
hysteroscopy. Unfortunately, this is an invasive procedure that
causes discomfort to the patients, that is not widely used and
not performed in our clinic.

In conclusion, we have demonstrated that neutrophils are not
abundant in the endometrium of long-term users of the LNG-
IUD and that while both IL-8 and 6Ckine are highly expressed
in the decidualized stromal cells, they did not differ between
women with and without uterine bleeding. Importantly, uINK
cells were more abundant in long-term users of the LNG-IUS
who maintained some bleeding patterns, and the level of MC
activation was also higher in these women than in those who
do not bleed, suggesting that these factors may play a role in
the uterine bleeding in long-term users of the LNG-IUD.
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4. Conclusoes

Nao houve diferenga na quantidade de neutréfilos entre as mulheres com e

sem sangramento uterino.

As células natural killer uterinas foram encontradas em maior nimero em

mulheres usuarias de SIU-LNG que mantinham sangramento.

A area proporcional de ativacdo dos mastécitos apresentou-se maior em

mulheres com sangramento do que em mulheres que nao sangravam.

Apesar de a IL-8 e 6CKine estarem presentes em células estromais
decidualizadas, ndao houve diferenca entre as mulheres com e sem sangramento

uterino.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Ficha para coleta de dados

QUIMIOCINAS ENDOMETRIAIS, CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS
E MASTOCITOS EM USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO LIBERADOR
DE LEVONORGESTREL (MIRENA®)

1) Cason® [ ]

Dados do prontuario

2)NCPF [ I L]
SINLHC: L L L LI ICC 0]

4) Enderecgo: Rua
ne Qd Lt Bairro
Cidade Ponto de referéncia:

5) Telefone: residéncia:
trabalho:
recado:
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Ficha para coleta de dados

1- CASON®:_

2- GRUPO:___ (1.com sangramento 2. sem sangramento)
3- Idade:  anos

4- Antecedentes Obstétricos: Gesta Para Abortos

5- Antes de iniciar o método, de quantos em quantos dias vocé menstruava?
dias () Nao se lembra

6.1. Quantos dias durava a menstruacao?
dias () Nao se lembra

6.2. Quantos absorventes usava por dia?
absorventes () Nao se lembra

6.3. Ocorria sangramento, em borra de café, que néo exigia uso de absorventes ou tampdes?
(1. Sim 2. Nao) () Nao se lembra

6.4. Quantos dias durava no més?

dias () Nao se lembra
7. Patologias Associadas : (1. Ausente 2. Presente)
Quais?
8. Medicagédo em uso : (1.Ausente 2. Presente)
Quais?
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Para o investigador: Padrao de sangramento:

Quanto ao intervalo:
1. eumenorréia 2. espaniomenorréia

4.metrorragia 5. amenorréia

Quanto ao numero de dias do fluxo:

1. hipomenorréia 2. normal

Quanto ao volume do fluxo:

1. oligomenorréia 2. normal

9. Apés iniciar o método:

3.polimenorréia

3. hipermenorréia

3. menorragia

Nao menstrua ha 3 meses ou mais. Passe a questao 13.

Esta menstruando. Passe a questao 10.

Esta menstruando e apresentando spotting. Passe a questao 11.

Esta apresentando apenas spotting. Passe a questao 12.

10. Nos ultimos 3 meses
Qual o intervalo entre as suas menstruagdes?
Quantos dias dura suas menstruagbes?
Quantos absorventes vocé usa por dia?
Os absorventes ficam encharcados?

Para o investigador: Padrao de sangramento:

Quanto ao intervalo:
1. eumenorréia 2. espaniomenorréia

4.metrorragia 5. amenorréia

Quanto ao numero de dias do fluxo:

1. hipomenorréia 2. normal

Quanto ao volume do fluxo:

1. oligomenorréia 2. normal

dias ( ) n&o selembra
dias ( )n&o selembra
absorventes ( ) nao se lembra
(1.sim 2.n&o) ( ) ndo se lembra

3.polimenorréia

3. hipermenorréia

3. menorragia
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11. Nos Ultimos 3 meses:

Qual o intervalo entre as suas menstruagdes? dias ( ) né&o selembra
Quantos dias duram as suas menstruagbes? dias ( ) nao selembra
Quantos absorventes vocé usa por dia? absorventes () ndo se lembra
Os absorventes ficam encharcados? (1.sim 2.nd0) ( ) nao se lembra
Os spottings ocorrem até quantos dias por més? dias ( ) nao se lembra

Para o investigador: Padrao de sangramento:

Quanto ao intervalo:
1. eumenorréia 2. espaniomenorreéia 3.polimenorréia

4.metrorragia 5. amenorréia

Quanto ao numero de dias do fluxo:

1. hipomenorréia 2. normal 3. hipermenorréia

Quanto ao volume do fluxo:

1. oligomenorréia 2. normal 3. menorragia

12. Nos Ultimos 3 meses

Os spottings ocorrem até quantos dias por més? dias ( )naose
lembra

Vocé esta menstruada ou com spotting hoje? (1.sim 2. nao)

13. Dados do prontuario

Tempo de uso do método meses
Peso kg

Altura m

IMC
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7.2,

Anexo 2 — Consentimento livre e esclarecido

TITULO DO ESTUDO: QUIMIOCINAS ENDOMETRIAIS, CELULAS NATURAL KILLE

UTERINAS E MASTOCITOS EM USUARIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO
LIBERADOR DE LEVONORGESTREL (MIRENA®)

Eu, , RG ,
idade anos, residente a )
matricula PF , fui informada por que :

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

de dentro do Utero (endométrio), de usuarias de Mirena®; para tentar descobrir 0 que
leva algumas mulheres a apresentarem sangramento uterino imprevisivel e outras
a nao apresentarem sangramento. Se isto for encontrado, ser4 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 responderei a um questionario sobre
minhas caracteristicas pessoais, minhas gestacbes e meus fluxos menstruais

antes e ap6s o uso do Mirena®.

Se aceito participar do estudo, hoje serei submetida a retirada de uma pequena
amostra de dentro do meu utero. Este procedimento sera feito pelo médico (a). Eu
ficarei em posicao de exame ginecolégico, apds o toque vaginal, sera colocado um
espéculo, realizada a limpeza do colo uterino, podendo ser necessario ou nao a
colocagédo de uma pinga no colo uterino e entado, 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 armazenado para futura analise na Australia.

Estou ciente de que podera haver colica, semelhante a de uma menstruacéo, durante e
apos a retirada da amostra; bem como sangramento, na maioria das vezes, leve.
Outros riscos, que podem acontecer sdo: infeccdo de dentro do Utero (endometrite),
saida do DIU do lugar e perfuracdo uterina. Todos os cuidados serdao tomados,

para que estes problemas ndo ocorram. Fui informada de que, diante de qualquer
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efeito ruim, relacionado ao estudo, receberei atengdo médica adequada na Unicamp e

ndo havera qualquer énus financeiro para mim.

e) Minha participacdo neste estudo é totalmente livre, isto é, se ndo desejar participar,
nao terei nenhum prejuizo em meu atendimento no ambulatério. N&o receberei
nenhum beneficio pela minha participacao.

f)  Serei informada sobre este estudo sempre que quiser.

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

h) As informagbes obtidas neste estudo serdo transmitidas somente de forma que
ndo possa identificar a minha participagéao.

i) Em caso de algum problema ou duvida, durante o periodo do estudo, poderei
contactar a Dra Alessandra Peloggia, telefone 3788-7176, de segunda a sexta-
feira, das 8 as 17 horas.

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

Voluntaria

Pesquisador(a)

Campinas, / /
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