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RESUMO

COSTA, L.D. Caracterizagdo histoquimica e imuno-histoquimica das
alteracdes fibroticas nas endometroses das éguas. 2015. 69p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

A endometrose é uma alteracdo degenerativa das glandulas uterinas e do
estroma circundante, caracterizada pelo arranjo periglandular de
miofibroblastos e a deposicdo de matriz extracelular (ECM). O presente
trabalho objetivou avaliar a expresséo de colageno tipo I, lll e IV e a-actina de
musculo liso (a-SMA) nas endometroses equinas, procurando esclarecer a
participacdo dos miofibroblastos na progressédo destes processos. Foram
utilizadas 24 biépsias uterinas com diagnostico de endometrose, recebidas pelo
Servico de Patologia Veterinaria e de Reproducdo Animal da FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP. Cortes histolégicos foram submetidos as técnicas histoquimicas
de Tricromico de Masson, Picrosirius Red sob luz polarizada e Acido Periodico
de Schiff (PAS) e imuno-histoquimicas para os trés tipos de colageno citados e
a-SMA. Ainda, tracou-se um paralelo entre a técnica de Picrosirius Red e a
imunomarcacao dos colagenos tipos | e lll. A analise histologica revelou que as
fibras de colageno denso correspondem ao colageno tipo |, predominantes nas
endometroses inativa e inativa destrutiva. As fibras de colageno frouxo
correspondem ao colageno tipo lll, predominantes nas endometroses ativas e
ativas destrutivas. Nestes mesmos processos, a membrana basal revelou
espessamento, aparentemente ndo relacionado ao colageno tipo IV, e uma
maior imunomarcacao de miofibroblastos periglandulares em relacdo as
endometroses inativa e inativa destrutiva. Desta forma, nota-se que os
miofibroblastos estéo relacionados ao aumento na deposicdo de colageno tipo
[Il nos ninhos fibroticos ativos.

Palavras-chave: endometrose, €égua, colageno, miofibroblastos, imuno-

histoquimica.



ABSTRACT

COSTA, L.D. Histochemical and immunohistochemical characterization of
fibrotic changes in mares endometrosis. 2015. 69p. Dissertacdo (Mestrado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2015.

Endometrosis is a degenerative change of the uterine glands and surrounding
stroma, characterized by periglandular arrangement of myofibroblasts and
deposition of extracellular matrix (ECM). The aim of this study was evaluate the
expression of collagen type I, Il and IV and a-smooth muscle actin (a-SMA) in
equine endometroses, and investigate the role of myofibroblasts in the
progression of these processes. A parallel was made with histochemical
techniques of Masson's trichrome, Picrosirius Red under polarized light and
Periodic Acid-Schiff (PAS). Twenty four uterine biopsies received by the
Veterinary Pathology Service and Animal Reproduction of FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP, were diagnosed with endometrosis. Histological analysis
revealed that the orange dense collagen fibers correspond to type | collagen,
being prevalent in inactive and inactive destructive endometrosis. And the green
loose collagen fibers correspond to type Il collagen, and are predominant in
active and active destructive endometrosis. In the same processes, a greater
amount of periglandular myofibroblasts were observed in comparison to inactive
and inactive destructive endometrosis. The presence of these cells in active
processes are strongly related to an increased deposition of collagen type Il in
fibrotic nests. Regarding the basement membrane, the active destructive and
active endometrosis shows thickening, apparently not related to an increase in
expression of type IV collagen. The active destructive and inactive destructive
endometrosis exhibited disruption areas in type IV collagen fibers. Thus, it is
noted that the myofibroblasts are related to increased deposition of type Il

collagen in active fibrotic nests.

Keywords: endometrosis, mares, collagen, myofibroblasts,

iImmunohistochemistry.



1. INTRODUCAO

A endometrose € uma alteracdo degenerativa das glandulas uterinas e
do estroma circundante, associada a idade e diretamente relacionada com
problemas de fertiidade em éguas (SCHOON et al.,, 1992). O arranjo
periglandular de miofibroblastos e a deposicdo de matriz extracelular (ECM)
sdo caracteristicas importantes da endometrose (WALTER et al., 2005).
Durante o desenvolvimento destes processos, os fibroblastos expressam varios
fatores de diferenciagdo musculares, como alfa-actina de musculo liso (a-SMA),
tropomiosina e desmina, que foram, portanto, identificados como
miofibroblastos (SAPPINO et al., 1990; SCHMITT-GRAF et al., 1994). Além
disso, estas células expressam também varias proteinas da ECM, como
fibronectina, laminina, colageno tipo IV e tenascina (BERNDT et al., 1994;
HANAMURA et al., 1997).

Segundo alguns autores, na endometrose a fibrose do tecido
periglandular ndo é caracterizada por um aumento da presenca de fibras de
colageno, mas pelo arranjo periglandular de fibroblastos, que expressam a-
SMA e produzem proteinas da matriz extracelular, dispostos em uma ou mais
camadas (WALTER et al., 2001). Estes resultados contrastam com dados
anteriores obtidos utilizando-se a técnica de Picrosirius Red sob luz polarizada,
que identificou aumento na quantidade de colageno periglandular endometrial
(EVANS et al.,, 1998). Porém, em ambos os trabalhos as células que
compunham o tecido fibrotico periglandular na endometrose apresentaram
caracteristicas de miofibroblastos (EVANS et al., 1998; WALTER et al., 2001).

Uma hip6tese concebida para a patogénese da endometrose baseia-se
nos achados morfolégicos e estabelece as fases de evolugdo do processo
fibrético, denominando-as, de forma sequencial, como fibrose ativa, fibrose
ativa destrutiva, fibrose inativa e fibrose inativa destrutiva (HOFFMANN et al.,
2009b). Algumas destas etapas da progressdo do processo fibrotico
endometrial estdo de acordo com observacdes anteriores de outros autores
(BORDER & NOBLE, 1994; RAILA, 2000).

Um estudo utilizando as técnicas de Picrosirius Red sob luz polarizada e
imuno-histoquimica identificou a deposicdo de colageno denso nas lesdes

classificadas como endometroses inativas, associadas a expressao fraca para



a-SMA pelas células estromais que circundam as glandulas endometriais,
sugerindo a correlacdo entre o tipo de colageno presente e o fendtipo das
células estromais (MASSENO, 2012). No entanto, ainda ndo existem dados
sobre tipificacdo do colageno presente nos diferentes tipos de lesdo associadas
a patogénese da endometrose.

O presente trabalho objetiva avaliar as lesdes fibroticas endometriais,
identificando o tipo de coldgeno presente e a participagdo dos miofibroblastos
nos tipos de endometrose propostos por Hoffmann et al (2009b), procurando
estabelecer a relacdo entre a matriz e os tipos celulares em cada etapa do
processo.

2. REVISAO DE LITERATURA

As endometrites clinica e subclinica sdo as principais causas de reducéo
da eficiéncia reprodutiva nas éguas (AITKEN, 2012), e, levam a grandes
perdas econdmicas na criacéo de equinos (WITTE et al., 2012).

A biopsia endometrial tem sido utilizada como um indicador da saude
uterina e da fertilidade (LUDWIG et al., 2001; SCHLAFER, 2007), tendo sido
sugerido que o0s processos patoldgicos endometriais estdo correlacionados
com a susceptibilidade a infeccao persistente do endométrio (WOODWARD et
al., 2012; TROEDSSON et al., 1993).

Por quase 30 anos, as técnicas de biopsia de endométrio foram
empregadas como parte da rotina de avaliagdo do trato reprodutivo de éguas
subférteis, sendo a fibrose e a inflamacdo as principais caracteristicas
patolégicas observadas nesse tipo de material (GANJAM & EVANS, 2006). Nos
primeiros sistemas de classificagédo, as amostras foram classificadas de acordo
com os graus de fibrose periglandular e inflamacdo endometriais (KENNEY,
1978). Mais tarde estes sistemas foram modificados estabelecendo-se os graus
[, IA, IIB e Ill, correspondentes a lesdo minima, leve, moderada e grave de
fibrose periglandular endometrial, respectivamente (KENNEY & DOIG, 1986).

Portanto, levando em consideracdo alteragbes histopatologicas
inflamatorias ou degenerativas, o endométrio equino pode ser classificado em
quatro categorias de acordo com a presenca, distribuicdo e intensidade das

lesbes observadas (KENNEY & DOIG, 1986). Neste sistema, quanto maior o



grau de classificacdo da biopsia, menor é a probabilidade do endométrio
suportar uma gestacao.

Dentre as lesbes frequentemente identificadas nas biopsias endometriais
estdo as alteracdes degenerativas (KENNEY & DOIG, 1986; SNIDER et al.,
2011). Estas, embora ndo necessariamente irreversiveis, tendem a ser
progressivas e contribuem para o declinio do potencial de fertilidade
(LEHMANN et al., 2011). O termo endometrose foi cunhado inicialmente por
Kenney (1978), e define a cronicidade das alteragcbes degenerativas
endometriais vistas em equideos (GANJAM & EVANS, 2006) e mais
especificamente, € definida como fibrose grave seguida por dilatagdo cistica
das glandulas endometriais (HOFFMANN et al., 2009a).

A fibrose é um dos principais elementos da reacao tecidual endometrial
(MASSENO, 2009). Para que se entenda o mecanismo patolégico da fibrose, é
necessario que, primeiramente, se compreenda o funcionamento normal dos
mecanismos da interacdo célula-matriz extracelular. A regulacdo da
composicao desta matriz promove a integridade dos tecidos e fornece sinais
bioativos que podem afetar o comportamento celular (BRUNER et al., 1995).

No endométrio equino, os fibroblastos que circundam as glandulas
uterinas fibréticas nas endometroses mostram forte imuno-reatividade para o-
SMA (MAMBELLI et al., 2012). Mais ainda, glandulas cisticas sao circundadas
por uma camada de ceélulas positivas para esta proteina (WALTER et al.,
2001). Estas células, chamadas de miofibroblastos, sédo responsaveis pelas
principais caracteristicas da fibrose ativa por sua capacidade de expressar
niveis elevados de citocinas fibrogénicas/inflamatérias e proteinas da matriz
extracelular, como fibronectina, laminina, colageno tipo IV e tenascina
(THANNICKAL, 2012; MASSENO et al., 2010).

A presenca de células com caracteristicas de miofibroblastos havia sido
descrita anteriormente nas amostras de endométrio equino fibrotico
examinadas por microscopia eletronica de transmissdo (EVANS et al., 1998).
Os miofibroblastos contribuem para a alteracdo das propriedades do tecido
afetado, havendo evidéncias de que a producédo de colageno pelos fibroblastos
seja uma consequéncia da diferenciacdo destes em miofibroblastos (PETROV
et al.,, 2002). Além disso, estas células sdo reconhecidas como fonte de
colageno tipo | (ZHANG et al., 1994). No endométrio equino fibrético, mais



especificamente nos quadros de endometrose, células que expressam
caracteristicas de miofibroblastos sdo observadas ao redor de glandulas
dilatadas e ndo dilatadas, sendo uma incégnita a sua funcao nestes casos, ja
gue ndo esta claramente definido a partir de que estagio da lesédo elas sao
observadas (MASSENO et al., 2010).

Na endometrose, ocorre a substituicdo gradativa do colageno com
distribuicdo reticular, predominante no endométrio sadio, pelo coldgeno denso,
conforme aumenta o grau das lesbGes endometriais, preferencialmente na
regido periglandular (PORTO, 2006; NUNES, 2006). No endométrio equino, o
coldgeno denso predomina quando graus de lesdo sdo mais acentuados,
principalmente nas les@es fibréticas periglandulares, sendo acompanhada pelo
aumento do numero de células que expressam a-SMA (MASSENO, 2009).
Embora se possa admitir a funcdo de suporte exercida pelos miofibroblastos
localizados ao redor de glandulas dilatadas e fibréticas, sua fungéo ao redor de
estruturas glandulares néo dilatadas permanece desconhecida (HOFFMANN et
al., 2009b; MASSENO, 2012). De qualquer forma, o comprometimento das
estruturas glandulares pelo processo fibrotico endometrial altera seu
funcionamento e, consequentemente, diminui a capacidade do animal de levar
a gestacado a termo (LEHMANN et al., 2011; KILGENSTEIN et al., 2015).

A etiologia e a patogenia da endometrose sdo desconhecidas. Uma
hipotese para a patogénese da endometrose foi descrita por Hoffmann et al.
(2009b), que propuseram e descreveram, morfologicamente, as fases de
evolugdo do processo fibrotico. Algumas destas etapas da progressao do
processo fibrético endometrial estdo de acordo com observacdes anteriores de
outros autores (BORDER & NOBLE, 1994; RAILA, 2000). Estas etapas sdo
denominadas de fibrose ativa, fibrose ativa destrutiva, fibrose inativa e fibrose
inativa destrutiva (HOFFMANN et al., 2009b).

As fibroses ativas caracterizam-se pela presenca de células estromais
fibréticas metabolicamente funcionais, apresentando nucleo ovoide e
hipocromético, e citoplasma palido, ao redor de uma ou mudltiplas glandulas
endometriais. Nas fibroses inativas, observam-se células estromais
metabolicamente afuncionais, com nucleo fusiforme e hipercromético, e
citoplasma escasso e alongado, arranjadas paralelamente ao eixo da glandula

adjacente. A classificacdo como endometrose ativa destrutiva ou inativa



destrutiva implica da invasdo do lumen glandular pelas células estromais,
resultando em degeneracdo e necrose de células epiteliais individuais
(HOFFMANN et al., 2009b). Estas altera¢cfes estao diretamente relacionadas a
manutencdo e progressdo do processo fibrotico (HINZ et al.,, 2007;
THANNICKAL, 2012).

Hoffmann et al. (2009b) sugeriram que a proliferacdo de células
estromais e sua diferenciagdo em miofibroblastos, assim como o aumento da
sintese de ECM, respondem a agdo sinergistica e auto-induzida de
mediadores, resultando em fibrose periglandular. Além disso, a capacidade dos
miofibroblastos para liberar varias enzimas que regulam a homeostase da ECM
pode contribuir para a destruicdo progressiva da lamina basal, resultando em
um acumulo dessa matriz, 0 que por sua vez € capaz de manter o processo
fibrotico (HINZ et al., 2007, WALTER et al.,, 2001). Ademais, Hanada et al.
(2014) postularam que a presenca de células epiteliais degeneradas ou
necroticas se deve, principalmente, ao dano causado a membrana basal,
resultando em contato direto entre as células estromais e epiteliais, bem como
a interacbes entre a ECM fibrética e células epiteliais glandulares. Ainda,
Thannickal (2012) postulou que o aumento do numero de miofibroblastos nas
lesBes fibréticas pode ocorrer devido a inibicdo da apoptose destas células. A
partir da interacdo desses diversos fatores, a concomitancia do processo de
endometrite seria uma das causas da ativacdo metabodlica das células
estromais fibréticas (HOFFMANN et al., 2009b).

Desta forma, ocorreriam em sequéncia as etapas denominadas de
fibrose ativa e fibrose ativa destrutiva, que resultariam na fibrose estromal
caracteristica da endometrose. Porém, os fatores envolvidos e o nivel de
participacdo de cada um no processo de endometrose ndo estédo
completamente estabelecidos (SNIDER et al., 2011; LEHMANN et al., 2011).

Para a avaliacdo do tecido conjuntivo, um método histoquimico utilizado
na identificagdo e graduacgéo da fibrose endometrial € o Tricrobmico de Masson.
Embora as fibras colagenas sejam geralmente bem coradas por este método,
ele ndo realca adequadamente o0 coldgeno estromal endometrial
(BLANCHARD, et al., 1987; CALDINI, 1992; PORTO, 2006).

Outro método histoquimico utilizado € o Picrosirius Red, que diferencia

os tipos de colageno pela birrefringéncia das fibras em microscépio 6ptico de



luz polarizada. Assim, diferentes tonalidades sdo observadas conforme o tipo
de arranjo molecular presente (JUNQUEIRA et al., 1978; MONTES
&JUNQUEIRA, 1991). O emprego deste método associado a andlise
morfométrica permitiu correlacionar a fibrose periglandular com o grau
histologico da lesdo (EVANS et al., 1998). Assim, o colageno pode ser
observado como fibras delgadas de coloracdo esverdeada, que exibem
birrefringéncia fraca e predominam no endométrio categoria |; ou pode ser
caracterizado por fibras espessas, amareladas ou avermelhadas, de
birrefringéncia mais intensa que substituem gradativamente as primeiras nos
quadros de fibrose (NUNES, 2003).

Em seccbes histoldgicas de cinco a sete micrbmetros de espessura, as
diferentes tonalidades e intensidades de birrefringéncia exibidos pelos
colagenos |, Il e 11l séo explicadas pela diferenca entre seus padrées fisicos de
agregacdo (JUNQUEIRA et al., 1979). O método se comprovou muito util para
o estudo da distribuicdo das fibras de colageno nos cortes histolégicos normais
e patolégicos. Entretanto, no inicio do desenvolvimento do meétodo, ficou
evidente que a espessura do corte histologico é de grande importancia na cor e
intensidade da birrefringéncia exibida pelo colageno. Essa é a razéo pela qual
nao se correlacionou uma especificidade entre a coloracao de Picrosirius Red e
os diferentes tipos de colageno (JUNQUEIRA et al., 1979).

Estudos com microscopia eletrdnica mostraram que o colageno tipo |
forma fibras grosseiras, compostas por fibrilas espessas densamente
agrupadas, enquanto o colageno tipo Ill forma fibras delgadas, formadas por
fibrilas finas e esparsas (MONTES et al., 1980). No entanto, a tipificacdo do
colageno baseada na morfometria do didmetro das fibrilas se tornou
controversa quando um estudo que demonstrou que o colageno tipo Il pode
estar presente em feixes de colageno independentemente do diametro da fibrila
(KENEE et al., 1987).

Pesquisadores que avaliaram o colageno por histoquimica e microscopia
eletrbnica demonstraram a presenca de dois tipos de colageno, separados em
diferentes compartimentos, em nervos (JUNQUEIRA et al., 1979; MONTES et
al., 1984), artérias (CARRASCO et al., 1981) e pele (JUNQUEIRA & MONTES,
1983). Estes resultados estédo em concordancia com os resultados de estudos
imuno-histolégicos (GAY et al.,, 1975, MEIGEL et al., 1977) e bioquimicos



(TAJIMA & NAGAI, 1980) quanto a distribuicdo dos colagenos | e Ill nos
mesmos oOrgaos sadios. Contudo, ainda ndo foram realizados estudos neste
sentido em tecidos patoldgicos, a exemplo da endometrose equina.

Em estudo realizado por Masseno (2012), utilizando as técnicas de
Picrosirius Red sob luz polarizada e imuno-histoquimica para a-SMA, foi
identificada a deposicdo de colageno denso nas lesdes das endometroses
inativas, associadas a expressdo baixa para a-SMA pelas células estromais
que circundam as glandulas endometriais, sugerindo a correlagdo entre o tipo
de colageno presente e o fenétipo das células estromais. No entanto, neste
mesmo estudo, notou-se que nas endometroses ativa e ativa destrutiva, o tipo
de colageno predominante € o que possui arranjo reticular, menos denso,
enguanto que nas endometroses inativa e inativa destrutiva o predominio foi de
um colageno mais denso.

A coloracdo de Acido Periédico de Schiff (PAS), que evidencia
macromoléculas glicogenadas que compdem a lamina basal, como o colageno
IV, laminina e fibronectina, em tonalidade résea, também constitui de um
modelo histoquimico recém-empregado no estudo das endometroses equinas.
Hanada et al. (2014) utilizaram desta técnica com o intuito de avaliar a resposta
da membrana basal frente ao processo de fibrose, e detectaram alteractes
como espessamento e ruptura parcial dessa estrutura nas endometroses ativas
e ativas destrutivas.

A imuno-histoquimica é uma técnica que também pode ser utilizada para
a diferenciacdo dos tipos de colageno, tendo sido realizados varios estudos
com esta finalidade em diversos orgéos e diferentes espécies (AUGSBURGER
& HENZI, 2008; TEKGUL et al., 1996; KUPPEVELT et al., 1995). No entanto,
no que diz respeito ao endométrio equino, estes estudos ainda sdo escassos.
Até o momento, a tipificacdo do colageno endometrial nas éguas restringe-se a
deteccdo da presenca do colageno tipo IV nas diversas fases do ciclo estral
(MANSOUR et al., 2003) e a um unico estudo que relaciona esta tipificacdo a
endometrose (WALTER et al., 2001), porém sem considerar as etapas da
patogénese do processo (HOFFMANN et al., 2009b).

Deve-se ressaltar que os diferentes métodos utilizados para a
determinacdo da distribuicdo e das caracteristicas do colageno presente no

endométrio fibrético tem levado a resultados discrepantes. Os autores que
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utilizaram o método do Picrosirius Red sob luz polarizada relatam que a fibrose
periglandular estd associada ao aumento da quantidade de colageno fibrilar
periglandular (EVANS et al., 1998; NUNES, 2006; MASSENO, 2012). Porém,
guando o método imuno-histoquimico foi empregado, o tipo de colageno
observado na fibrose ao redor das estruturas glandulares, inclusive envolvendo
as células estromais da regido, foi o do tipo IV, tipo este restrito a membrana
basal (WALTER et al., 2001).

Assim sendo, o entendimento do processo de evolugdo da endometrose
depende do reconhecimento morfolégico do tipo de reacdo envolvida e dos
elementos que a compdem. As discrepancias nos resultados obtidos pelos
diferentes autores podem ser esclarecidas pela comparacdo dos métodos
morfologicos de analise do colageno periglandular. Além disso, a participacéo
dos miofibroblastos e sua relacdo com o tipo de coldgeno presente, nas
diferentes etapas que tem sido consideradas no processo de endometrose,
podem auxiliar ndo s6 na compreensao da fibrose endometrial, mas também

futuramente na pesquisa de linhas terapéuticas.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como principais objetivos:

3.1. Objetivos Gerais

v' Avaliar as lesGes fibréticas endometriais, identificando o tipo de
coldgeno presente e a participacdo dos miofibroblastos nos
processos de fibrose ativa, fibrose ativa destrutiva, fibrose inativa
e fibrose inativa destrutiva, procurando estabelecer a relagcao
entre a matriz e os tipos celulares em cada etapa do processo de

endometrose equina.

v Verificar a correlacdo entre a coloracdo de Picrosirius Red sob luz
polarizada e a marca¢do imuno-histoquimica dos colagenos tipo |
e tipo lll;
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3.2. Objetivos Especificos

v' Caracterizar o colageno presente nos processos fibréticos
endometriais por meio de método histoquimico que emprega 0s
corantes Tricromico de Masson e Picrosirius Red sob luz
polarizada;

v' Tipificar o colageno presente nos processos fibroticos
endometriais por meio de método imuno-histoquimico, para

colageno tipo I, tipo Il e tipo IV;

v' Caracterizar as alteracdes morfolégicas da membrana basal
glandular pelo método histoquimico do Acido Periédico de Schiff
(PAS).

v' Determinar a expressao de a-actina de musculo liso pelos

miofibroblastos presentes nos processos fibréticos endometriais.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Procedéncia do material

No presente estudo, foram utilizadas 24 biopsias endometriais com
diagnostico de endometrose, provenientes dos arquivos dos servigos de
Patologia Veterinaria e de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/UNESP — Campus de Botucatu — SP. Este
material é proveniente da rotina do diagndstico do Hospital Veterinario da
FMVZ e também de amostras de clinicas privadas e profissionais autbnomos.
As laminas correspondentes a cada caso foram analisadas para a confirmacéo

do diagnostico de endometrite crénica degenerativa (endometrose).

4.2. Processamento e analise histolégica

Todas as biopsias foram submetidas ao mesmo tipo de processamento
laboratorial. Fixacdo em Bouin, substituido apds 24 horas por solu¢éo de alcool
a 70%. Posteriormente, os fragmentos foram lavados em &gua corrente,

deixados em solucao de alcool amoniacal a 10% por 18 horas e, novamente,
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lavados em agua corrente por quatro horas. Apds processamento histolégico,
foi realizada inclusdo em parafina. Foram obtidos novos cortes de quatro
micrometros de espessura a partir dos blocos selecionados, e posteriormente
corados pelo método de Hematoxilina & Eosina (LUNA, 1968), para a
classificacdo do processo crénico endometrial.

Cortes dos mesmos blocos foram utilizados também nos procedimentos
histoquimicos e imuno-histoquimicos. A identificacdo das alteracdes
endometriais e a classificacdo das lesbes seguiram as descri¢des de Hoffmann
et al (2009b), utilizando endométrios sadios como controle, obedecendo-se 0s
critérios de Kenney & Doig (1986).

4.2.1. Técnicas histoquimicas

Na avaliacdo da fibrose endometrial, foram utilizadas as técnicas do
Tricrémico de Masson, Picrosirius Red sob luz polarizada e Acido Periédico de
Schiff (PAS).

42.1.1. Tricrdbmico de Masson

A técnica utilizada foi descrita por Luna (1968) e segue o roteiro da
Apostila de Técnicas de Coloragbes Especificas do Laboratério de
Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP.

Depois da obtencédo dos cortes histologicos, as laminas permaneceram
em estufa a 60°C por 12 horas, entdo posicionadas em bercos de coloracéo e
submetidas ao processo de desparafinizacéo e hidratagéo.

As laminas foram posicionadas em suporte de coloragdo e os corantes
aplicados sobre as mesmas na seguinte ordem: Hematoxilina de Harris por
cinco minutos, lavagem em agua corrente por cinco minutos e depois em agua
destilada; fucsina acida adicionada de Ponceau por dez minutos, lavagem em
agua corrente por um minuto e depois em agua destilada; acido fosfomolibdico
a 5% por cinco minutos até o clareamento dos cortes, lavagem em agua
corrente e 4gua destilada rapidamente; azul de anilina a 0,5% por dez minutos,
lavagem em agua corrente e agua destilada rapidamente; acido acético por um

minuto.
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ApoOs a passagem nessas solucdes, as laminas foram novamente postas
em berco de coloracdo e submetidas aos processos de desidratacao,
diafanizagdo e montagem com resina sintética.

Os cortes corados pelo método do Tricromico de Masson foram
utilizados para determinar a localizagcdo e o grau de fibrose, permitindo a
evidenciacdo da lesdo endometrial. Nesta técnica, as fibras colagenas exibem
uma coloracdo em tom azulado, enquanto as fibras musculares e células
epiteliais glandulares revelam tons de vermelho. A analise consistiu na
observacdo da deposicdo de fibras colagenas nos diferentes tipos de

endometrose.

4.2.1.2. Picrosirius Red

A utilizacdo desta técnica, descrita por Junqueira et al. (1978), seguiu 0
roteiro de Técnicas de Coloracbes Especificas do Departamento de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Apos a obtencdo dos cortes histoldgicos, as laminas foram postas em
berco de coloracdo e submetidas aos processos de desparafinizacdo e
hidratacdo. O material foi imerso em solugédo de acido fosfomolibdico a 0,2%
por dois minutos e posteriormente lavado em agua corrente e agua destilada.
ApoOs este processo, permaneceu imerso em solucdo a 0,1% de Direct Red
(Direct Red 36554-8, Sigma Chemical CO., St. Louis MO, EUA) dissolvido em
acido picrico a 1,5% (aquoso saturado) por 110 minutos. Em seguida, as
laminas ficaram mergulhadas em solucédo de &cido cloridrico a 0,1 N por dois
minutos. Depois destas etapas, o material foi lavado em solug¢do de éalcool a
70% durante 45 segundos e submetido aos processos de desidratacao,
diafanizacdo e montagem em resina sintética.

Para verificacdo do padréo de qualidade da coloracdo e a confirmacao
da refringéncia das fibras colagenas, as laminas foram observadas no
microscépio de luz polarizada (campo escuro), modelo Axio Imager Al (Carl
Zeiss, Alemanha), acoplado a uma camara digital modelo Axiocam MRc (Zeiss
Vision, Alemanha) do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, e avaliados pelo uso do programa

computacional Axiovision Software Rel. versédo 4.6 (Zeiss Vision, Alemanha).
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A coloracdo pelo método de Picrosirius Red sob luz polarizada foi
realizada para a avaliacdo qualitativa do tipo de colageno predominante e sua
distribuicdo em cada um dos tipos de endometrose, levando em consideracao
os ninhos fibréticos e os estratos compacto e esponjoso. Também foi utilizada
para verificacdo de correspondéncia com a marcacéo imuno-histoquimica dos

colagenos tipo | e tipo .

4.2.1.3. Acido Periédico de Schiff (PAS)

A utilizacdo desta técnica, descrita por Junqueira et al. (1978), seguiu 0
roteiro de Técnicas de Coloracbes Especificas do Departamento de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Apoés a obtencédo dos cortes histolégicos e deixadas na estufa a 60°C por
uma hora, as laminas foram postas em berco de coloracdo e submetidas aos
processos de desparafinizacédo e hidratacdo. O material foi imerso em solucéo
de acido periédico a 0,5% por 15 minutos e posteriormente lavado em agua
corrente e agua destilada. Em seguida, cobriu-se cada lamina com Reativo de
Schiff, permanecendo desta forma por 15 minutos. Em seguida, as laminas
foram lavadas em agua corrente por 10 minutos e submetidas a Hematoxilina
de Harris por 30 segundos. Depois destas etapas, o material foi lavado em
agua corrente por cinco minutos e submetido aos processos de desidratacao,
diafanizacdo e montagem em resina sintética.

A coloracéo por Acido Periddico de Schiff (PAS) foi realizada a fim de
avaliar a resposta da membrana basal no processo de fibrose endometrial, rica
em colageno tipo IV, além de glicoproteinas como laminina e fibronectina. A
andlise foi feita considerando-se a espessura e a tonalidade da membrana
basal, associando ao tipo de endometrose correspondente.

4.2.2. Técnicas imuno-histoquimicas

A padronizacdo das técnicas imuno-histoquimicas foi realizada no
Laboratério de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP.

Cortes histolégicos com trés micrometros de espessura foram feitos em

micrétomo rotativo, e as laminas, em seguida, colocadas em estufa a 60°C por
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24 horas. ApOs este procedimento, as laminas foram submetidas aos
processos de desparafinizacéo e hidratacao.

Para a deteccdo de colagenos I, Il e IV, realizou-se recuperagao
antigénica por digestdo enzimatica em pepsina 1%, pH 1,8 (Pepsina 1:10.000
NF- Nuclear, SP, Brasil), com incubacdo em estufa a 60°C por trés minutos e,
em seguida, em estufa a 37°C por dez minutos. As etapas seguintes foram o
blogueio da peroxidase enddgena em solugéo de agua oxigenada 3% por vinte
minutos, seguida de dez lavagens em agua destilada; bloqueio de sitios
inespecificos com leite desnatado Molico® a 3% por 60 minutos, e duas
passagens de cinco minutos em solucdo tampéo TRIS—pH 7,4. Realizou-se a
incubacdo com 100uL do anticorpo primario, na diluicho de 1:2000, para
colageno tipo | (coelho anti-colageno | bovino, IgA, Novotec, Ref. 20121);
1:1000, para colageno tipo Il (coelho anti-colageno Ill bovino, IgA, Novotec,
Ref. 20321); e 1:500, para colageno tipo IV (coelho anti-coladgeno IV humano,
IgG Abcam, ab115261) em camara umida, durante 18h, a temperatura de 4°C.

Nos cortes em que foram aplicados o anticorpo anti-a-SMA, a
recuperacdo antigénica foi feita sob calor tmido em Pascal (Dako, S2800-1), a
125°C durante 30 segundos com Citrato a 10mM, pH 6,0. Em seguida,
realizou-se o bloqueio de ligacdes inespecificas com leite desnatado Molico® a
3%. As laminas foram lavadas em dois banhos de cinco minutos cada, com
solugéo tampéo TRIS pH 7,4. Em seguida, aplicou-se 100uL do anticorpo anti-
a-SMA (cod. M0851, Clone 1A4, Dako), na diluicdo de 1:1250, com tempo de
incubacéo de 18 horas em camara umida a 4°C.

A Tabela 1 demonstra os detalhes dos anticorpos primarios utilizados

para a reacao.
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TABELA 1. Anticorpos primérios utilizados para a técnica imuno-histoquimica e suas

especificacdes.

Anticorpo Tipo de anticorpo Diluicéo Fabricante

Policlonal, coelho anti-
Coléageno tipo | bovino IgA 1:2000 Novotec, Franca

Policlonal, coelho anti-

Colégeno tipo 111 bovino IgA 1:1000 Novotec, Franga

Colageno tipo IV Policlonal, coelho anti- 1:500 Abcam, Reino Unido
humano 1gG
Monoclonal,

a-SMA (clone 1A4) camundongo anti- 1:1250 Dako, Estados Unidos
humano 1gG

As proximas etapas foram idénticas para todos os antigenos. Apos a
incubagdo com o anticorpo primario, o material foi submetido a banhos de TRIS
pH 7,4 e, posteriormente, incubado com o anticorpo secundério HistoFine®
(Nichirei Bioscience, Japao) por 30 minutos, segundo instrucdes do fabricante.
Realizou-se nova lavagem com solucéo tampéo TRIS pH 7,4 e revelacdo com
o cromodgeno DAB (3,3’-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — Dako,
EUA), durante cinco minutos, e novamente lavagem com solucao tampao TRIS
pH 7,4.

As laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Harris por trés
minutos, com lavagem em agua corrente por 10 minutos. Procedeu-se, entéo, a
desidratacdo do material com banhos de alcool. As laminas permaneceram trés
minutos em cada cuba (alcool 85%, 95%, alcool absoluto I, II, IlI, xilol I, II e III)
e, por fim, foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética -
Permount (Fisher Scientific — cod. UN1294e).

Para avaliacdo dos cortes histologicos submetidos ao anticorpo anti-a-
SMA, os parametros considerados foram a intensidade de imunomarcacéo e a
guantidade média de camadas celulares periglandulares positivas, associando
ao tipo de endometrose estabelecida.
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Para o estudo da distribuicéo dos tipos de fibras colagenas presentes no
endomeétrio fibrotico, foram analisadas a intensidade e a localizacédo de fibras
positivas para colageno tipo I, Il e IV, considerando os ninhos fibroticos, o
estrato compacto e o esponjoso, utilizando o endométrio higido como grupo
controle. Posteriormente, em cada biopsia, foi determinada a predominancia do
tipo de colageno imunomarcado para cada tipo descrito na classificacdo de
endometrose proposta por Hoffmann et al. (2009b), obtendo-se a concordancia
estatistica com o0s resultados histoquimicos do Picrosirius Red sob luz
polarizada (coloragdo verde ou vermelho-alaranjada) e expressao imuno-

histoquimica da a-SMA pelas células presentes nos ninhos fibréticos.

4.3. Andlise estatistica

O coeficiente Kappa foi calculado para analisar a concordancia entre os
resultados obtidos pela avaliacdo histoquimica de Picrosirius Red sob luz
polarizada e imuno-histoquimica dos colagenos tipos | e Il e a-SMA, utilizando
o software SAS, Versao 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC. 2011).

5. RESULTADOS
5.1. Avaliacédo histopatoldgica das endometroses

Histologicamente, os endométrios saudaveis, utilizados como controle,
se caracterizaram por apresentar epitélio luminal cilindrico alto ou baixo,
simples a pseudoestratificado. Algumas vezes, apresentaram alteracoes
inflamatorias discretas, caracterizadas por infiltrado inflamatorio linfocitico focal
no intersticio. Alteracdes de natureza circulatéria ocasionalmente foram
notadas, como congestédo, edema, hemorragia e hemossiderose.

As alteracdes que caracterizaram os endométrios categoria Ill foram as
fibroticas, principalmente na regido periglandular. Nesta regido, a fibrose
caracterizou-se pela deposicdo acentuada de colageno e de camadas de
fibroblastos, com espessura variando de uma a oito camadas, formando os
denominados “ninhos fibréticos”. Nos casos mais severos, a densidade
glandular foi relativamente menor, e a presenca de lacunas linfaticas

chamaram a atencéo.
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Seguindo a classificacdo proposta por Hoffmann et al. (2009b), nas
bidpsias que foram classificadas como endometrose ativa, foi observada
predominancia de ninhos fibréticos e glandulas individuais circundadas por
fibroblastos com nucleos ovoides e hipocromaticos, sem danos as células
epiteliais glandulares. Em alguns casos se observou acumulo de secre¢cdo no
[limen glandular. Infiltrado inflamatorio linfocitico multifocal, variando de
discreto a acentuado, também foi observado.

Nas bidpsias que foram classificadas como endometrose inativa, a
predominéancia foi de glandulas isoladas envoltas por fibroblastos com nucleos
hipercromaticos e alongados, arranjados paralelamente ao eixo das glandulas
adjacentes. Focos de glandulas endometriais hiperplasicas com dilatacao
tubular cistica e raras glandulas atréficas também foram identificados. O
infiltrado inflamatdrio linfocitico variou de discreto a moderado e multifocal.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva, foi
observado predominio de ninhos fibréticos e glandulas isoladas circundadas
por fibroblastos com nucleos ovoides, amplos e hipocromaticos e citoplasma
palido. Células epiteliais glandulares degeneradas e/ou necréticas eram
observadas em algumas glandulas, apresentando vacuolizacao citoplasmética,
picnose nuclear ou cariorrexe. Também foi observado Infiltrado inflamatorio
linfocitico multifocal a difuso, variando de discreto a acentuado.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva,
glandulas isoladas circundadas por fibroblastos com ndcleos alongados e
hipercromaticos, arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas adjacentes
predominaram. Ainda, foi identificada necrose multifocal de células epiteliais
glandulares e retencao de secrecdo no limen glandular com dilatacdo cistica.
Notou-se infiltrado inflamatorio linfocitico discreto a moderado e multifocal.

Considerando a classificacdo histologica proposta por Hoffmann et al.
(2009), dos 24 casos de endometrose diagnosticados, seis foram inclusos na
classificacdo de endometrose ativa; quatro na endometrose inativa; sete na
endometrose ativa destrutiva; e sete como endometrose inativa destrutiva. Os
resultados da classificacdo histolégica desses casos de endometroses estao

apresentados na Tabela 2, e a Figura 1 caracteriza cada um dos tipos.
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TABELA 2. Numero de casos e respectiva porcentagem de acordo com a
classificagdo das endometroses de Hoffmann et al. (2009b).

Endometrose N° de casos Percentual (%)
Ativa 6 25
Ativa destrutiva 7 29
Inativa 4 17
Inativa destrutiva 7 29
TOTAL 24 100

FIGURA 1. Secc6es histolégicas de endométrio equino. (A) Endometrose ativa. Glandulas
circundadas por células estromais fibréticas que exibem ndcleo ovoide, amplo e
hipocromatico e citoplasma palido. (B) Endometrose ativa destrutiva. Células estromais
fibréticas com focos de invaséo glandular, resultando em necrose focal de células epiteliais
(setas) e tubulos glandulares tortuosos. (C) Endometrose inativa. Ninho glandular
circundado por células estromais fibréticas, com nucleo hipercromatico e alongado,
arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas adjacentes. (D) Endometrose inativa
destrutiva. Glandulas isoladas circundadas por células estromais fibréticas inativas,
associado a necrose de células epiteliais individuais (setas). HE.
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5.2. Avaliagao histoquimica
5.2.1. Tricrébmico de Masson

Nos cortes corados pela técnica histoquimica de Tricrdomico de Masson,
foi observado que, nas endometroses ativas, 0s ninhos fibréticos revelaram
fibras coladgenas de espessura maior em relacdo as inativas (Figuras 2 e 3).
Ainda, tornou-se mais nitida a deposicdo de colageno nos casos de fibrose
intersticial difusa (Figura 4), o que € pouco evidenciada pelo método de
Hematoxilina e Eosina.

FIGURA 2. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa
destrutiva. Notam-se fibras colagenas espessas dissecando os tubulos
glandulares. Tricrémico de Masson.
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FIGURA 3. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose
inativa. Ninho fibrético evidenciando dilatagdo glandular cistica com
fibras coldgenas delgadas por entre os tubulos. Tricrémico de Masson.

FIGURA 4. Fotomicrografia de endométrio equino. Fibrose estromal
difusa. Deposicdo acentuada de fibras colagenas azuladas, com
consequente diminuicdo de densidade glandular. Tricrdbmico de
Masson.
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5.2.2. Picrosirius Red

Os cortes corados pela técnica histoquimica de Picrosirius Red e
examinados sob luz polarizada, as endometroses avaliadas revelaram
deposicao acentuada de colageno estromal, tanto do tipo frouxo quando do tipo
denso, em todas as regides exceto no estrato compacto, onde a intensidade foi
discreta e predominantemente do tipo frouxo. Na porcédo periglandular dos
ninhos fibréticos, o colageno do tipo denso predominou em todas as amostras.
Ficou evidenciada a diminuicdo da quantidade de glandulas no endométrio
fibrético, principalmente as bidpsias que apresentaram fibrose intersticial difusa
(Figura 5). Nestas, houve maior deposicdo de fibras de colageno denso no

estrato esponjoso e em regides perivasculares.

FIGURA 5. Fotomicrografia de endométrio equino. Fibrose estromal
difusa. Predominancia de fibras colagenas densas (alaranjadas)
depositadas no estrato esponjoso. Picrosirius Red sob luz polarizada.

Nas bidpsias classificadas como endometrose ativa, o estrato de maior
deposicao de colageno foi 0 esponjoso, tanto ao redor quanto no interior dos
ninhos fibroticos. Em 83% destas amostras observou-se a predominancia de
fibras de colageno do tipo frouxo por entre os tubulos glandulares no interior

dos ninhos fibroéticos.
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As amostras classificadas como endometrose inativa se caracterizaram
por glandulas dilatadas com aspecto cistico, delineadas por fibras colagenas
predominantemente amareladas em 50% destes casos, tanto na porgcao
periglandular quanto no interior dos ninhos fibréticos. Nos outros 50%, houve
predominancia de colageno esverdeado.

Todos os casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva
apresentaram maior deposicdo de colageno frouxo na porcao interna dos
ninhos fibréticos (Figura 6). Ao redor dos ninhos, o colageno do tipo denso
predominou.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva, houve
predominéancia de colageno denso na regido periglandular e interna dos ninhos
fibréticos, correspondendo a 72% destes casos. Ainda, foi observada uma

deposicao discreta de colageno frouxo periglandular (Figura 7).

FIGURA 6. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa.
Ninho fibrético com predominio de fibras colagenas do tipo frouxo
(esverdeado) por entre os tubulos glandulares. Notam-se discretas
fibras alaranjadas. Picrosirius Red sob luz polarizada.
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FIGURA 7. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose
inativa destrutiva. Ninho fibrético com predominio de fibras colagenas
do tipo denso (alaranjada). Picrosirius Red sob luz polarizada.

5.2.3. Acido Periodico de Schiff (PAS)

A partir desta técnica foi observado que, nas endometroses ativas e
ativas destrutivas (Figura 8), a marcacao histoquimica da membrana basal das
glandulas contidas nos ninhos fibroticos se deu em uma tonalidade purpura,
exibindo um espessamento consideravel quando comparada as endometroses
inativas e inativas destrutivas, bem como nos endométrio higido. Nestas, foram

observadas apenas estrias roseas delgadas e fibrilares (Figura 9).



FIGURA 8. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa
destrutiva. Membrana basal apresentando espessamento principalmente
na porcédo de invaginagéo do tubulo glandular. PAS.

FIGURA 9. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose inativa.
Nota-se membrana basal sem alteragcédo de espessamento. PAS.
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5.3. Avaliagdo imuno-histoquimica
5.3.1. Colagenos
5.3.1.1. Colageno tipo |

Como controle positivo, o0 endométrio higido apresentou marcacao difusa
de fibras estromais. O estrato compacto revelou intensidade mais discreta
guando comparado ao estrato esponjoso.

Nas endometroses avaliadas, houve imunomarcacao moderada e difusa
de colageno tipo | nos estratos compacto e esponjoso, ndo diferindo do
endométrio higido. Considerando a positividade nos ninhos fibréticos, oito
biopsias apresentaram predominancia deste tipo de colageno, representando
25% das amostras. Destas oito, trés eram endometrose inativa; trés inativas
destrutivas; uma ativa e uma ativa destrutiva.

Em todos os tipos de endometrose, a marcagao imuno-histoquimica para
o colageno tipo | foi mais intensa naquelas com fibrose intersticial difusa, no
estrato compacto e esponjoso, ao redor dos ninhos fibréticos e de glandulas
fibréticas individualizadas. Nas endometroses ativa e ativa destrutiva (Figura
10), notou-se uma marcacéo de intensidade discreta a moderada nas fibroses
periglandulares quando comparada as endometroses inativa e inativa

destrutiva, que revelaram uma marcacao mais intensa.

5.3.1.2. Colageno tipo

No endométrio higido, a imunomarcacao apresentou-se difusa tanto no
estrato compacto como no espon;joso.

As biopsias com diagnéstico de endometrose apresentaram, bem como
0 grupo controle, imunomarcagdo difusa compondo ambos o0s estratos
compacto e esponjoso. Dezesseis biopsias (66,66%) revelaram predominancia
deste tipo de colageno na porcdo interna dos ninhos fibroticos. Seis eram
ativas destrutivas; cinco eram ativas; quatro eram inativas destrutivas; e uma
era inativa.

Nas endometroses ativa e ativa destrutiva, foi detectada uma
imunomarcacdo acentuada por entre as glandulas contidas no interior dos

ninhos fibréticos (Figura 11). Nas endometroses inativa e inativa destrutiva, a
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marcacao restringiu-se a porcdo periglandular, em intensidade discreta a

moderada.

FIGURA 10. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa
destrutiva. Imunomarcacao discreta para colageno tipo | em ninho fibrético.
Contracoloracéo: Hematoxilina.
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FIGURA 11. Fotomicrografia de endométrio equino. Mesmo ninho fibrético
demonstrado na figura anterior. Marcag¢do imuno-histoquimica acentuada
para colageno tipo Ill. Contracoloragdo: Hematoxilina.

5.3.1.3. Colageno tipo IV

Tanto o endométrio higido (Figura 12) quanto as endometroses exibiram
imunomarcacao para o colageno tipo IV restrito & membrana basal do epitélio
luminal e glandular e de vasos sanguineos.

Nas amostras de endometrose, ndo foram observadas alteracdes de
espessamento da camada de colageno tipo IV da membrana basal (Figura 13).
No entanto, nas endometroses ativa destrutiva e inativa destrutiva, foram
observadas areas de descontinuidade da fibra de colageno tipo IV da
membrana basal das glandulas contidas nos ninhos fibréticos (Figura 14).



29

FIGURA 12. Fotomicrografia de endométrio equino. Endométrio higido.
Marcagao imuno-histoquimica do colageno tipo IV restrito & membrana basal
dos tubulos glandulares e de vasos sanguineos. Contracoloragao:
Hematoxilina.

FIGURA 13. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa.
Imunoexpressao de colageno tipo IV compondo a membrana basal sem
descontinuidades. Contracoloragdo: Hematoxilina.



30

FIGURA 14. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa
destrutiva. Fibras de colageno tipo IV da membrana basal com areas de
descontinuidade. Contracoloragéo: Hematoxilina.

5.3.2. Alfa-actina de musculo liso (a-SMA)

A imunopositividade para a-SMA no endométrio higido demonstrou-se
restrita a parede de vasos sanguineos.

Nas endometroses, além dos vasos sanguineos foi observada marcacéo
positiva na regido periglandular fibrética de todas as biopsias. Foram
observadas desde glandulas fibréticas isoladas a extensos ninhos fibréticos,
compreendendo multiplos tubulos glandulares. Por vezes, a imunoexpressao
da a-SMA ocorreu apenas em parte da circunferéncia glandular. Nas células
estromais do estrato esponjoso e compacto, nao foram observadas marcacdes
positivas.

Considerando as células positivas na regido periglandular, dezesseis
biopsias (66,67%) apresentaram imunomarcagao discreta, apresentando uma
ou duas camadas de células, em glandulas individualizadas e por vezes em
ninhos fibréticos; enquanto oito revelaram imunomarcacdo acentuada
(33,33%), chegando até oito camadas de células periglandulares, circundando
ninhos fibréticos e raramente glandulas individualizadas.
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Das dezesseis bidpsias com imunoexpressao discreta para a-SMA, seis
eram inativas destrutivas; quatro eram inativas (Figura 15); duas eram ativas
destrutivas; e quatro eram ativas. Considerando as oito biopsias que revelaram
marcagado acentuada, cinco eram ativas destrutivas (Figura 16); duas eram
ativas; e uma era inativa destrutiva. Nao foi observada imunoexpressao
acentuada em nenhuma das biopsias classificadas como inativa.

A Tabela 3 demonstra, resumidamente, os parametros analisados e os
dados numéricos obtidos pela avaliacdo de Picrosirius Red examinado sob luz

polarizada, e imuno-histoquimica dos colagenos tipos | e Ill e a-SMA.

TABELA 3. Numero de casos de cada parametro avaliado e a respectiva porcentagem
em relagdo aos tipos de endometrose.

Endometrose Predominio Predominio Predominio Predominio Baixa Alta
colageno colageno colageno de expressao expressao
frouxo denso tipo I (IHQ) colageno de a-SMA  de a-SMA
(PRSLP) (PRSLP) tipo Il (IHQ) (IHQ)
(IHQ)
Ativa 5 (83%) 1(16,67%) 1(16,67%) 5(83,33%) 4 (66,66%) 2 (33,33%)
Ativa destrutiva 7 (100%) 0 1(14,28%) 6 (85,71%) 2(28,57%) 5 (71,42%)
Inativa 2 (50%) 2 (50%) 3 (75,00%) 1 (25,00%) 4 (100%) 0
Inativa destrutiva
2 (28%) 5 (72%) 3(42,85%) 4 (57,14%) 6(85,71%) 1 (14,28%)
TOTAL 16

16 (66,67%) 8 (33,33%) 8 (33,33%) 16 (66,67%) 8 (33,33%)

(66,67%)

PRSLP: Picrosirius Red sob luz polarizada; IHQ: Imuno-histoquimica.



FIGURA 15. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose inativa.
Imunomarcacéo discreta de uma monocamada de miofibroblastos positivas
para a-SMA. No canto inferior direito, vaso sanguineo demonstrando
positividade imuno-histoquimica. Contracoloracao: Hematoxilina.

FIGURA 16. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa
destrutiva. Imunomarcagdo intensa de multiplas camadas de
miofibroblastos, positivas para a-SMA. Contracoloracédo: Hematoxilina.
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5.3.3. indice de concordancia entre as técnicas imuno-histoquimicas e o
Picrosirius Red sob luz polarizada

As técnicas imuno-histoquimicas para colagenos tipo | e i
apresentaram indice de concordancia substancial com a técnica histoquimica
de Picrosirius Red sob luz polarizada (coeficiente Kappa = 0,625). Quando
comparou-se as mesmas técnicas imuno-histoquimicas com a de a-SMA, o
indice de concordancia foi moderado (coeficiente Kappa = 0,400).

Os Anexos 1 e 2 detalham a andlise de concordancia entre as diferentes
técnicas avaliadas. O Anexo 3 demonstra a interpretacéo do coeficiente Kappa.

As Figuras 17 e 18 demonstram comparativos entre as técnicas imuno-
histoquimicas dos colagenos tipos | e Ill e a-SMA e a técnica histoquimica de
Picrosirius Red sob luz polarizada.
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FIGURA 17. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose ativa destrutiva.
Comparativo entre técnicas imuno-histoquimicas e Picrosirius Red sob luz polarizada. (A)
Colageno tipo I: imunomarcacao positiva em todo o tecido fibrético que envolve o ninho,
com intensidade acentuada na regido delimitadora e na porgdo central interna. (B)
Colageno tipo Ill: expressdo positiva uniformemente acentuada em todo o ninho
fibrético. (C) Picrosirius Red sob luz polarizada: fibras amareladas de coladgeno denso
na regido central e periférica, correspondentes a imunomarcagdo de colageno tipo |.
Fibras esverdeadas de colageno frouxo predominantes no ninho fibrético, refletindo o
observado na imuno-histoquimica do colageno tipo lll. (D) a-SMA: Imunomarcagao
acentuada de cinco camadas de miofibroblastos, padrao coincidente com a do colageno
tipo lll. Revelacdo: DAB, contracoloragdo com Hematoxilina.
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FIGURA 18. Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose inativa destrutiva.
Comparativo entre técnicas imuno-histoquimicas e Picrosirius Red sob luz polarizada.
(A) Colégeno tipo I: imunomarcacao positiva acentuada em todo o ninho fibrético. (B)
Colageno tipo lll: positividade mais intensa na area central do ninho fibrético. Nas
demais regides do ninho, a positividade é discreta. (C) Picrosirius Red sob luz
polarizada: predominio de fibras amareladas de colageno denso ao redor dos tubulos

glandulares, correspondentes a imunomarcagdo de colageno tipo |. Fibras
esverdeadas de colageno frouxo discretas no ninho fibrético, coincidindo com o
imunomarcacdo do colageno tipo lll. Picrosirius Red. (D) a-SMA: Imunoexpressao

discreta de células que circundam o ninho fibrético, mais concentradas na por¢ao
central. Revelacdo: DAB, contracoloracdo com Hematoxilina.
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6. DISCUSSAO

A origem da endometrose ndo esta ainda estabelecida, porém os dados
obtidos até o momento permitem diferenciar conjuntos de alteracdes
morfologicas sequenciais que indicam os estagios de evolucéo deste processo.
A atuacdo dos miofibroblastos no suporte fisico da glandula e o estresse
mecanico exercido pela sua capacidade de contracdo ja estdo descritas como
fatores importantes na origem do processo fibrético endometrial. Além disto,
estas células tém relacdo direta com a deposicdo de colageno nas regides
onde estdo presentes. No entanto, para o conhecimento das fungcdes dos
miofibroblastos nos processos fibréticos do endométrio, ainda se necessita de
estudos mais amplos.

A avaliacdo histoquimica de biopsias endometriais consiste em um
importante método para o diagnostico preciso de processos degenerativos
fibréticos (BLANCHARD et al., 1987). Na analise das biopsias deste estudo, a
coloracdo de Tricrdmico de Masson tornou mais evidente a deposicdo das
fiboras de coldgeno pelo endométrio, principalmente nos casos de fibrose
estromal difusa. Também facilitou a identificagcdo dos ninhos fibréticos, embora
estas alteracdes pudessem ser observadas pela coloracdo de Hematoxilina e
Eosina.

Considerando a classificagdo das endometroses de Hoffmann et al.
(2009b), a coloragdo de Tricromico de Masson revelou, nas endometroses
ativa e ativa destrutiva, septos colagenosos mais espessos no interior dos
ninhos fibroticos, se comparados as endometroses inativa e inativa destrutiva.
No entanto, este achado ficou mais bem detalhado na coloracdo de Picrosirius
Red sob luz polarizada, método histoquimico importante para avaliacdo do tipo
de colageno presente na fibrose endometrial equina (CALDINI, 1992).

Estudos prévios demonstraram, pela coloracdo de Picrosirius Red sob
luz polarizada, que no processo fibrotico do endométrio equino ocorre a
substituicdo gradativa do colageno frouxo pelo coldgeno denso, conforme
aumenta o grau das lesdes endometriais (NUNES, 2003; PORTO, 2006;
MASSENO, 2012), concordando com os achados de Evans et al. (1998) e com
0 presente trabalho.
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A técnica do Picrosirius Red demonstrou que ndo houve variacdo na
distribuicdo das fibras colagenas estromais entre os diferentes tipos de
endometrose descritas por Hoffmann et al. (2009), concordando com estudos
anteriores (WALTER et al., 2001; MASSENO, 2012). Apenas as biopsias com
fibrose intersticial difusa revelaram uma deposi¢cao acentuada e difusa de fibras
de colageno denso, por ser o estagio terminal do processo fibrotico
endometrial.

Junqueira et al. (1978) especularam, para cortes histoldgicos de tecidos
sadios ricos em colageno, que as fibras amareladas na coloracao de Picrosirius
Red sob luz polarizada correspondem ao colageno tipo |, enquanto que as
esverdeadas correspondem ao colageno tipo .

Os cortes histolégicos do endométrio higido, quando submetidos a
técnica histoquimica de Picrosirius Red e avaliados sob luz polarizada,
revelaram distribuicdo difusa de fibras amareladas e esverdeadas, com um
discreto predominio destas Ultimas, especialmente no estrato compacto.
Quando submetidos a técnica imuno-histoquimica dos colagenos tipos | e lll, o
padrdo de marcacdo também foi difuso na lamina prépria. Este padrao
dificultou a comparacao entre as técnicas para verificacdo do tipo de colageno,
pela imuno-histoquimica, e a tonalidade de birrefringéncia, pela técnica de
Picrosirius Red sob luz polarizada. Nos casos de endometrose, os focos
fibréticos viabilizaram essa avaliacdo, uma vez que os tipos de fibras ficaram
mais definidos e agrupados, tanto na referida técnica histoquimica quanto nas
imuno-histoquimicas.

Em todos os tipos de endometrose, a regido periglandular exibiu o
predominio do colageno denso, de arranjo fibrilar. Nas endometroses ativa e
ativa destrutiva, o tipo de colageno predominante nas amostras submetidas ao
Picrosirius Red e examinados sob luz polarizada na porg¢éo interna dos ninhos
fibroticos é o que possui arranjo reticular, menos denso. Nas mesmas lesfes, a
marcacao imuno-histoquimica na porcao periglandular e na porcédo interna do
ninho fibrético foram mais intensas, respectivamente, para fibras de colageno
tipo | e tipo lll. Em contrapartida, nas endometroses inativa e inativa destrutiva,
nos cortes corados pela técnica de Picrosirius Red e examinados sob luz
polarizada, o predominio foi de fibras de colageno denso inclusive no interior

dos ninhos fibréticos, havendo a correspondéncia imuno-histoquimica para o
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colageno tipo I. Desta maneira, a hipotese pressuposta por Junqueira et al
(1978), citada anteriormente, se confirma neste modelo de estudo de tecido
patoldgico.

Em relagdo ao estudo da membrana basal, o PAS é uma técnica
histoquimica amplamente utilizada, demonstrando grupamentos 1,2-glicol ou
1,2-aminoalcool presentes no glicogénio,b, muco e glicoproteinas
(KIERSZENBAUM & TRES, 2011). O acido periédico, um oxidante, converte
esses grupamentos em aldeidos. O reagente de Schiff, uma fucsina incolor,
reage com os aldeidos para formar um produto caracteristico de cor purpura-
avermelhada (magenta). Dentre as estruturas PAS-positivas, esta a membrana
basal, rica em laminina, fibronectina e colageno tipo IV (KIERSZENBAUM &
TRES, 2011).

Apbs a proposta de classificacdo de Hoffmann et al. (2009b), apenas um
trabalho com avaliacdo histoquimica da membrana basal foi publicado até o
momento (HANADA et al., 2014). Estes pesquisadores observaram
espessamento da membrana basal nas endometroses ativas e ativas
destrutivas, algumas vezes com rompimento da mesma. Os resultados do
deste estudo concordaram com a da referida pesquisa, havendo nitidamente
um espessamento e hialinizacdo da membrana basal nas endometroses ativas,
que sao agravados nas endometroses ativas destrutivas. NOs processos
inativos, observou-se o0 mantimento de sua espessura e, quando houve
dilatacdo cistica, um discreto espessamento quando comparados a membrana
basal do endométrio higido. Apesar da causa desse dano a membrana basal
ainda ser desconhecida, acredita-se que seja o fator principal para a instalacao
da fibrose periglandular, ja que ocorre alteracdo na deposicdo de componentes
da matriz extracelular ao redor da membrana (HOFFMANN et al., 2009b).
Contudo, o método de PAS nédo é capaz de identificar, especificamente, qual
ou quais das glicoproteinas que comp&em a membrana basal que respondem a
esse processo e que a tornam mais espessa.

Até o momento, a deteccdo imuno-histoquimica do colageno tipo IV no
endométrio equino restringe-se a um estudo em biopsias endometriais sadias
nas diversas fases do ciclo estral (MANSOUR et al., 2003), e a um Unico
estudo relacionado a endometrose (WALTER et al., 2001). Entretanto, 0 nosso

trabalho é o primeiro a relacionar a avaliacdo imuno-histoquimica do colageno
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tipo IV considerando as etapas da patogénese do processo proposto por
Hoffmann et al. (2009b).

Quanto a associacdo deste método imuno-histoquimico a classificagao
das endometroses proposta por Hoffmann et al. (2009b), foi notado que os
quatro tipos mantiveram um padrdo de positividade semelhante ao do
endométrio higido, revelando o colageno IV da membrana basal do epitélio
luminal e glandular e vascular, apresentando-se delgada e fibrilar. De acordo
com Walter et al. (2001), os miofibroblastos periglandulares liberam ativamente
colageno tipo IV no processo fibrético, o que poderia explicar o espessamento
da membrana basal observado na avaliagdo histoquimica. No entanto, neste
estudo a avaliacdo imuno-histoquimica ndo revelou espessamento da camada
de colageno tipo IV. Ademais, Hoffmann et al. (2009b) detectaram, por imuno-
histoquimica, uma alta deposicdo de laminina na membrana basal em
endometroses ativas destrutivas, além da expressdo intracelular desta
glicoproteina nas células periglandulares. Estes achados podem justificar o
espessamento da membrana basal observado pela técnica histoquimica de
PAS do presente estudo, ndo estando relacionado ao espessamento de
camadas de colageno tipo IV.

Nas endometroses ativa destrutiva e inativa destrutiva, foram detectadas
areas de descontinuidade de fibras de colageno tipo IV da membrana basal nos
ninhos fibréticos. Este fato pode explicar a degeneracdo e necrose de células
epiteliais que caracterizam esses dois tipos de endometrose, por haver uma
quebra da interacdo destas células com a matriz extracelular por meio da
membrana. Ainda, ratificam parcialmente os resultados obtidos pela técnica
histoquimica de PAS de Hanada et al (2014), em que se constataram areas de
descontinuidade nos processos ativos. Essa concordancia parcial
provavelmente se deve pelo fato desses autores ndo levarem em consideracéo
a caracteristica “destrutiva” da classificacdo de Hoffmann et al. (2009b), mas
apenas os tipos ativo e inativo.

No endométrio equino, os fibroblastos que circundam as glandulas
uterinas fibroticas nas endometroses mostram forte imunorreatividade para a-
SMA. Diversos estudos avaliaram a expressdo dessa proteina nos processos
fibréticos endometriais equinos (WALTER et al., 2001; HOFFMANN et al.,
2009b; MASSENO, 2012). Os miofibroblastos participam na sintese da matriz
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extracelular e na producéo de forca mecanica, com influéncia na reorganizacao
da matriz e na formacao da fibrose periglandular (EVANS et al., 1998; RAILA,
2000; TOMASEK et al., 2002). Dessa forma, a expressao de a-SMA pode ser
observada principalmente em focos de fibrose ativa, onde ha tensdo mecanica
e consequente dano a membrana basal e células epiteliais glandulares, em
especial a endometrose ativa destrutiva (HOFFMANN et al., 2009b). Estes
achados ficam evidentes quando comparado o espessamento da membrana
basal, evidenciada pela técnica de PAS, com a alta expressado de a-SMA nos
ninhos fibréticos nos processos ativos.

No presente estudo, foi observado que as amostras de endometrose
ativa destrutiva apresentaram maior expressao da, representando a maior parte
das amostras fortemente positivas, em concordancia com Hoffmann et al.
(2009b) e Masseno (2012). As endometroses inativas apresentaram uma
imunomarcacdo discreta, com até duas camadas de células positivas
periglandulares. Esporadicamente, foi observada imunomarcacgao positiva para
a-SMA ao redor de glandulas que aparentemente ndo apresentavam sinais de
fibrose ao exame histologico. Hanada et al. (2014) acreditam que esse achado
pode ser importante na caracterizagdo de estagios iniciais da endometrose ou
para diagnosticar éguas que tenham predisposi¢cao a doenca.

Quando se comparou a imunoexpressdo de a-SMA com a dos
colagenos tipo | e lll, percebeu-se que 0s ninhos fibréticos que revelaram um
namero maior de células positivamente marcadas, demonstraram forte
imunorreatividade para colageno tipo Ill. Ja nas endometroses com
imunomarcacdo de uma ou duas camadas delgadas de células positivas para
a-SMA, houve predominancia de positividade para colageno tipo I.

Tendo em vista a relacdo dos tipos de coldgeno com a proposta de
evolucdo do processo fibrotico endometrial proposto por Hoffmann et al.
(2009b), postulamos que as endometroses ativas representem um processo
fibrético de caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas das
endometroses inativas. Isto se explica pelo envolvimento importante dos
miofibroblastos nos primeiros, células metabolicamente ativas de alta
capacidade pro-inflamatoria e fibrogénica, que por sua vez estdo relacionados
a deposicdo de colageno tipo |Ill, frouxo. As endometroses inativas

demonstraram uma baixa expresséo de a-SMA pelas células que circundam os
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ninhos fibréoticos e estdo relacionados ao colageno tipo |, denso. Entéo,
entende-se que os fatores envolvidos nestes tipos de fibroses ndo estejam
vinculados aos miofibroblastos, mas por outros fatores ndo elucidados até o
momento. A predominancia de colageno tipo | em 16,67% das endometroses
ativas, e a de colageno tipo Ill em 25% das endometroses inativas, podem
estar relacionadas ao processo de desenvolvimento e evolucdo do processo
fibrético, em que h& a substituicdo gradativa do tipo de colageno frouxo pelo
denso.

Como postulado por Hoffmann et al. (2009b), tais achados sugerem que
a proliferagdo de células estromais e sua diferenciacdo em miofibroblastos,
assim como o aumento da sintese de matriz extracelular, respondem a acao
sinergistica e autoinduzida de mediadores, resultando em fibrose periglandular.
A concomitancia do processo de endometrite seria uma das causas da ativacéo
metabdlica dos fibroblastos em miofibroblastos. Deve-se ressaltar que ja se
verificou que nos quadros graves de fibrose endometrial, células estromais
periglandulares mostram indices apoptoticos menores (PORTO,2009). Este
achado pode representar um mecanismo de perpetuacdo destas células no
foco fibrético, o que se relaciona a deposicdo gradativa de colageno nestas
areas (PORTO, 2009; THANNICKAL, 2012). Rebordao et al. (2014) sugerem
que diversos elementos relacionados a imunidade inata estdo envolvidos no
processo de estabelecimento da fibrose endometrial equina, como as redes
extracelulares de neutrofilos (neutrophil extracelular traps, NET), ricas em
elastase, mieloperoxidase e catepsina G; citocinas pro-inflamatorias, como
interleucinas e fator de necrose tumoral a (TNF-a); e 0 consequente
decréscimo de prostaglandina E,, que induz a um aumento da transcricdo de
fibras de colageno tipo I. No entanto, os fatores que iniciam a fibrose inativa e
sua progressao para a fibrose inativa destrutiva permanecem uma incognita,

necessitando de mais estudos para elucidagéo.
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6.1. CONSIDERACOES FINAIS

O nosso estudo pbde esclarecer que as fibras de colageno frouxo,
positivas para colageno tipo lll no método imuno-histoquimico, predominam na
fase inicial do processo fibrético, estando essa deposicdo associada a
diferenciacdo e proliferacdo de células estromais em miofibroblastos
periglandulares. No entanto, estudos mais especificos para detalhar as fases
evolutivas da endometrose ainda sao necessarios a fim de elucidar a patogenia
do processo, como por exemplo, a substituicdo de colageno tipo Il pelo
colageno tipo |, a identificacdo de fatores desencadeantes e perpetuantes da
fiborose; e a evolucdo da endometrose inativa em inativa destrutiva. Desta
forma, acreditamos que as investigacGes sobre as caracteristicas evolutivas do
processo de endometrose nas éguas, a partir de dados morfolégicos, podem
contribuir para a ampliagdo do conhecimento sobre os mecanismos do
processo e sugerir agdes terapéuticas que possam reverter, interromper ou

retardar sua evolucao.
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7. CONCLUSOES

v As fibras de colageno denso correspondem ao colageno tipo |,
predominantes nas endometroses inativa e inativa destrutiva;

v As fibras de colageno frouxo correspondem ao colageno tipo lll,
predominantes nas endometroses ativas e ativas destrutivas;

v' A endometrose ativa e, especialmente, ativa destrutiva, possuem uma
maior quantidade miofibroblastos periglandulares que as endometroses
inativa e inativa destrutiva;

v" A membrana basal apresenta espessamento nas fibroses ativas,
aparentemente nao relacionado a um aumento de deposicdao de
colageno tipo 1V;

v Nas fibroses destrutivas, a membrana basal apresenta areas de
descontinuidade da fibra de colageno tipo 1V;

v" Os miofibroblastos nos processos ativos estdo fortemente relacionados

ao aumento na deposicéo de colageno tipo Il nos ninhos fibroticos.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Analise de concordancia entre as técnicas imuno-histoquimicas dos tipos
de colageno e técnica histoquimica de Picrosirius Red sob luz polarizada.

IMUNO- PICROSIRIUS RED
HISTOQUIMICA SOB LUz
COLAGENO POLARIZADA TOTAL
Tipo Fibras Fibras
amareladas | esverdeadas
I
Frequéncia 6 2 8
Percentual 25,00 8,33 33,33
Porcentagem linha 75,00 25,00
Porcentagem coluna 75,00 12,50
[l
Frequéncia 2 14 16
Percentual 0,00 58,33 66,67
Porcentagem linha 0,00 87,50
Porcentagem coluna 0,00 87,50
TOTAL 8 16 24
33,33 66,67 100,00

Coeficiente Kappa Simples

Kappa 0,625

P-valor geral 0,002

Intervalo inferior de 95% | 0,225
de confianca do Kappa

Intervalo superior de 95% | 1,000
de confianca do Kappa
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ANEXO 2. Analise de concordancia entre as técnicas imuno-histoquimicas dos tipos

de colageno e a-SMA.

IMUNQ- IMUNQ-
HISTOQUIMICA HISTOQUlMICA
a-SMA COLAGENO TOTAL
Expresséo Tipo | | Tipo Il
Baixa
Frequéncia 8 8 16
Percentual 33,33 33,33 66,66
Porcentagem linha 50,00 50,00
Porcentagem coluna 50,00 50,00
Alta
Frequéncia 0 8 8
Percentual 0,00 33,33 33,33
Porcentagem linha 0,00 100,00
Porcentagem coluna 0,00 50,00
TOTAL 8 16 24
33,33 66,67 | 100,00

Coeficiente Kappa Simples
Kappa 0,400

P-valor geral 0,140

Intervalo inferior de 95% | 0,080
de confianga do Kappa

Intervalo superior de 95% (0,720
de confianca do Kappa
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ANEXO 3. Intervalos de valores do coeficiente Kappa e respectivas qualidades de
concordancia.

Valores de Kappa Interpretacdo
<0 Discordancia
0-0,19 Concordancia baixa
0,20-0,39 Concordancia consideravel
0,40-0,59 Concordancia moderada
0,60-0,79 Concordancia substancial
0,80-1,00 Concordancia quase perfeita

Fonte: Landis & Koch (1977).
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RESUMO

A endometrose é uma alteracdo degenerativa das glandulas uterinas e do estroma
circundante, caracterizada pelo arranjo periglandular de miofibroblastos e a deposicao
de matriz extracelular (ECM). O presente trabalho objetivou avaliar a expressao de
colageno tipo I, Il e IV e a-actina de musculo liso (a-SMA) nas endometroses equinas,
procurando esclarecer a participacdo dos miofibroblastos na progressdo destes
processos. Foram utilizadas 24 bidpsias uterinas com diagndstico de endometrose,
recebidas pelo Servico de Patologia Veterinaria e de Reproducdo Animal da FMVZ,
UNESP, Botucatu, SP. Cortes histologicos foram submetidos as técnicas histoquimicas
de Tricrémico de Masson, Picrosirius Red sob luz polarizada e Acido Periddico de
Schiff (PAS) e imuno-histoquimicas para os trés tipos de colageno citados e a-SMA.
Ainda, tracou-se um paralelo entre a técnica de Picrosirius Red e a imunomarcacdo dos
colagenos tipos | e 1ll. A analise histoldgica revelou que as fibras de colageno denso
correspondem ao colageno tipo I, predominantes nas endometroses inativa e inativa
destrutiva. As fibras de colageno frouxo correspondem ao colageno tipo IlI,
predominantes nas endometroses ativas e ativas destrutivas. Nestes mesmos processos,
a membrana basal revelou espessamento, aparentemente ndo relacionado ao colageno
tipo 1V, e uma maior imunomarcacdo de miofibroblastos periglandulares em relacdo as
endometroses inativa e inativa destrutiva. Desta forma, nota-se que os miofibroblastos
estdo relacionados ao aumento na deposicdo de coldgeno tipo 11l nos ninhos fibréticos
ativos.

Palavras-chave: endometrose, égua, colageno, miofibroblastos, imuno-histoquimica.

ABSTRACT

Endometrosis is a degenerative change of the uterine glands and surrounding stroma,
characterized by periglandular arrangement of myofibroblasts and deposition of
extracellular matrix (ECM). The aim of this study was evaluate the expression of
collagen typel, Il and 1V and a-smooth muscle actin (a-SMA) in equine endometroses,
and investigate the role of myofibroblasts in the progression of these processes. A
parallel was made with histochemical techniques of Masson's trichrome, Picrosirius Red
under polarized light and Periodic Acid-Schiff (PAS). Twenty four uterine biopsies
received by the Veterinary Pathology Service and Animal Reproduction of FMVZ,
UNESP, Botucatu, SP, were diagnosed with endometrosis. Histological analysis
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revealed that the orange dense collagen fibers correspond to type | collagen, being
prevalent in inactive and inactive destructive endometrosis. And the green loose
collagen fibers correspond to type Il11 collagen, and are predominant in active and active
destructive endometrosis. In the same processes, a greater amount of periglandular
myofibroblasts were observed in comparison to inactive and inactive destructive
endometrosis. The presence of these cells in active processes are strongly related to an
increased deposition of collagen type Il in fibrotic nests. Regarding the basement
membrane, the active destructive and active endometrosis shows thickening, apparently
not related to an increase in expression of type IV collagen. The active destructive and
inactive destructive endometrosis exhibited disruption areas in type 1V collagen fibers.
Thus, it is noted that the myofibroblasts are related to increased deposition of type IlI
collagen in active fibrotic nests.

Keywords: endometrosis, mare, collagen, myofibroblasts, immunohistochemistry.

INTRODUCAO

A endometrose € uma alteracao degenerativa das glandulas uterinas e do estroma
circundante, associada a idade e diretamente relacionada com problemas de fertilidade
em éguas (RICKETTS & ALONSO, 1991). O arranjo periglandular de miofibroblastos
e a deposicdo de matriz extracelular (ECM) sdo caracteristicas importantes da
endometrose (WALTER et al., 2001). Durante o desenvolvimento destes processos, 0s
fibroblastos expressam varios fatores de diferenciagdo musculares, como alfa-actina de
musculo liso (a-SMA), tropomiosina e desmina, e foram, portanto, identificados como
miofibroblastos (SAPPINO et al., 1990). Além disso, os miofibroblastos expressam
também varias proteinas da ECM, como fibronectina, laminina, colageno tipo IV e
tenascina (HANAMURA et al., 1997).

A presenca deste tipo celular ja havia sido descrita anteriormente nas amostras
de endométrio equino fibrético examinadas por microscopia eletrénica de transmissdo
(EVANS et al., 1998). Os miofibroblastos contribuem para a alteracao das propriedades
do tecido afetado, havendo evidéncias de que a producdo de colageno pelos fibroblastos
seja uma consequéncia da diferenciacdo destes em miofibroblastos (PETROV et al.,
2002). No endométrio equino fibrotico, mais especificamente nos quadros de
endometrose, células que expressam caracteristicas de miofibroblastos sdo observadas

ao redor de glandulas dilatadas e ndo dilatadas, sendo uma incognita a sua fungdo nestes
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casos, ja que ndo esta claramente definido a partir de que estagio da lesdo elas sao
observadas (MASSENO et al., 2010).

A etiologia e a patogenia da endometrose sdo desconhecidas. Uma hipétese
concebida para a patogénese da endometrose baseia-se nos achados morfoldgicos e
estabelece as fases de evolucdo do processo fibrdtico, denominando-as, de forma
sequencial, como fibrose ativa, fibrose ativa destrutiva, fibrose inativa e fibrose inativa
destrutiva (HOFFMANN et al., 2009).

Hoffmann et al. (2009) sugerem que a proliferacdo de células estromais e sua
diferenciacdo em miofibroblastos, assim como o aumento da sintese de ECM,
respondem a acdo sinergistica e auto-induzida de mediadores, resultando em fibrose
periglandular. Além disso, a capacidade dos miofibroblastos para liberar varias enzimas
que regulam a homeostase da ECM pode contribuir para a destruicdo progressiva da
lamina basal, resultando em um acumulo dessa matriz, 0 que por sua vez é capaz de
manter o processo fibrotico (WALTER et al., 2001). Ademais, Hanada et al. (2014)
postulam que a presenca de células epiteliais degeneradas ou necroticas se deve,
principalmente, ao dano causado a membrana basal, resultando em contato direto entre
as células estromais e epiteliais, bem como a interagdes entre a ECM fibrdtica e células
epiteliais glandulares. A partir da interagéo desses diversos fatores, a concomitancia do
processo de endometrite seria uma das causas da ativacdo metabolica das células
estromais fibroticas (HOFFMANN et al., 2009).

Um método histoquimico utilizado para a avaliacdo do tecido conjuntivo é o
Picrosirius Red, que diferencia os tipos de colageno pela birrefringéncia das fibras em
microscopio optico de luz polarizada. Assim, diferentes tonalidades sdo observadas
conforme o tipo de arranjo molecular presente (JUNQUEIRA et al., 1978). Entretanto,
no inicio do desenvolvimento deste método, ficou evidente que a espessura do corte
histoldgico é de grande importancia na cor e intensidade da birrefringéncia exibida pelo
colageno. Essa € a razdo pela qual ndo se correlacionou uma especificidade entre a
coloracdo de Picrosirius Red e os diferentes tipos de colageno (JUNQUEIRA et al.,
1978).

Estudos imuno-histoquimicos para tipificacdo das fibras de colageno ainda séo
escassos no que diz respeito ao endométrio equino. Até o momento, a tipificacdo do
coladgeno endometrial nas éguas restringe-se a deteccéo da presenca do colageno tipo IV
nas diversas fases do ciclo estral (MANSOUR et al., 2003) e a um Gnico estudo que
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relaciona esta tipificacdo a endometrose (WALTER et al., 2001), porém sem considerar
as etapas da patogénese do processo (HOFFMANN et al., 2009).

Deve-se ressaltar que os diferentes métodos utilizados para a determinacdo da
distribuicdo e das caracteristicas do colageno presente no endométrio fibrético tem
levado a resultados discrepantes. Os autores que utilizaram o método do Picrosirius Red
sob luz polarizada relatam que a fibrose periglandular estd associada ao aumento da
quantidade de colageno fibrilar periglandular (EVANS et al., 1998). Porém, quando o
método imuno-histoquimico foi empregado, o tipo de colageno observado na fibrose ao
redor das estruturas glandulares, inclusive envolvendo as células estromais da regido,
foi 0 do tipo 1V, tipo este restrito a membrana basal (WALTER et al., 2001).

Assim sendo, o entendimento do processo de evolugdo da endometrose depende
do reconhecimento morfolégico do tipo de reacdo envolvida e dos elementos que a
compdem. As discrepancias nos resultados obtidos pelos diferentes autores podem ser
esclarecidas pela comparacdo dos métodos morfologicos de analise do colageno
periglandular. Além disso, a participacdo dos miofibroblastos e sua relagdo com o tipo
de colageno presente, nas diferentes etapas que tem sido consideradas no processo de
endometrose, podem auxiliar ndo sé na compreensdo da fibrose endometrial, mas
também futuramente na pesquisa de linhas terapéuticas.

O presente trabalho objetiva avaliar as lesdes fibroticas endometriais,
identificando o tipo de colageno presente e a participacdo dos miofibroblastos nos tipos
de endometrose propostos por Hoffmann et al (2009b), procurando estabelecer a relagéo

entre a matriz e os tipos celulares em cada etapa do processo.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizadas 24 bidpsias endometriais com diagndstico
de endometrose, provenientes dos arquivos do servico de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/UNESP — Campus de
Botucatu — SP.

Todas as bidpsias foram submetidas ao mesmo tipo de processamento
laboratorial. Fixacdo em Bouin e inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes de quatro
micrémetros de espessura dos blocos, e corados pelos métodos de Hematoxilina &
Eosina, Tricrdmico de Masson, Picrosirius Red e Acido Periodico de Schiff (PAS). A

identificacdo das alteragOes endometriais e a classificagdo das lesdes seguiram as
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descricdes de Hoffmann et al (2009b), utilizando endométrios sadios como controle,
obedecendo-se os critérios de Kenney & Doig (1986).

Para a deteccdo de colagenos I, Il e 1V, realizou-se recuperacdo antigénica por
digestdo enzimatica em pepsina 1%, pH 1,8 (Pepsina 1:10.000 NF- Nuclear, SP, Brasil).
As etapas seguintes foram o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua
oxigenada 3% e bloqueio de sitios inespecificos com leite desnatado a 3%. Realizou-se
a incubagdo com 100uL do anticorpo primério, na diluicdo de 1:2000, para colageno
tipo I (coelho anti-coladgeno I bovino, IgA, Ref. 20121, Novotec, Franca); 1:1000, para
colageno tipo I (coelho anti-colageno 111 bovino, IgA, Ref. 20321, Novotec, Franca); e
1:500, para colageno tipo 1V (coelho anti-colageno IV humano, 1gG, ab115261, Abcam,
Reino Unido) em cadmara Umida, durante 18h, a temperatura de 4°C.

Nos cortes em que foram aplicados o anticorpo anti-a-SMA, a recuperagédo
antigénica foi feita sob calor imido em Pascal (Dako, S2800-1) com Citrato a 10mM,
pH 6,0. Em seguida, realizou-se o bloqueio de ligacBes inespecificas com leite
desnatado a 3%. Em seguida, aplicou-se 100uL do anticorpo anti-a-SMA (cod. M0851,
Clone 1A4, Dako), na diluicdo de 1:1250 com tempo de incubacdo de 18 horas em
camara Umida a 4°C.

Posteriormente, todos os cortes foram incubados com o anticorpo secundario
HistoFine® (Nichirei Bioscience, Japdo), segundo instrucdes do fabricante. Finalmente,
realizou-se revelacdo com o cromégeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid DAB
Cromogen® — Dako, EUA). As laminas foram contracoradas com Hematoxilina de
Harris.

Para avaliacdo dos cortes histoldgicos submetidos ao anticorpo anti-a-SMA, 0s
parametros considerados foram positividade de imunomarcacdo e a quantidade de
camadas celulares periglandulares positivas, associando ao tipo de endometrose
estabelecida.

Para o estudo da distribuicdo dos tipos de fibras colagenas, foram analisadas a
intensidade e a localizacdo de fibras positivas para colageno tipo I, Il e 1V,
considerando os ninhos fibréticos, o estrato compacto e o esponjoso, utilizando o
endométrio higido como grupo controle. Posteriormente, em cada biopsia, foi
determinada a predominancia do tipo de colageno imunomarcado para cada tipo
descrito na classificacdo de endometrose proposta por Hoffmann et al (2009), obtendo-
se a concordancia estatistica com os resultados histoquimicos do Picrosirius Red sob luz

polarizada (coloracdo verde ou vermelho-alaranjada); e expressao imuno-histoquimica
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da a-SMA pelas células presentes nos ninhos fibréticos. Para isso, o coeficiente Kappa
foi calculado para analisar a concordancia entre os resultados obtidos entre as técnicas,
utilizando o software SAS, Versao 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC. 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a classificagdo histoldgica proposta por Hoffmann et al. (2009),
dos 24 casos de endometrose diagnosticados, seis foram inclusos na classificacdo de
endometrose ativa (25%); quatro na endometrose inativa (17%); sete na endometrose
ativa destrutiva (29%); e sete como endometrose inativa destrutiva (29%). A Tab.l

detalha os resultados obtidos na avaliagéo de cada parametro.

Tabela 1. Numero de casos de cada parametro avaliado e a respectiva porcentagem em relacdo
aos tipos de endometrose.

Endometrose N°de Predominio Predominio Predominio Predominio Baixa Alta
casos colageno colageno colageno de coldgeno  expressd@o  expressdo
frouxo denso tipo | tipo 111 de a- de a-
(PRSLP) (PRSLP) (IHQ) (IHQ) SMA SMA
(IHQ) (IHQ)
Ativa 6 4 2
0, 0, 0, 0,
(25%) 5 (83%) 1(16,67%) 1(16,67%) 5 (83,33%) (66,66%)  (33,33%)
Ativa destrutiva 7 2 5
0, 0, 0,
(29%) 7 (100%) 0 1(14,28%) 6 (85,71%) (2857%)  (71,42%)
Inativa 4
(17%) 2 (50%) 2 (50%) 3(75,00%) 1(25,00%) 4 (100%) 0
Inativa destrutiva 7 6 1
2 (28%) 5 (72%) 3(42,85%) 4 (57,14%)

(29%) (85,71%)  (14,28%)

TOTAL 24 16 ) . 16 16 8
(1009%)  (66,67%) ©Co33%) 83330 b r0n  (e667%)  (33,33%)

PRSLP: Picrosirius Red sob luz polarizada; IHQ: Imuno-histoquimica.

Nos cortes corados pela técnica histoquimica de Tricrémico de Masson, foi
observado que, nas endometroses ativas, 0s ninhos fibrdticos revelaram fibras colagenas
de espessura maior em relacao as inativas.

Nas bidpsias classificadas como endometrose ativa, os cortes corados pela
técnica de Picrosirius Red e examinados sob luz polarizada revelaram que em 83%
destas amostras, observou-se a predominancia de fibras de colageno do tipo frouxo por
entre os tlbulos glandulares no interior dos ninhos fibréticos. As amostras classificadas
como endometrose inativa se caracterizaram por glandulas dilatadas com aspecto

cistico, delineadas por fibras colagenas predominantemente densas em 75% destes
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casos, tanto na porc¢édo periglandular quanto no interior dos ninhos fibroéticos. Todos os
casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva apresentaram deposicdo de
colageno frouxo predominante na porcéo interna dos ninhos fibréticos. J& ao redor dos
ninhos, o coldgeno do tipo denso predominou. Nas amostras de endometrose inativa
destrutiva, houve predominancia de colageno do tipo denso na regido periglandular e
interna dos ninhos fibréticos, correspondendo a 72% destes casos. Ainda, foi observada
uma deposicao discreta de coldgeno frouxo periglandular.

Quanto a técnica histoquimica de PAS, foi observado que, nas endometroses
ativas e ativas destrutivas, a marcacdo histoquimica da membrana basal das glandulas
contidas nos ninhos fibréticos se deu em uma tonalidade purpura, exibindo um
espessamento considerdvel quando comparada as endometroses inativas e inativas
destrutivas. Nestas, foram observadas apenas estrias roseas delgadas e fibrilares.

Para a avaliagdo imuno-histoquimica, o endométrio higido foi utilizado como
controle positivo. A imunoexpressdo de colageno tipo | nestas amostras revelou-se
difusamente no estroma, principalmente no estrato esponjoso. No estrato compacto, a
imunomarcacao foi discreta.

De forma geral, nas endometroses houve imunomarcagdo moderada e difusa de
colageno tipo | nos estratos compacto e esponjoso, nao diferindo do endométrio higido.
Considerando a positividade nos ninhos fibréticos, oito biopsias apresentaram
predominancia deste tipo de colageno, representando 25% das amostras. Destas oito,
trés eram endometrose inativa; trés inativas destrutivas; uma ativa e uma ativa
destrutiva. Nas endometroses ativa e ativa destrutiva, notou-se uma imunomarcagéo
discreta nas fibroses periglandulares quando comparada as endometroses inativa e
inativa destrutiva, que revelaram marcacéo acentuada.

Assim como o colageno tipo I, no endométrio higido, a imunomarcacdo do
colageno tipo Il apresentou-se difusa nos estratos compacto e esponjoso. As biopsias
com diagndstico de endometrose apresentaram, bem como 0 grupo controle,
imunomarcacdo difusa. Dezesseis biopsias (66,66%) revelaram predominéncia deste
tipo de colageno na porcao interna dos ninhos fibrdticos. Seis ativas destrutivas; cinco
ativas; quatro inativas destrutivas; e uma inativa. Nas endometroses ativa e ativa
destrutiva, foi detectada uma imunomarcacao acentuada por entre as glandulas contidas
no interior dos ninhos fibroticos. J& nas endometroses inativa e inativa destrutiva, a

marcacao restringiu-se a porcao delimitadora do ninho fibrotico.
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Tanto o endométrio higido quanto as endometroses exibiram imunomarcacéo
para o colageno tipo IV restrito a membrana basal do epitélio luminal e glandular e de
vasos sanguineos. Nas amostras de endometrose, ndo foram observadas alteracGes de
espessamento da camada de colageno tipo IV da membrana basal. No entanto, nas
endometroses ativa destrutiva e inativa destrutiva, foram observadas areas de
descontinuidade da fibra de colageno tipo IV da membrana basal das glandulas contidas
nos ninhos fibroticos.

A imunopositividade para a-SMA no endométrio higido demonstrou-se restrita a
parede de vasos sanguineos. Nas endometroses, além dos vasos sanguineos foi
observada marcacdo positiva na regido periglandular fibrética de todas as biopsias.
Considerando as células positivas na regido periglandular, dezesseis biopsias (66,67%)
apresentaram imunomarcacgdo discreta, apresentando uma ou duas camadas de células,
em glandulas individualizadas e por vezes em ninhos fibréticos, sendo seis inativas
destrutivas; quatro inativas; duas ativas destrutivas; e quatro ativas. Oito biopsias
revelaram imunomarcacdo acentuada (33,33%), chegando até oito camadas de células
periglandulares, sendo cinco ativas destrutivas; duas ativas; uma inativa destrutiva e
zero inativa.

As técnicas imuno-histoquimicas para colagenos tipo | e Ill apresentaram bom
indice de concordancia com a técnica histoquimica de Picrosirius Red sob luz
polarizada (coeficiente Kappa = 0,625). Quando comparada as mesmas técnicas imuno-
histoquimicas com a de a-SMA, o indice de concordancia foi consideravel (coeficiente
Kappa = 0,400).

Considerando a classificacdo das endometroses de Hoffmann et al. (2009), na
coloragéo de Tricromico de Masson, as endometroses ativa e ativa destrutiva exibiram,
no interior dos ninhos fibréticos, septos colagenosos mais espessos, se comparados as
endometroses inativa e inativa destrutiva. No entanto, este achado ficou mais bem
detalhado na coloracdo de Picrosirius Red sob luz polarizada. Esta técnica demonstrou
que ndo houve variagdo na distribuicdo das fibras colédgenas estromais entre 0s
diferentes tipos de endometrose descritas por Hoffmann et al. (2009), concordando com
estudos anteriores (WALTER et al., 2001). Apenas as biopsias com fibrose intersticial
difusa revelaram uma deposicéo acentuada e difusa de fibras de colageno denso.

Em todos os tipos de endometrose, a regido periglandular exibiu o predominio
do colageno denso, de arranjo fibrilar. Nas endometroses ativa e ativa destrutiva, o tipo

de colageno predominante nas amostras submetidas ao Picrosirius Red e examinados
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sob luz polarizada na porcdo interna dos ninhos fibréticos € o0 que possui arranjo
reticular, menos denso. Nas mesmas lesdes, a marcacdo imuno-histoquimica na porcao
periglandular e na porcdo interna do ninho fibrotico foram mais intensas,
respectivamente, para fibras de colageno tipo | e tipo Ill. Em contrapartida, nas
endometroses inativa e inativa destrutiva, nos cortes corados pela técnica de Picrosirius
Red e examinados sob luz polarizada, o predominio foi de fibras de colageno denso
inclusive no interior dos ninhos fibréticos, havendo a correspondéncia imuno-
histoquimica para o colageno tipo I. Desta maneira, se confirma neste modelo de estudo
de tecido patoldgico a hip6tese pressuposta por Junqueira et al (1978), que especularam,
na avaliacdo de cortes histolégicos, pela técnica de Picrosirius Red sob luz polarizada,
de tecidos sadios ricos em colageno, que as fibras amareladas observadas correspondem
ao colageno tipo I, enquanto que as esverdeadas correspondem ao colageno tipo Il1.
Tendo em vista a relacdo dos tipos de colageno com a proposta de evolucdo do
processo fibrético endometrial proposto por Hoffmann et al. (2009b), postulamos que as
endometroses ativas representem um processo fibrotico de caracteristicas morfologicas
e funcionais distintas das endometroses inativas. Isto se explica pelo envolvimento
importante dos miofibroblastos nos primeiros, células metabolicamente ativas de alta
capacidade pro-inflamatdria e fibrogénica, que por sua vez estdo relacionados a
deposicdo de colageno tipo Ill, frouxo. As endometroses inativas demonstraram uma
baixa expressdo de a-SMA pelas células que circundam os ninhos fibréticos e estéo
relacionados ao colageno tipo I, denso. Entdo, entende-se que os fatores envolvidos
nestes tipos de fibroses ndo estejam vinculados aos miofibroblastos, mas por outros
fatores nédo elucidados até o momento. A predominancia de colageno tipo | em 16,67%
das endometroses ativas, e a de colageno tipo Il em 25% das endometroses inativas,
podem estar relacionadas ao processo de desenvolvimento e evolucdo do processo
fibrético, em que héa a substituicdo gradativa do tipo de colageno frouxo pelo denso.
Pesquisadores observaram espessamento da membrana basal nas endometroses
ativas e ativas destrutivas, algumas vezes com rompimento da mesma (HANADA et al.,
2014). Os resultados do nosso estudo concordaram com a da referida pesquisa, havendo
nitidamente um espessamento e hialinizacdo da membrana basal nas endometroses
ativas, que sdo agravados nas endometroses ativas destrutivas. Nos processos inativos,
observou-se 0 mantimento de sua espessura e, quando houve dilatacdo cistica, um
discreto espessamento quando comparados a membrana basal do endométrio higido.

Apesar da causa desse dano a membrana basal ainda ser desconhecida, acredita-se que



65

seja o fator principal para a instalacdo da fibrose periglandular, ja que ocorre alteracdo
na deposicdo de componentes da matriz extracelular ao redor da membrana
(HOFFMANN et al., 2009).

Até o momento, a deteccdo imuno-histoquimica do colageno tipo IV no
endomeétrio equino restringe-se a um estudo em biopsias endometriais sadias nas
diversas fases do ciclo estral (MANSOUR et al., 2003), e a um unico estudo relacionado
a endometrose (WALTER et al., 2001). Contudo, o nosso trabalho é o primeiro a
relacionar a avaliacdo imuno-histoquimica do colégeno tipo IV considerando as etapas
da patogénese do processo proposto por Hoffmann et al. (2009).

Quanto a associacdo deste método imuno-histoquimico a classificacdo das
endometroses proposta por Hoffmann et al. (2009b), foi notado que os quatro tipos
mantiveram um padrdo de positividade semelhante ao do endométrio higido, revelando
o colageno IV da membrana basal do epitélio luminal e glandular e vascular,
apresentando-se delgada e fibrilar. De acordo com Walter et al. (2001), os
miofibroblastos periglandulares liberam ativamente colageno tipo IV no processo
fibrotico, o que poderia explicar o espessamento da membrana basal observado na
avaliacdo histoquimica. No entanto, a nossa avaliagdo imuno-histoquimica néo revelou
espessamento da camada de colageno tipo IV. Ademais, Hoffmann et al. (2009b)
detectaram, por imuno-histoquimica, uma alta deposicdo de laminina na membrana
basal em endometroses ativas destrutivas, além da expressdo intracelular desta
glicoproteina nas células periglandulares. Estes achados podem justificar o
espessamento da membrana basal observado pela técnica histoquimica de PAS do
presente estudo, ndo estando relacionado ao espessamento de camadas de colageno tipo
V.

Nas endometroses ativa destrutiva e inativa destrutiva, foram detectadas areas de
descontinuidade de fibras de colageno tipo IV da membrana basal nos ninhos fibroticos.
Este fato pode explicar a degeneracdo e necrose de células epiteliais que caracterizam
esses dois tipos de endometrose, por haver uma quebra da interacdo destas células com
a matriz extracelular por meio da membrana. Ainda, ratificam parcialmente os
resultados obtidos pela técnica histoquimica de PAS de Hanada et al (2014), em que se
constataram areas de descontinuidade nos processos ativos. Essa concordancia parcial
provavelmente se deve pelo fato desses autores ndo levarem em consideracdo a
caracteristica “ destrutiva’ da classificaco de Hoffmann et a. (2009b), mas sim apenas

0s tipos ativo e inativo.
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As amostras de endometrose ativa destrutiva apresentaram maior expressao de
a-SMA, representando a maior parte das amostras fortemente positivas (71,42%), em
concordancia com Hoffmann et al. (2009). As endometroses inativas apresentaram uma
imunomarcacao discreta, com até duas camadas de células positivas periglandulares ou
ao redor de glandulas que aparentemente ndo apresentavam sinais de fibrose ao exame
histologico. Hanada et al. (2014) acreditam que este Gltimo achado pode ser importante
na caracterizagdo de estagios iniciais da endometrose ou para diagnosticar éguas que
tenham predisposicdo a doenca. A Fig.1 demonstra alguns resultados da coloragdo

histoquimica de PAS e imuno-histoquimica do coladgeno tipo IV e a-SMA.

Figura 1. Fotomicrografias de endométrio equino. (A) Endometrose ativa destrutiva. Membrana
basal apresentando espessamento principalmente na porcéo de invaginacdo do tdbulo glandular.
PAS. (B) Endometrose ativa destrutiva. Fibras de colageno tipo IV da membrana basal com
areas de descontinuidade. Contracoloracdo: Hematoxilina. (C) Endometrose inativa.
Imunomarcagéo discreta de uma monocamada de miofibroblastos positivos para a-SMA. No
canto inferior direito, vaso sanguineo demonstrando positividade imuno-histoquimica.
Contracoloragdo: Hematoxilina. (D) Endometrose ativa destrutiva. Imunomarcacdo intensa de
multiplas camadas de miofibroblastos, positivas para a-SMA. Revelacdo: DAB, contracoloracéo
com Hematoxilina.
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Quando comparamos a imunoexpressao de a-SMA com a dos colagenos tipo | e
I11, percebemos que os ninhos fibréticos que revelaram um ndmero maior de células
positivamente marcadas, observadas principalmente nas endometroses ativas
destrutivas, demonstraram forte imunorreatividade para coldgeno tipo Ill. Nas
endometroses com imunomarcacéo discreta para a-SMA, predominantemente inativas,
houve predominancia de positividade para colageno tipo I. A Fig. 2 demonstra um
comparativo entre as técnicas imuno-histoquimicas dos colagenos tipos | e Il e da a-

SMA e a técnica histoquimica de Picrosirius Red sob luz polarizada.

Sopum

Figura 2. Fotomicrografias de endométrio equino. Endometrose ativa destrutiva. Comparativo
entre técnicas imuno-histoquimicas e Picrosirius Red sob luz polarizada. (A) Colageno tipo I:
imunomarcagdo positiva em todo o tecido fibrético que envolve o ninho, com intensidade
acentuada na regido delimitadora e na por¢édo central interna. (B) Colageno tipo Il expressao
positiva uniformemente acentuada em todo o ninho fibrético. (C) Picrosirius Red sob luz
polarizada: fibras amareladas de colageno denso na regido central e periférica, correspondentes
a imunomarcacédo de colageno tipo I. Fibras esverdeadas de colageno frouxo predominantes no
ninho fibrético, refletindo o observado na imuno-histoquimica do colageno tipo Ill. (D) a-
SMA: Imunomarcagdo acentuada de cinco camadas de miofibroblastos. Revelacdo: DAB,
contracoloracdo com Hematoxilina.
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A partir destes achados, postulamos que as endometroses ativas representem um
processo fibrético de caracteristicas morfologicas e funcionais distintas das
endometroses inativas. Isto se explica pelo envolvimento importante dos
miofibroblastos nos primeiros, células metabolicamente ativas de alta capacidade pré-
inflamatdria e fibrogénica, que por sua vez estdo relacionados a deposicdo de colageno
tipo 11, frouxo e aumento da espessura da membrana basal. As endometroses inativas
demonstraram uma baixa expressdo de a-SMA pelas células que circundam os ninhos
fibréticos e estdo relacionados ao colageno tipo I, denso, mantendo a espessura da
membrana basal. Entdo, entende-se que os fatores envolvidos nestes tipos de fibroses
ndo estejam vinculados aos miofibroblastos, mas por outros fatores nao elucidados até o
momento. A predominancia de colageno tipo | em 16,67% das endometroses ativas, € a
de colageno tipo Il em 25% das endometroses inativas, podem estar relacionadas ao
processo de desenvolvimento e evolugdo do processo fibrético, em que ha a substituicdo
gradativa do tipo de colageno frouxo pelo denso.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que as fibras de colageno denso
correspondem ao colageno tipo |, predominantes nas endometroses inativa e inativa
destrutiva, enquanto que as fibras de colageno frouxo correspondem ao colageno tipo
I1l, predominantes nas endometroses ativas e ativas destrutivas. Estes dois tipos de
endometrose, especialmente a ativa destrutiva, possuem uma maior quantidade
miofibroblastos periglandulares que as endometroses inativa e inativa destrutiva. Nas
fibroses ativas, a membrana basal apresenta espessamento, aparentemente néo
relacionado a um aumento na deposicdo de coldgeno tipo IV. Nos tipos destrutivos, as
fibras deste tipo de colageno apresentaram areas de descontinuidade na membrana
basal. Finalmente, os miofibroblastos nos processos ativos estdo fortemente

relacionados ao aumento na deposicéo de colageno tipo Il nos ninhos fibroticos.
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