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RESUMO

PORTO, C.D. Caracterizacdo histoquimica do colageno e expressdo de MMP-
2, MMP-9 e TIMP-1 nas endometrites crdénicas das éguas. Botucatu, 2006. 101
p. Dissertacdo de Mestrado, Universidade Estadual Paulista, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia.

O presente trabalho teve por objetivos avaliar os graus de fibrose endometrial das
éguas, especificando por técnicas histoquimicas os tipos de colageno e sua
proporcao nas lesdes cronicas, além de verificar por método imunoistoquimico a
expressao e distribuicdo das metaloproteinases (MMP) 2 e 9 e um dos seus
inibidores - TIMP-1 - nos processos crénicos endometriais. Foram utilizadas 82
bidpsias endometriais classificadas histologicamente de acordo com Kenney e
Doig (1986) e segundo as definicdes de Ricketts & Alonso (1991) para endometrite
cronica infiltrativa e endometrose. A avaliacdo do colageno foi realizada pelos
métodos histoquimicos Tricrbmico de Masson, Reticulina e Picrosirius Red.
Estudo morfométrico da fibrose periglandular foi realizado utilizando-se a técnica
histoquimica do Picrosirius Red. Os resultados mostraram que nos endométrios
portadores de endometrite severa ha deposicéo de colageno do tipo Il e do tipo I,
sendo este predominante. Nao houve diferenca significativa na extensdo da
fibrose periglandular entre as endometrites crbnicas infiltrativas e endometroses.
Tanto no endométrio higido como nas endometrites crénicas foi observada imuno-
reatividade para as enzimas estudadas. A reacdo imunoistoquimica para MMP-2
foi localizada no epitélio luminal, glandular, parede vascular e células estromais.
MMP-9 e TIMP-1 mostraram marcacdo mais difusa, sendo também observadas

nas células inflamatérias e endoteliais.



ABSTRACT

PORTO, C.D. Histochemical features of collagen and MMP-2, MMP-9 and
TIMP-1 expression in chronic endometritis of horse mares. Botucatu, 2006.
101 p. Dissertacdo de Mestrado, Universidade Estadual Paulista, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia.

The aim of this study was to evaluate the degrees of endometrial fibrosis in mares,
specifying the types of collagen in the chronical lesions and its ratio by
histochemical analysis and, the expression and distribution of matrix
metalloproteinases (MMP) 2, -9 and one of its inhibitors - TIMP-1 - in the
endometrial chronic processes by means of immunohistochemistry. Eighty-two
biopsies of chronic endometritis were classified according to Kenney and Doig
(1986) and definitions of Ricketts & Alonso (1991) for chronic infiltrative
endometritis and endometrosis. The collagen evaluation was made by Masson’s
trichrome, Reticulin and Picrosirius Red staining methods. The endometrial
periglandular fibrosis morfometric analysis was carried out by using Picrosirius Red
stained slides. Deposition of type Il collagen and type | collagen was seen in
severe endometritis with type | predominance. The chronic infiltrative endometritis
and endometrosis didn't show significant difference in the extension of
periglandular fibrosis. Immunoreactivity of MMP-2, MMP-9 and TIMP-1 was
detected in healthy endometrium as in severe chronic endometritis. The luminal
epithelium, glandular epithelium, vascular wall and stromal cells expressed MMP-2.
MMP-9 and TIMP-1 had shown diffuser marking, and were as well observed in the

inflammatory cells and the endothelium.
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1. INTRODUCAO

Os equinos apresentam um dos menores indices de fertilidade entre
0s animais domésticos. Isso é agravado pelo tipo de selecdo empregado nesta
espécie, na qual sdo preconizados a habilidade para o trabalho e alto
desempenho esportivo.

Mesmo com essas consideracdes, € citado que a meta na criacao de
equinos é a produgcdo de um potro por égua a cada ano (AMARAL, 2002).
Portanto, problemas de subfertiidade e infertilidade levam a perdas
econdmicas significativas.

A endometrite € a principal causa de reducédo da fertilidade em éguas
sendo considerada o problema de maior importancia clinica nos equinos depois
da cdlica e das enfermidades do trato respiratério (TRAUB-DARGATZ et al.,
1991; TROEDSSON, 1999).

A biopsia endometrial € o método mais preciso para o diagnostico e
estabelecimento do prognéstico da fertilidade em éguas, jA que permite a
avaliacdo da situagdo morfofuncional do endométrio (DOIG et al., 1981).

Por serem os padrdes de distribuicdo da fibrose e do infiltrado
inflamatorio as principais caracteristicas para o diagnéstico das endometrites,
KENNEY (1978) propds um sistema de classificacdo para esta enfermidade,
posteriormente modificado por KENNEY & DOIG (1986). Outras classificacdes
também séo utilizadas, como a descrita por RICKETTS & ALONSO (1991), que
procura separar entidades distintas de acordo com o padrdo morfolégico da
doenca.

Estudos recentes sobre a classificacdo dos tipos de colageno e
tipificacéo do infiltrado inflamatdrio procuram caracterizar o processo (NUNES,
2003), enguanto pesquisas mais recentes envolvendo enzimas que degradam
a matriz extracelular buscam elucidar parte de sua patogénese ainda néo
totalmente compreendida (PORTO et al., 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como principais objetivos:
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= Avaliar os graus de fibrose endometrial, especificando os tipos de colageno
presentes nas lesdes cronicas e sua proporcao, por meio da utilizacdo das
coloracdes especificas Tricromico de Masson, Reticulina e Picrosirius Red;

= Estabelecer as caracteristicas histoquimicas do processo fibrético nas

endometrites crénicas degenerativas (endometroses) e infiltrativas;

= Verificar por meio de método imunoistoquimico a expressao e distribuicdo
das metaloproteinases 2 e 9 e um dos seus inibidores (TIMP-1) nos processos

cronicos endometriais;

= Estabelecer o grau de expressao das metaloproteinases e do TIMP nas

endometroses e endometrites cronicas infiltrativas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

E indispensavel para a fertilidade das éguas a manutencdo da
integridade uterina, especialmente a do endométrio. As glandulas endometriais
sintetizam e secretam ou transportam substancias histotroficas que nutrem o
concepto no periodo de pré-implantacdo - placentacdo (KENNEY, 1978; GRAY
et al., 2001).

Microscopicamente, o Utero das éguas é composto por trés camadas:
a interna € a mucosa ou endométrio, a segunda ou média é o miométrio e a
camada externa € o perimétrio. Por sua vez, o endométrio é formado por
epitélio luminal e lamina prépria. Esta Ultima se estende desde a membrana
basal até a camada muscular interna do miométrio e € dividida em dois
estratos, de acordo com a densidade de células estromais. A lamina propria é
caracterizada pela presenca de numerosas glandulas uterinas, derivadas do
epitélio luminal.

No estrato compacto a densidade de células estromais € alta e hd uma
delicada rede de fibras reticulares. Essas células normalmente ndo produzem
colageno detectavel por microscopia de luz. O estrato esponjoso apresenta
uma baixa densidade celular com muitas fibras conectando as células, o que
Ihe confere aspecto de esponja (KENNEY, 1978).

O epitélio de revestimento do endométrio apresenta-se composto por
células ciliadas, células secretoras nao-ciliadas, e, eventualmente, leucécitos
(KENNEY, 1978). Observando sob microscopio eletronico de varredura e
transmissdo, Amaral (2002) sugere a presenca de ao menos sete tipos
celulares ou estagios distintos no epitélio luminal do Utero das éguas: entre as
secretdrias encontrou células integras repletas de microvilosidades, células
com vesiculas apicais e outras em degeneracdo; entre as ciliadas, notou a
presenca de células jovens com microvilosidades, células maduras com cilios
longos e integros e em degeneracdo, além de leucdcitos intra-epiteliais.
Observou também a presenca de aberturas glandulares durante o estro,
repletas de secrecdo sendo lancada para o lumen uterino. Relata ainda que

nas éguas acima de 12 anos, a abertura dessas glandulas encontrava-se
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obstruida, o que poderia estar correlacionado com o processo fibrético
endometrial.

A infecgdo e inflamacéao transitérias do endométrio sdo consequéncias
inevitaveis da cobertura, ocorrendo tanto por inseminacao artificial como monta
natural. A instalacdo dessa reacdo inflamatoria aguda € induzida pela
deposicdo de sémen e pela contaminacdo bacteriana que ocorre durante o
coito (KATILA, 1996). Eguas consideradas normais do ponto de vista
reprodutivo debelam eficientemente essa inflamacéo, e o ambiente intra-uterino
estara adequado para a sobrevivéncia do embrido em aproximadamente seis
dias apods a ovulacdo (RIGBY et al.,, 2001). Se o animal ndo for competente
para eliminar 0 agente nesse periodo, desenvolve-se a endometrite persistente.

Os mecanismos de defesa uterinos sédo complexos, havendo interacéo
das Dbarreiras anatdbmicas, componentes celulares, imunoglobulinas,
substancias bactericidas e fatores mecanicos. Eguas jovens sdo mais
resistentes a enfermidade. A inflamacao persistente freqientemente resulta em
lutedlise prematura e subsequente perda embrionaria (KATILA, 1996;
TROEDSSON, 1999).

As principais causas de endometrite na égua sao defeitos anatémicos,
partos distocicos, retencdo de placenta, processos iatrogénicos e, em animais
suscetiveis, pode ocorrer apés a monta (YOUNGQUIST, 1993). Troedsson
(1999) classifica as endometrites persistentes conforme a patogénese em
quatro grupos, a saber: doencas sexualmente transmissiveis, infec¢do uterina
persistente, endometrite persistente induzida pelo coito e endometrite cronica
degenerativa, também denominada endometrose.

O diagnéstico das endometrites € realizado utilizando-se exames
microbioldgicos, citologicos e histopatolégicos. No entanto, a bidpsia
endometrial € o método definitivo para a determinacdo dessa enfermidade
(MEDICE et al., 1991). Além disso, é o tipo de exame mais preciso para o
estabelecimento do prognostico da fertilidade em éguas, visto que a fibrose € o
principal critério utilizado na avaliacdo do comprometimento do endométrio
(DOIG et al, 1981). Esta técnica evidencia a situacdo morfoldégica do
endométrio e fornece dados sobre a sua situagéo funcional (DOIG et al., 1981;
SILVA et al.,1987), além de ser um procedimento econdmico e simples
(CONCHA-BERMEJILLO & KENNEDY, 1982).
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Dessa forma, Kenney (1978) propés um sistema de classificacdo das
endometrites cronicas em trés categorias, considerando a possibilidade da
égua levar o concepto a termo. Essas categorias foram divididas com base na
incidéncia e extensado das alteracdes histopatoldgicas. Na categoria | ndo ha
alteracOes patoldgicas ou se estas existem séo discretas e esparsas, e ndo ha
interferéncia com a habilidade de levar o feto a termo. Na categoria Il é
encontrado infiltrado inflamatério difuso moderado no estrato compacto,
podendo estar presentes alteracdes fibréticas e lacunas linfaticas discretas.
Alteracbes inflamatérias podem regredir se tratadas devidamente. As
endometrites classificadas como categoria Ill impossibilitam a égua de levar um
feto a termo e néo regridem com tratamento. Ha fibrose periglandular intensa,
sendo proporcional a quantidade de fibrose a gravidade do prognéstico. Podem
ser observados também grandes lacunas linfaticas e infiltrado inflamatoério
moderado a intenso.

Por ser a fibrose o fator mais importante para a determinacao
progndstica da fertilidade, houve a necessidade da reclassificacdo dos tipos de
endometrite em quatro categorias (VAN CAMP, 1988). Kenney & Doig (1986)
modificaram essa classificacdo, subdividindo a categoria Il em IIA e IIB, de
acordo com a quantidade de fibrose endometrial, sua correlagdo em manter a
prenhez e resposta a terapia. Na categoria IlA estdo incluidas as bidpsias que
apresentam infiltrado difuso no estrato compacto, ou disperso, em focos, nos
estratos compacto e esponjoso; a fibrose encontra-se esparsa envolvendo
ramos glandulares individuais, em qualquer grau de severidade, ou raros
agrupamentos de glandulas. As alteragbes presentes na categoria 1IB séo
difusas ou multifocais, sendo mais severas e extensas.

Ricketts & Alonso (1991) observaram que as endometrites poderiam
estar ou ndo acompanhadas por infiltrado mononuclear, denominando de
endometrite cronica infiltrativa as que apresentavam essa caracteristica e de
doenca endometrial degenerativa cronica aquelas em que estavam presentes
ninhos ou cistos glandulares associados a fibrose periglandular ou difusa. A
endometrite infiltrativa cronica caracteriza-se por células mononucleares
infiltrando o estroma. A doenca endometrial degenerativa cronica, por sua vez,
caracteriza-se por alteracbes degenerativas: ninhos e/ou cistos associados a

fibrose periglandular e/ou estromal difusa.
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A fibrose é um dos principais elementos da reacao tecidual, sendo
portanto importante a determinacdo de seu arranjo, localizacdo e composicao
para se avaliar o grau de comprometimento do endométrio e as chances de
regressao da lesédo ja estabelecida (NUNES, 2003).

A avaliacdo do grau de fibrose endometrial € importante, pois, ao
contrario das alteracdes inflamatorias, € permanente. Nestas lesdes a
deposicdo de colageno ocorre mais comumente ao redor das glandulas ou
associada a membrana basal (KENNEY & DOIG, 1986). Essa alteracao
compromete a integridade e a funcdo das glandulas endometriais, estruturas
necessarias desde o periodo de pré-implantacdo embrionaria até o
desenvolvimento placentario completo. Nas glandulas fibréticas, o epitélio se
diferencia irregularmente, além de haver modificacdo das secrecdes
glandulares. Portanto, nos casos mais severos, mesmo que ocorra implantacéo
embrionaria, a reducdo ou alteracdo dessas secrecbes podem causar a
nutricdo inadequada do feto, podendo resultar em aborto (WALTER et al., 2001
b).

Nunes (2003), estudando o padrao de distribuicéo e tipos de colageno,
observou maior concentracdo de coldgeno nas endometrites cronicas na regido
periglandular e perivascular e no estrato esponjoso. Ao correlacionar a
gravidade da endometrite com a distribuicdo do colageno concluiu que quanto
mais grave 0 grau, mais acentuado o acumulo de colageno ao redor das
glandulas. Verificou também que o colageno do tipo | foi mais freqlente nas
lesBes fibréticas periglandulares nas endometrites incluidas nas categorias 11B
e lll.

O tipo de colageno presente expressa a cronologia da leséo, ja que o
colageno tipo 11l € o primeiro a ser depositado durante 0s processos reparativos
e fibroticos em geral, sendo posteriormente substituido pelo do tipo |
(MARTINEZ-HERNANDES, 1999). Um método histoquimico utilizado para essa
tipificacdo € o Picrosirius Red, o qual diferencia os colagenos através da
intensidade da birrefringéncia das fibras em microscopio Optico de Iluz
polarizada. Dessa forma, diferentes tonalidades s&o observadas conforme o
tipo de arranjo molecular presente (JUNQUEIRA et al., 1978; MONTES &
JUNQUEIRA, 1991).
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Ha evidéncias de que em lesBes granulomatosas com fibrose
persistente ocorre formacéo progressiva de pontes de ligacdo de colageno e
consequente bloqueio de sitios de reacdo com as enzimas colagenoliticas, o
que impede a degradac&o das moléculas de colageno (ANDRADE et al., 1999).

Evans et al. (1998) asseguram que a morfometria computadorizada de
biopsias uterinas pode ser incorporada ao diagnéstico e avaliacdo da fibrose
endometrial das éguas. Em conjunto com a avaliacdo histopatolégica a
determinacdo da porcentagem de coldgeno periglandular endometrial permite
conhecer com maior precisao a fibrose periglandular no endométrio a despeito
de sua distribuicdo, tamanho do ninho fibrético, camadas de fibrose ou grau de
fibrose periglandular individual.

Utilizando anélise morfométrica associada a técnica do Picrosirius Red
— Polarizacédo, Nunes (2003) observou que a medida que a lesdo endometrial
evolui ha substituicdo progressiva do colageno tipo Ill em tipo | na regido
periglandular. Entretanto, ao realizar a classificacdo das endometrites no
sistema proposto por Kenney & Doig (1986), notou que amostras apresentando
fibrose intensa e infiltrado inflamatodrio discreto ou ausente foram englobadas
com outras em que o infiltrado acompanha a fibrose de forma conspicua. Esses
achados levam a suposicado da ocorréncia de diferentes processos, devido a
diferentes causas e, no entanto, sendo classificados como fen6menos iguais.

Troedsson (1999) denomina a fibrose periglandular associada a
dilatacdo glandular como endometrose ou endometrite degenerativa crbnica,
sendo esta uma condicdo observada ndo s60 em éguas suscetiveis a
endometrite persistente, mas também naquelas mais idosas sem historico
conhecido de inflamacéo. Isto sugere um processo fibroplasico degenerativo do
endométrio sendo muito mais uma consequéncia do envelhecimento do que da
inflamag&o uterina.

Em um estudo mais recente, Nunes et al. (2005), classificando 125
casos de endometrite cronica segundo Kenney & Doig (1986), descrevem que
18 casos (14,4%) foram incluidos na categoria |, 46 casos (36,8%) na categoria
lIA, 23 casos (18,4%) na categoria IIB e 38 casos (30,4%) na categoria lll.
Esses dados permitiram concluir que 48,8% das biopsias apresentavam
elevado grau de fibrose endometrial associada ou néo a infiltrado inflamatério.

No mesmo estudo, com o0 objetivo de segregar alteracbes endometriais



Revisdo da Literatura 10

associadas a inflamacéo e doenca degenerativa crénica aplicou-se também a
classificagcdo segundo Ricketts & Alonso (1991), na qual verificou-se que as
alteracdes de carater inflamatério predominavam, totalizando 56,8% dos casos.

Walter et al. (2001a) citam que a endometrose € uma das razées mais
freqlentes da infertilidade em éguas, levando a alteracées graves do tecido
conjuntivo uterino e das glandulas.

Outros processos que estdo relacionados a fibrose endometrial
também podem afetar a funcdo das estruturas endometriais. E relatada na
literatura especializada no assunto a presenca de depdsitos contendo fosfato
de célcio ou carbonato de calcio no lumen das glandulas uterinas de éguas
portadoras de alteracdes endometriais degenerativas. 1sso poderia ser causado
pela deposicdo de sais de célcio em um nucleo formado por debris celulares
presentes nessas glandulas. Este processo seria analogo a sialolitiase que, por
sua vez, € mais comum em equinos do que nas outras espécies. A formacéo
desses célculos no Gtero ocorrem predominantemente nas glandulas pouco ou
moderadamente dilatadas e nas fibréticas. Esse processo pode levar a
dilatacdo cistica dessas estruturas e poderia explicar a diferenciacéo
miofibroblastica periglandular. Os miofibroblastos podem estar relacionados
com a estimulacdo da producdo da matriz extracelular e sua degradacéo, ja
que sao aptos a produzir citocinas (WALTER et al.,, 2001a; WALTER et al.,
2003).

Inoue et al. (2000) constataram que ha relacdo entre as endometroses
e a esclerose vascular da intima e adventicia de pequenas artérias observadas
sob o endométrio através de exame histeroscopico, sendo o grau de
comprometimento dos vasos proporcional a gravidade da leséo uterina. Esta
afeccdo pode ser consequéncia da idade avancada, de inflamacao crénica e
possivelmente de fatores endoécrinos. Porém, outros estudos obtiveram
resultados conflitantes, nos quais houve diferencas individuais entre a
progressao da alteracéo escleroética e o grau da endometrose, ndo podendo ser
aguela diretamente atribuida a causa da enfermidade. Sabe-se, no entanto,
que alteragcbes no ambiente uterino produzidas pela esclerose das artérias
podem contribuir para a progressao da endometrose ou esta pode ocorrer
como resultado da idade. Entretanto, a patogénese deste processo ainda
permanece desconhecida (WALTER et al., 2001a).
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Ainda, hé relatos de que as alteracdes vasculares relacionadas a idade
sdo caracterizadas pela esclerose da camada meédia e perivascular. A
ocorréncia de angiose moderada a severa, atingindo todas as camadas da
parede vascular, € mais freqlente quanto maior o numero de partos. Ela &
freqientemente observada combinada com alteracdes degenerativas de vasos
linfaticos e no endométrio. E citado que as lacunas linfaticas tem sido
interpretadas como um sinal de ma perfusdo uterina. Portanto, a endometrose
representaria  mais uma seqiela da congestdo endometrial cronica
(GRUNINGER et al., 1998; SCHOON & SCHOON, 2003).

Atrofia endometrial, eventualmente resultando em senilidade
endometrial, pode ser consequéncia importante da endometrose. A interacéo
entre a endometrite e a endometrose ainda ndo €é completamente
compreendida. A reversao depende de varios fatores como idade, numero de
paricbes, status reprodutivo, aspectos clinicos e anormalidades
endocrinoldgicas (SCHOON & SCHOON, 2003).

Para que se entenda o mecanismo patoldgico da fibrose é necessario
que, primeiramente, se compreenda o funcionamento normal dos mecanismos
de interacdo da matriz extracelular.

A regulagéo da composicido desta matriz promove a integridade dos
tecidos e fornece sinais bioativos que podem afetar o comportamento celular
(BRUNER et al., 1995).

A matriz extracelular representa um complexo dindmico de
macromoléculas no qual se incluem o colageno, elastina, glicoproteinas e
proteoglicanas. Alteracdes fisiolégicas ou patolégicas nessa matriz resultam no
desequilibrio da degradacéo e sintese desses componentes da matriz (UENO
et al., 1996).

As proteinases que modificam a matriz extracelular e as moléculas da
superficie celular sdo importantes em varios processos fisioldgicos e
patolégicos. Estas enzimas estdo envolvidas, por exemplo, nos processos de
fertilizacdo, implantacdo embrionaria, embriogénese, morfogénese e
diferenciacdo, e também na inflamacao, cicatrizacdo, artrite, fibrose hepatica,
enfisema, aterosclerose e céancer. As proteinas sdo degradadas por
exopeptidases ou endopeptidases. As endopeptidases subclassificam-se em

quatro principais grupos, conforme seu mecanismo de a¢édo e grupo catalitico,
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assim como na sensibilidade a inibidores especificos. As metaloproteinases
incluem-se entre essas endopeptidases (STERNLICHT & WERB, 1999).

As metaloproteinases (MMP) sdo as mais importantes nesse processo,
e a interacdo das MMP ativas e seus inibidores (inibidor tecidual de
metaloproteinase - TIMP) é regulada de tal forma que evita o dano tecidual
desnecessario (ARTHUR, 2000; LENHART et al., 2002). A protedlise pode
afetar a aderéncia das células com a matriz extracelular bem como liberar
fragmentos bioativos, induzir fatores de crescimento e citocinas (MOTT &
WERB, 2004).

As metaloproteinases sdao uma familia de enzimas que degradam
alguns componentes da matriz extracelular como proteoglicanos, glicoproteinas
e colagenos da membrana basal. Acredita-se que esse grupo de enzimas
desempenha papel fundamental no remodelamento e reparo em varios
processos (OSTEEN et al, 1994; YOKOTA et al., 2002).

Existem mais de 30 familias de metalopeptidases dependentes de
zinco, que podem ser divididas em cinco grupos de acordo com a maneira que
interagem com esse metal. As que ligam o sitio ativo de zinco usando trés
residuos de histidina na sequéncia HEXXHXXGXXH, onde H é uma histidina, E
corresponde ao acido glutdmico e X representa um aminoacido variavel, séo
todas endopeptidases, que tém sido denominadas metzincinas (MURPHY &
KNAUPER, 1997). As metaloproteinases (MMP) sdo endopeptidases, da
familia das metzincinas, dependentes de zinco e calcio, com extensa
homologia entre as sequéncias génicas. Elas subdividem-se em cinco grupos,
baseados na especificidade ao substrato ou semelhanca estrutural, sendo elas
as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13, -18), gelatinases (MMP-2 e MMP-
9), estromalisinas (MMP-3, MMP-7, MMP-10 e MMP-11), MMP-tipo membrana
(MT-MMP-1 a MT-MMP-6) e outras metaloproteinases (MMP-12, MMP-18,
MMP-19 até MMP-26) (STERNLICHT & WERB, 1999; GIANNELLI et al., 2003;
GOFFIN et al., 2003).

Estruturalmente, as metaloproteinases sdo constituidas basicamente
por um pré-dominio, com cerca de 80 aminoacidos, responsavel por manter a
laténcia enzimatica das pr6-MMPs, um dominio catalitico, composto de
aproximadamente 170 aminoacidos, e um dominio C-terminal semelhante a

hemopexina — dominio hemopexina - com cerca de 210 aminoacidos. Além
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desses, as metaloproteinases tipo-membrana possuem um dominio
transmembrana. (NAGASE & WOESSNER, 1999; POLETTE et al., 2004)

Estudos demonstram a habilidade das metaloproteinases em degradar
componentes individuais da matriz extracelular, mas a atividade precisa dessas
enzimas in vivo ainda ndo é completamente estabelecida. Inicialmente, essa
propriedade foi associada a patogenia de doencas degenerativas, da
cicatrizacdo e da génese de tumores. Nos ultimos anos, as MMPs tém sido
correlacionadas a modulacdo sutil das interacdes célula-matriz comandando
processos diversos como diferenciacdo celular, migracdo e apoptose, bem
como a regulacdo da atividade de muitos fatores de crescimento (MURPHY &
KNAUPER, 1997).

Menon & Fortunato (2004), em um trabalho de reviséo, afirmam que as
metaloproteinases estdo envolvidas com processo colagenolitico programado
que existe no amniocérion humano durante a gestacdo para que haja o
acomodamento das membranas no Utero, devido ao constante aumento de
presséo e volume do processo gestacional.

As colagenases iniciam a quebra de varios componentes fibrilares do
colageno, incluindo colagenos do tipo I, I, lll e VII. Entre as colagenases, a
MMP-13 apresenta expressdo focal préxima as regibes com perda de
membrana basal de carcinomas. Os produtos resultantes dessa clivagem sao
rapidamente desnaturados em gelatinas, que posteriormente serdo degradadas
pelas gelatinases. Estas Ultimas sdo também conhecidas como colagenases do
tipo 1V, e degradam preferencialmente colageno desnaturado e componentes
da membrana basal. As metaloproteinases-tipo membrana, reconhecidas por
serem 0s principais ativadores fisiolégicos da pro-MMP-2, também quebram
colagenos do tipo I, Il e lll, fibronectina, lamininas, fibrina, gelatina, “nidogen”, e
proteoglicanas da cartilagem (POLETTE et al., 2004). Juntas, as MMP tém
capacidade de digerir todos os componentes da matriz extracelular (MOTT &
WERB, 2004).

Em equilibrio com as metaloproteinases, os inibidores tissulares de
metaloproteinases - TIMPs - sdo importantes reguladores do metabolismo da
matriz extracelular, principalmente nas atividades primarias como inibidores
das MMPs.
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Esses inibidores sado glicoproteinas com peso molecular proximo de
28500. Eles interagem com as metaloproteinases ativas na relagcéo
estequiométrica de 1:1 (UENO et al, 1996). Os TIMPs dos mamiferos
pertencem a uma familia com quatro membros (TIMP-1 a TIMP-4) com cerca
de 40% de identidade sequencial. Embora existam somente quatro dessas
enzimas, a atividade enzimética atinge diferentes MMPs sem especificidade. A
TIMP-1 é uma excecao, pois é fraca inibidora das metaloproteinases do tipo
membrana, enquanto a TIMP-2 e TIMP-3 s&o muito mais efetivas nesses casos
(WEI et al., 2003).

Todas as metaloproteinases séo sintetizadas como pré-pré-enzimas e
secretadas como pr6-MMPs inativas na maior parte das vezes. A ativacao
enzimatica da pro-enzima ocorre pelo deslocamento do residuo de cisteina
(chave-cisteina) presente no pro-dominio, mediante clivagem proteolitica ou
quebra quimica, esta produzida experimentalmente por oxidacdo ou tratamento
com compostos mercuriais (NAGASE & WOESSNER, 1999; LEE &
LAMMERDING, 2002; PARDO & SELMAN, 2005). Podem ser produzidas por
leucdcitos e por varias células dos diferentes tipos de epitélio, tecido conjuntivo,
além das células neoplasicas. Nas células inflamatdrias pode ser observada a
MMP-8, ou colagenase neutrofilica, que além dos neutrdéfilos esta presente
também nos eosindfilos; a MMP-9 é encontrada nos neutréfilos e macréfagos.
Nos macrofagos situam-se outras metaloproteinases como a MMP-2 (presente
também no eosindfilo), estromalisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), a
matrilisina (MMP-7), e a metaloelastase, ou MMP-12 (BOCHSLER &
SLAUSON, 2002).

Da mesma maneira, os TIMPs podem ser observados nos tecidos em
diferentes células. Estudando a presenca dos TIMPs na fibrose oral
submucosa, CHANG et al. (2002) descreveram que esses inibidores
encontravam-se amplamente distribuidos nos tecidos e nos fluidos e estavam
expressos em varios tipos celulares, dentre eles os fibroblastos.

A expressao da maioria das metaloproteinases é regulada por fatores
de crescimento, hormonios, citocinas, interagdes célula-matriz e célula-célula e
transformacao celular (BREW et al., 2000). A estromalisina-3 e todas as MT-
MMPs podem ser ativadas no ambiente intracelular. Todas as outras

metaloproteinases sdo ativadas fora da célula. Entre as enzimas que
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promovem a ativacdo extracelular estdo a plasmina, a catepsina G e
proteinases bacterianas (BOCHSLER & SLAUSON, 2002)

Durante os processos inflamatdérios e fibréticos, proteases, entre elas
as MMP, sdo sintetizadas e liberadas para o meio. Recentemente, varios
estudos tém sido realizados relacionando a presenca das metaloproteinases
com essas enfermidades.

Garland et al. (2002) descrevem que nos casos de corioamnionite em
humanos h& aumento significativo do nivel de MMP-9, e que a pesquisa da
quantidade dessa metaloproteinase no liquido amniotico € um indicador
confiavel para o diagnostico de infeccdo intra-uterina com 83% de
sensibilidade, 95% de especificidade, 71% e 97% de valor progndstico positivo
e negativo respectivamente.

Recentemente, foi observada atividade aumentada da MMP-2 e da
MMP-9 associada a presenca dos macréfagos nas inflamagdes gastricas
(JAMES et al., 2005).

Os TIMPs desempenham papel importante na implantacao embrionéria
e placentacdo, assim como em muitos outros processos de remodelamento
tecidual relacionados a reproducdo, tais como ovulacdo, angiogénese,
crescimento embrionario e desenvolvimento da glandula mamaria. No entanto,
a funcdo primordial dessas enzimas é promover a homeostasia da matriz
extracelular e manter sua integridade (LENHART et al., 2002).

Goffin et al. (2003) relatam que em humanos as MMP séo
responsaveis pelo remodelamento do coldgeno uterino nas fases
perimenstruais. Especificamente no trato reprodutivo feminino, estao
relacionadas ao remodelamento e reparo tecidual em eventos como ovulacao,
implantacdo embrionaria, Utero pos-parto e involucdo da glandula mamaria
(BRUNER et al., 1995).

Em outros 6rgaos, as MMPs também desempenham papel importante
nos processos fibroticos.

Nos processos patologicos progressivos, como a fibrose hepética, ha
excesso de deposicdo de proteinas da matriz no espaco extracelular podendo
resultar em cirrose. Esse processo esta relacionado a regulacdo da sintese e
degradacéo de matriz. Nestas lesdes, ocorre deposi¢cdo de uma rede de matriz

fibrilar, constituida principalmente por colagenos tipo | e lll, relativamente
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resistentes a atividade das proteases. As células estreladas hepaticas quando
ativadas, exibindo fenétipo de miofibroblastos, secretam pré-MMP-2, induzidas
pela presenca de colageno do tipo I, o principal no figado fibrético. A pro-MMP-
9, no figado, tem como principal fonte as células de Kupffer ativadas. O
aumento da atividade colagenolitica esta associado a diminuicdo rapida e
significativa do nivel de TIMP (ARTHUR, 2000).

A MMP-9 esté envolvida na inflamag&o crénica pulmonar. Acredita-se
que seja produzida por macréfagos alveolares e esteja diretamente envolvida
com o remodelamento tecidual na fibrose pulmonar idiopatica em humanos.
Nesta enfermidade, edema e alteracdes na permeabilidade alvéolo-capilar ndo
sdo observadas, sugerindo-se entdo que a expressdao aumentada da MMP-9
por macrofagos alveolares esta correlacionada mais a fibrose do que a
degradacéo extensa do parénquima (LEMJABBAR et al., 1999; SWEET et al.,
2002).

No utero humano, a MMP-2 é a que se encontra mais amplamente
distribuida. E detectada na maioria das células endometriais, sejam epiteliais,
estromais, vasculares, mas ndo nos leucocitos, porém observada em maior
intensidade no tecido menstrual em degeneracao. JA a MMP-9 é encontrada no
epitélio somente durante a fase secretodria precoce e durante a menstruagao
esta presente predominantemente em leucécitos (ZHANG & SALAMONSEN,
2002). Kaitu'u et al. (2005), observaram a expressdo de MMP-9 em leucadcitos
e células em degeneracdo no endométrio de camundongas modelo para
simulacéo do ciclo menstrual.

A presenca de MMPs e TIMPs nos vasos do endométrio humano foi
relacionada a angiogénese e protecdo vascular respectivamente (FREITAS et
al., 1999; SEVAL et al., 2004). Sabe-se que a MMP-2 desempenha papel
crucial na angiogénese e que, embora tenha participagdo nesse fendbmeno, a
funcdo da MMP-9 ainda ndo é bem definida (FODA & ZUCKER, 2001).

Lenhart et al. (2002) demonstraram que em Uutero de suino a
expressao dos inibidores das metaloproteinases esta relacionada ao aumento
da expressao de relaxina durante a fase precoce da prenhez, sugerindo que
esta estimula o crescimento uterino durante a placentagéo.

Em equinos, estudos sobre metaloproteinases foram realizados em

doencas articulares e oculares no sentido de se obter dados sobre a acéo
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deletéria dessas enzimas em quadros degenerativos e o0 possivel efeito
favoravel de sua inibicdo (HOLLANDER, 1997; HAFFNER et al., 2003).

Nesta espécie, os niveis de MMP-2 e MMP-9 estéo significantemente
aumentados nas artropatias, sejam elas sépticas ou ndo. A MMP-2 é secretada
pelos fibroblastos sinoviais e condrécitos, enquanto a MMP-9 pelos
condr@citos, mondcitos e neutréfilos. O desequilibrio na atividade dessas
enzimas, leva a destruicdo excessiva da matriz extracelular. Esses dados
podem representar um caminho para o tratamento das doencas articulares
(CLEGG et al., 1997; HOLLANDER, 1997).

Nas éguas, também foi verificada a presenca das MMP-2 e MMP-9 no
fluido folicular em todos os estagios de desenvolvimento dos foliculos
ovarianos, indicando sua necessidade durante o remodelamento tecidual no
crescimento e desenvolvimento folicular (RILEY et al., 2001).

Foi demonstrado por Vagnoni et al. (1995) que no utero das éguas a
invasdo de uma subpopulagéo de células trofoblasticas (chorionic girdle cells),
durante a formacdo da cinta coribnica é dependente da acdo de
metaloproteinases.

Nas éguas, ha evidéncias de que a MMP-2 e a MMP-9 participem do
processo fibrético que ocorre na endometrite crénica. PORTO et al. (2005)
observaram marcagcdo imunoistoquimica para essas enzimas em diferentes
tipos celulares no endométrio de égua portadora de endometrite cronica. A
imuno-reatividade para MMP-2 foi constatada nas células do epitélio luminal e
glandular, além da parede vascular. A expressdo da MMP-9 foi detectada nas
células do infiltrado inflamato6rio presentes na periferia de glandulas fibréticas.
Walter et al. (2005) também observaram imuno-reatividade para MMP-2 na
fibrose periglandular de éguas com endometrose.

Diante do exposto, nota-se que como a patogénese da fibrose
endometrial equina ainda permanece obscura, estudos sobre seus
mecanismos devem ser desenvolvidos. Esta alteracdo compromete a funcao
uterina, impedindo a fémea de manter o feto até o final da gestacao, o que leva
a grandes perdas econdmicas. O estudo dos tipos de colageno que se
acumulam na fibrose endometrial € necessario para que seja realizada a
correlagcdo cronologica com as alteragbes encontradas na histopatologia

(NUNES, 2003). Investigacbes a respeito das metaloproteinases e seus
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inibidores nesse tipo de processo ainda sdo escassos. A observacao desses
dados auxilia a compreensdo da enfermidade, pois tais enzimas participam
ativamente do remodelamento tecidual nos processos fibréticos. Novos
caminhos na terapia anti-fibrotica podem se abrir a partir da determinacao do

papel das metaloproteinases nas afec¢cdes endometriais cronicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. PROCEDENCIA DO MATERIAL

No presente estudo, foram utilizadas 82 bidpsias endometriais. O
material foi proveniente do Servico de Patologia Veterinaria e do Servico de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
UNESP — Campus de Botucatu, SP, oriundo da rotina do Hospital Veterinario
desta instituicdo, de clinicas particulares e de profissionais autbnomos,
abrangendo o periodo entre 1987 e 2005.

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, sendo aprovado pela Camara de Etica em

Experimentacdo Animal (protocolo n° 002/2004).

3.2. PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

Todas as bidpsias sofreram 0 mesmo tipo de processamento
laboratorial. A fixacdo foi realizada em Bouin, substituido apos 24 horas por
solucdo de élcool a 70%. Posteriormente, os fragmentos foram lavados em
agua corrente, deixados em solucdo de alcool amoniacal a 10% overnight e,
novamente, lavados em agua corrente por quatro horas. Ap0ds processamento
histoldgico foi realizada inclusdo em parafina.

Os blocos selecionados foram submetidos a microtomia em microtomo
rotativo. Os cortes histolégicos foram obtidos com trés micrémetros de
espessura.

Inicialmente, uma lamina correspondente a cada caso foi corada pelo
método de Hematoxilina e Eosina — H.E. (LUNA, 1968), para posterior analise e

classificacao histolégica da endometrite.
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3.2.1. TECNICAS HISTOQUIMICAS
3.2.1.1. TRICROMICO DE MASSON

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

Depois da confecgéo, as laminas permaneceram em estufa a 60°C por
12 horas, ap0s o0 que foram posicionadas em bercos de coloracdo e
submetidas ao processo de desparafinizacdo e hidratacao.

As laminas ficaram submersas em solu¢do de Bouin em estufa a 60°C
por uma hora, que seguiu-se por resfriamento até a temperatura ambiente.
Depois deste procedimento, foram lavadas em agua corrente por 15 minutos e
rapidamente em agua destilada. Apdés esta etapa, as laminas foram
posicionadas em suporte de coloracdo e o0s corante aplicados sobre as
mesmas na seguinte ordem: hematoxilina férrica 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 agua
destilada rapidamente; azul de anilina a 0,5% por cinco minutos, lavagem em
agua corrente e agua destilada rapidamente; acido acético por um minuto.

Apds a passagem nessas solucdes, as laminas foram novamente
postas em berco de coloracdo e submetidas aos processos de desidratacao,

diafanizacdo e montagem com resina sintética.

3.2.1.2. RETICULINA
A técnica utilizada, descrita por Caldini (1992), segue o roteiro da
Apostila de Técnicas de Coloracdes Especificas do Laboratério de
Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ — UNESP
Botucatu.
Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia com trés

micrémetros de espessura.
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Depois da confeccao, as laminas permaneceram em estufa a 60°C por
12 horas e posteriormente foram posicionadas em bergcos de coloragdo e
submetidas ao processo de desparafinizacdo e hidratagao.

As laminas foram posicionadas em suporte de coloracédo e os corantes
aplicados sobre as mesmas na seguinte ordem: permanganato de potassio a
0,3% por dois minutos, lavagem em agua destilada; acido oxalico a 5% por 1
minuto, lavagem em &gua destilada; sulfato férrico amoniacal a 3% por dois
minutos, lavagem em agua destilada; prata amoniacal, preparada e filtrada na
hora do uso, por cinco minutos, seguida de trés trocas de agua destilada;
formol neutro a 5% por cinco minutos, lavagem em agua destilada; cloreto de
ouro a 0,1% por 10 minutos, lavagem em agua destilada; tiossulfato de sédio a
3%, lavagem em agua corrente por um minuto e passagem em agua destilada;
solucéo de Van Gieson por cinco minutos.

Na composicdo da prata amoniacal, preparada no momento do uso,
foram empregados cinco mililitros de nitrato de prata a 5%, cinco gotas de
hidréxido de sédio a 10% e cinco gotas de aménia, esta Ultima podendo ser
adicionada em menor quantidade, para que a solucdo tomasse aspecto quase
translucido, com precipitado enegrecido.

Apds a passagem nessas solucdes, as laminas foram novamente
postas em berco de coloracdo e submetidas aos processos de desidratacao,

diafanizacdo e montagem em resina sintética.

3.2.1.3. PICROSIRIUS RED

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

De 67 biopsias, foram obtidos cortes com cinco micrébmetros de
espessura de 67 bidpsias. Apds sua confecgdo, as laminas foram posicionadas
em berco de coloracdo e submetidas aos processos de desparafinizacdo e
hidratac&o.

O material entédo foi imerso em solucdo de acido fosfomolibdico a 0,2%
por dois minutos e posteriormente lavado em &gua corrente e agua destilada.
ApOs 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



Material e Métodos 22

acido picrico a 1,5% (aquoso saturado) por 110 minutos. Em seguida, as
laminas foram mergulhadas em solugdo de &cido cloridrico a 0,1 N por dois
minutos. Depois destas etapas, o material foi lavado em solucao de alcool a
70% durante 45 segundos e submetido aos processos de desidratacéo,

diafanizacdo e montagem em resina sintética.

3.2.2. TECNICA IMUNOSTOQUIMICA

A padronizacdo da técnica imunoistoquimica foi realizada no
Laboratério de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, em cooperagdo com o
Laboratério de Patologia Molecular da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, e Laboratdério de Imunoistoquimica do Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP.

Os anticorpos primarios utilizados neste trabalho foram:

MMP-2 (RDI-MMP2abm-5D) - Anticorpo  monoclonal produzido em
camundongo contra a enzima MMP-2 de origem humana (Research

Diagnostics Inc.).

MMP-9 (C-20) (sc-6840) — Anticorpo policlonal produzido na espécie caprina
contra a porcdo C-terminal da enzima MMP-9 de origem humana (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.).

TIMP-1 (C-20) (sc-6832) — Anticorpo policlonal produzido na espécie caprina
contra a porcdo C-terminal da enzima TIMP-1 de origem humana (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.).

A Tabela 1 demonstra os anticorpos e suas respectivas diluicdes no

endométrio equino.



Material e Métodos 23

TABELA 1. Anticorpos primarios utilizados para marcacéo imunoistoquimica no

endométrio de éguas portadoras de endometrite cronica.

ANTICORPO CLONE PRODUCAO DILUICAO FABRICANTE

MMP-2 42-5D11 camundongo 1:200 Research
Diagnostics Inc.

MMP-9 (C-20) policlonal cabra 1:100 Santa Cruz
Biotechnology, Inc

TIMP-1 (C-20) policlonal cabra 1:100 Santa Cruz

Biotechnology, Inc

Durante a padronizacdo da técnica, foram utilizados como controle
positivo placenta humana, para os anticorpos MMP-2 e MMP-9, e carcinoma
mamario humano, para o anticorpo TIMP-1. Tecido de granulacdo equino
também foi utilizado com essa finalidade, ja que na literatura médica é relatada
a marcacao positiva para esse inibidor das MMPs no estudo dos processos
reparativos e fibroticos (ARTHUR, 2000; VAILLANT et al., 2001; CHANG et al.,
2002; GONZALEZ et al., 2002; YOSHIJI et al., 2002).

Cortes com trés micrometros de espessura foram posicionados sobre
laminas silanizadas e mantidos em estufa a 60°C por 18 horas.

Posteriormente, as laminas foram submetidas a desparafinizagdo em
duas passagens, cada uma de dez minutos, em xilol a temperatura ambiente,
reidratacdo em alcool etilico absoluto e trés banhos de agua destilada.

Seguiu-se o blogueio da peroxidase endogena utilizando-se solucéo
de peroxido de hidrogénio a 30% em metanol na propor¢do 1:9, por 15
minutos, para os anticorpos MMP-9 e TIMP-1. Este procedimento para o
anticorpo MMP-2 foi realizado com solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%.
Para a remocédo do peroxido do tecido, as laminas foram lavadas em agua
destilada.

A recuperacao antigénica foi executada em solugéo de acido citrico a
10 mM, pH 6,0, no forno de microondas a 750 watts (poténcia maxima). Os
tempos de radiacdo para os anticorpos foram: para MMP-9 e TIMP-1, um ciclo
de 5 minutos; para MMP-2, quatro ciclos de 5 minutos cada, totalizando 20

minutos. O material foi entdo submetido a resfriamento por 20 minutos em
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temperatura ambiente. Por conseguinte, as laminas foram lavadas em agua
destilada e imersas em tampé&o TRIS-HCI pH 7,4 por cinco minutos.

Com a finalidade de evitar reacdes inespecificas com proteinas
teciduais, os cortes foram imersos em solucédo de leite em p6 desnatado a 3%
em tampado TRIS-HCI por uma hora, para os anticorpos MMP-9 e TIMP-1.

A incubacdo com os anticorpos primarios por 18 horas a 4°C,
conforme as diluicdes descritas na Tabela 1, foi efetuada em bandeja com
tampa e lacrada com fita adesiva, precedida da remocédo do excesso de leite
das laminas no caso dos anticorpos MMP-9 e TIMP-1. A diluicao foi feita em
solucédo de BSA a 1% para os anticorpos MMP-9 e TIMP-1 e em BSA a 0,1%
contendo azida sodica para o anticorpo MMP-2.

Os cortes foram lavados com tampao TRIS-HCI e submetidos a reacéo
com anticorpo secundario biotinilado anti-imunoglobulina de cabra (sc-2347,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.) na diluicdo 1:100, por uma hora, para 0s
anticorpos primarios anti-MMP-9 e anti-TIMP-1, e anti-imunoglobulina de
camundongo (BA-2000, Vector Laboratories, Inc.) na diluicdo 1:200, por 30
minutos, para o0 anticorpo primario anti-MMP-2, ambos em temperatura
ambiente.

Apéds a reagdo com o anticorpo secundario, o material foi lavado com
TRIS-HCI e as laminas incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase
(VECTASTAIN Elite ABC Kit, PK-6100, Vector Laboratories, Inc.), a
temperatura ambiente por 30 minutos. O complexo era preparado 30 minutos
antes do uso.

Para visualizacédo da reacao, as laminas foram tratadas com solucao
de 3,3 diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466, DakoCytomation) durante cinco
minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Harris, por 20 segundos. Em seguida, procederam a
desidratacdo, diafanizacdo e montagem em resina sintética.

Em cada bateria de reacdo, controles positivos e negativos foram
incluidos. O controle positivo baseou-se em bidpsias endometriais de égua que
apresentaram positividade para os anticorpos durante a padronizacdo da
técnica. O controle negativo consistiu na omissdo do anticorpo primario em

corte de endométrio equino, sendo incubado somente o diluente.
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3.3. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
3.3.1. APLICACAO DA CLASSIFICACAO DAS
ENDOMETRITES CRONICAS EQUINAS

Para cada caso, utilizou-se a classificagdo histopatolégica conforme
proposto por Kenney & Doig (1986) e Ricketts & Alonso (1991) para as
endometrites cronicas.

Os Quadros 1 e 2 descrevem as classificacbes de Kenney & Doig
(1996) e Ricketts & Alonso (1991), respectivamente.



Material e Métodos 26

QUADRO 1. Classificacado histopatolégica das biopsias endometriais das éguas

segundo Kenney & Doig, 1986.

ALTERAQ@ES CATEGORIA | CATEGORIA | CATEGORIA | CATEGORIA
I A 1B "
consideracdes Endomeétrio Alteracdes Alteracbes Alteracbes
sem alteragbes | discretas. moderadas. severas.
patoldgicas, ou
sdo discretas e
bem dispersas.
infiltrado discreto a difuso e em difuso e severo
inflamatério moderado no focos
estrato moderadamente
compacto ou severos
focos discretos
e frequentes no
estrato
compacto e
€esponjoso
alteracbes discretas e difusa com difusa e
fibroticas freqUentes de distribuicdo uniforme de

glandulas
individuais em

qualquer grau

uniforme e 4 ou
mais camadas

(2 ou 4 ninhos

glandulas com
5 ou mais

ninhos por

de severidade por campo campo linear de
ou menos de 2 linear de 5,5 5,5 mm
ninhos por mm em média
campo linear de | de 4 campos)
5,5 mm (média
de 4 campos)
lacunas linfaticas extensas extensas severas
outras alteracdes éguas com éguas com
atrofia atrofia
endometrial endometrial
parcial no fim da severa na
estacdo de estacdo de
monta sao monta estao

incluidas nesta

categoria

incluidas
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QUADRO 2. Classificacdo das endometrites equinas segundo Ricketts &
Alonso, 1991.

DIAGNOSTICO CARACTERISTICAS
HISTOPATOLOGICO

Endometrite cronica infiltrativa células mononucleares, incluindo histi6citos e

plasmacitos, infiltrando o estroma

Doenca endometrial degenerativa | alteracbes degenerativas glandulares (ninhos e/ou

cronica (endometrose) cistos) associadas a fibrose periglandular e/ou

fibrose estromal difusa

Os cortes corados pelo método do Tricromico de Masson foram
utilizados para determinar a localizacdo e o grau de fibrose, permitindo a

categorizagao da lesdo endometrial.

3.3.2. AVALIACAO DO COLAGENO

As laminas coradas com Reticulina e Picrosirius Red foram utilizadas
para a avaliacao do tipo de colageno endometrial. Para o material corado pelo
método do Picrosirius Red, utilizou-se microscopio de luz polarizada, modelo
Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha), do Servico de Patologia Veterinaria da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP.

3.3.2.1. ANALISE QUALITATIVA

A andlise do colageno presente nas bidpsias foi feita considerando-se
a sua distribuicdo nas diferentes regides do endométrio, que compreenderam:
regido subepitelial (membrana basal), estratos compacto e esponjoso, e
regides periglandular e perivascular.

Foi realizada a classificacdo qualitativa do coladgeno presente na
fiborose endometrial. Pelo método da Reticulina, as fibras que apresentam
afinidade pela prata, corando-se em negro, correspondem ao colageno do tipo
lll, e as que apresentam colora¢do acastanhada correspondem ao colageno do
tipo I. Pelo método do Picrosirius Red-Polarizacéo, foi possivel a identificacéo
do colageno do tipo Ill, com refringéncia verde, e do colageno do tipo I, que

apresenta refringéncia amarelada a avermelhada.
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3.3.2.2. ANALISE MORFOMETRICA

Para a andalise morfométrica do coldgeno as laminas coradas pelo
método de Picrosirius Red foram observadas em microscopio de luz polarizada
dispondo de camara digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha)
acoplado a um microcomputador. As imagens foram processadas pelo
programa computacional Axiovision Software Rel. versdo 4.3 (Zeiss Vision,
Alemanha).

A analise morfométrica da fibrose periglandular foi realizada conforme
descrito por Evans et al. (1998).

Foi avaliado o acumulo de colageno ao redor de glandulas individuais
e de ninhos fibréticos, em cinco campos diferentes em objetiva de 10x. A area
da fibrose foi calculada subtraindo-se a area ocupada pelo colageno pela area
ocupada pelo lumen glandular. O resultado foi dividido pela area total da
amostra e multiplicado por 100. Assim, o valor resultante correspondeu ao

percentual total do colageno presente na regido periglandular.

3.3.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

A avaliagdo descritiva para a imuno-reatividade foi realizada
considerando-se os tipos celulares positivos entre as diferentes estruturas
marcadas e sua frequéncia sendo avaliada como ausente, discreta, moderada
ou acentuada. A intensidade da marcacao foi avaliada como fraca, moderada
ou acentuada.

Foi também estabelecido um escore acumulativo para cada bidpsia,
atribuindo-se pontos a cada elemento marcado: epitélio luminal, epitélio
glandular, célula endotelial, parede vascular, célula inflamatéria e célula

estromal, de maneira que houvesse variagéao entre O e 6.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

O percentual de fibrose encontrado nas diferentes categorias de
endometrite sera avaliado utilizando-se o teste estatistico ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis (ZAR, 1996), adotando-se o nivel de 5% de significancia.
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Este mesmo método foi empregado para o estudo da associacao entre
0 grau de expressao das metaloproteinases 2 e 9 e do TIMP-1 e as categorias
de endometrite.



Resultados 30

4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

4.1.1. CLASSIFICACAO DAS ENDOMETRITES
CRONICAS

Aplicando-se a classificacdo de Kenney & Doig (1986) nas 82 biopsias,
15 éguas foram incluidas na categoria I, 18 na categoria IIB e 49 na categoria
Il

Os resultados da classificacdo histopatologica dos 82 casos estédo
apresentados na Tabela 2, quando classificados de acordo com Kenney & Doig
(1986).

TABELA 2. Distribuicdo das bi6psias de endométrio equino classificadas de

acordo com Kenney & Doig (1986).

CARACTERISTICA NUMERO DE CASOS PERCENTUAL
Categoria | 15 18,29
Categoria 1IB 18 21,95
Categoria lll 49 59,76
Total 82 100

Os endomeétrios considerados saudaveis sdo 0os mesmos nas duas
classificagbes, representados pela categoria | de Kenney & Doig (1986) e o
grupo higido de Ricketts & Alonso (1991).

Histopatologicamente, os endométrios saudaveis (Figuras 1 e 2)
caracterizaram-se por apresentar epitélio luminal cilindrico baixo com areas
compostas por epitélio cilindrico alto e pseudoestratificado. As alteractes
observadas foram predominantemente de origem circulatéria: congestao,
edema, dilatacdo de vasos linfaticos, hemorragia e hemossiderose. Nove casos
apresentaram infiltrado inflamatorio discreto focal predominantemente
mononuclear, representando 60% das amostras, e cinco casos (33,3%)

apresentaram alteraces fibréticas, caracterizadas por acumulo do coldgeno na
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regido perivascular (trés casos) e intersticial de forma discreta e focal (dois
casos). As Figuras 9 e 10 demonstram vasos normais.

As biopsias classificadas como IIB segundo Kenney & Doig (1986)
apresentaram epitélio luminal cilindrico podendo ter areas de epitélio
pseudoestratificado. Entre as alteracdes fibroticas, a fibrose periglandular foi
encontrada em 77,7% dos casos e caracterizou-se por deposi¢cao moderada de
coldgeno e média de 5 ninhos fibréticos por campo de cinco milimetros
lineares. Fibrose intersticial (66,7%) e perivascular (55,5%) também foram
observadas com freqiiéncia nessas amostras. Lacunas linfaticas bem como
dilatacbes glandulares estavam presentes em 33,3% e 27,7% dos casos
respectivamente. O infiltrado inflamatério foi encontrado em 88,8% dos casos,
sendo distribuido principalmente de forma difusa e constituido
predominantemente por mononucleares.

Na categoria Il (Figuras 3 e 4) o epitélio luminal apresentou-se
cilindrico alto ou baixo, com areas de epitélio pseudoestratificado. Assim como
nas biopsias da categoria IIB, os principais achados foram as alteracdes
fibréticas, mas com intensidade maior, sobretudo na regido periglandular.
Nesta regido, a fibrose caracterizou-se pela deposicdo acentuada de colageno
(mais de cinco camadas) e alta frequiéncia de ninhos fibréticos (mais de 10
ninhos por campo). 61,3% dos casos apresentaram fibrose perivascular
(Figuras 11 e 12) e 57,1% apresentaram fibrose intersticial. 81,6% das biopsias
apresentaram infiltrado inflamatério mononuclear, sendo que desses casos,
40% das biopsias apresentaram distribuicdo difusa, intensidade moderada ou
acentuada.

Ao ser aplicada a classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), 15
biopsias foram consideradas livres de lesGes para o diagnéstico de
endometrite, 50 casos foram classificados como endometrite cronica infiltrativa
e 17 foram diagnosticados como endometrose.

Na Tabela 3 sdo apresentados os casos quando classificados
conforme Ricketts & Alonso (1991).
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TABELA 3. Distribuicdo das bi6psias de endométrio equino classificadas de
acordo com Ricketts & Alonso (1991).

CARACTERISTICA NUMERO DE CASOS PERCENTUAL
Endomeétrio higido 15 18,29
Endometrite infiltrativa 50 60,98
Endometrose 17 20,73
Total 82 100

As amostras classificadas como endometrite cronica infiltrativa
(Figuras 5 e 6) apresentaram epitélio luminal cilindrico com é&reas de epitélio
pseudoestratificado. O infiltrado inflamatério apresentou distribuicdo difusa,
mas em um algumas amostras (34%) o aspecto foi focal. O grau de intensidade
do infiltrado nesta categoria variou de moderado a severo. A fibrose
periglandular caracterizou-se por deposicdo moderada ou severa de colageno,
em 48% e 42% dos casos respectivamente, levando freqlientemente a
formacgé&o de ninhos fibréticos. A fibrose perivascular foi observada em 64% dos
casos, da mesma forma a fibrose intersticial esteve presente em 60% das
bidpsias.

Nos casos diagnosticados como endometrose (Figuras 7 e 8) o tipo de
epitélio luminal mais freqientemente observado foi semelhante ao das
endometrites infiltrativas. A fibrose intersticial, sobretudo de forma difusa, e a
fiborose perivascular foram observadas em 67,7% e 41,2% dos casos
respectivamente. Houve alta incidéncia de ninhos fibroticos em 70,6% dos
casos com deposicao moderada (35,3%) ou severa (58,8%).

Foi observado que nas endometrites mais severas, em ambas as

classificacfes, a densidade glandular foi relativamente menor.
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FIGURA 1. Endométrio categoria I. Auséncia de alteracfes inflamatérias e
fibrticas. Epitélio luminal alto (seta), estrato compacto (EC) e alta
densidade glandular no estrato esponjoso (EE) Hematoxilina e Eosina.
Barra: 100 pm.

FIGURA 2. Endométrio categoria |. DistribuicAo normal do colageno.
Tricromico de Masson. Barra: 100 pm.
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N

FIGURA 3. Endométrio categoria lll. Fibrose periglandular intensa (seta),
ninhos glandulares (N), lacuna linfatica (ponta de seta), na regido profunda
do estrato esponjoso. Hematoxilina e Eosina. Barra: 100 pm.

FIGURA 4. Endométrio categoria lll. Fibrose periglandular intensa, ninhos
fibréticos e lacuna linfatica. Tricrémico de Masson. Barra: 100 um.
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FIGURA 5. Endometrite crénica infiltrativa. Infiltrado inflamat6rio moderado
focal no estrato compacto (seta) e discreto e difuso no estrato esponjoso.
Hematoxilina e Eosina. Barra: 100 um.

FIGURA 6. Endometrite crbnica infiltrativa. Infiltrado inflamatério e fibrose
discreta multifocal no estrato esponjoso. Tricrdbmico de Masson. Barra: 100
pm.
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FIGURA 7. Endometrose. Alteracbes degenerativas difusas: fibrose
instersticial acentuada, dilatacbes e cistos glandulares associados a
fibrose periglandular. Hematoxilina e Eosina. Barra: 100 pum.

FIGURA 8. Endometrose. Alteracbes degenerativas difusas: fibrose
instersticial e periglandular acentuadas. Tricromico de Masson. Barra: 100
pm.
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FIGURA 9. Endométrio categoria I. Vasos endometriais normais, na .
Hematoxilina e Eosina. Barra: 50 pm.

FIGURA 10. Endométrio categoria |. Vasos endometriais normais.
Tricrdbmico de Masson. Barra: 50 pum.



Resultados 38

FIGURA 11. Endométrio categoria lll — infiltrativa. Vasos endometriais.
Fibrose vascular e perivascular acentuada. Hematoxilina e Eosina. Barra:
50 pm.

FIGURA 12. Endométrio categoria lll — infiltrativa. Vasos endometriais.
Fibrose vascular e perivascular acentuada. Tricromico de Masson. Barra:
50 pm.
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4.1.2. AVALIACAO HISTOQUIMICA DO COLAGENO

4.1.2.1. RETICULINA

Por esse método foi possivel distinguir a membrana basal tanto na
regido subeptelial como das glandulas endometriais, sendo nitida a
diferenciacdo dos tipos de colageno devido a sua caracteristica argirofila (tipo
[I) e n&o argirdfila (tipo 1).

Os endométrios saudaveis (Figura 13) [categoria | de Kenney & Doig
(1986) e higidos de Ricketts & Alonso (1991)], de maneira geral, notou-se que
houve predominancia do colageno tipo Ill, distribuido uniformemente pelo
endométrio. O estrato esponjoso caracterizou-se por apresentar colagenos do
tipo | e lll, sem haver predominancia de um dos tipos (I-lll), em 66,7% das
amostras. Na regido periglandular, o colageno mais observado foi do tipo lll,
correspondendo a membrana basal (66,7%); em alguns casos (26,7%) houve
predominancia do colageno do tipo | e em 6,7% foram notados os dois tipos de
colageno simultaneamente sem prevaléncia de um deles (I-lll). A regido
perivascular, por sua vez, apresentou predominancia do colageno do tipo |
(60%). Nesta regido, foi possivel observar que quanto maior a deposi¢cdo de
colageno, maior a proporcdo de colageno do tipo | em relacdo ao do tipo Ill. A
Figura 21 demonstra vasos normais em lamina corada pelo método da
Reticulina.

Na categoria IIB de Kenney & Doig (1986), 50% das biopsias
apresentou predominancia do colageno Il na regido subepitelial, sendo em
alguns casos notada uma deposi¢cdo maior, resultando no espessamento da
membrana basal. O colageno do tipo | predominou em 33,3% dos casos e 0
tipo I-lll foi prevalente em 11,1% das amostras. Em um caso a visualizacao
dessa regido ndo foi possivel devido a focos de hemorragia. No estrato
compacto houve prevaléncia do colageno do tipo | em 61,1% dos casos; nessa
regido, o colageno do tipo Ill esteve presente em maior quantidade em 22,2%
das bidpsias e o tipo I-lll foi notado em 16,7% dos casos. O estrato esponjoso
mostrou deposicdo moderada e acentuada em 55,5% e 33,3% dos casos
respectivamente, e em 88,9% o0 colageno do tipo | foi predominante. A regido
periglandular caracterizou-se pela deposicdo moderada de colageno (72,2%),

sendo o colageno do tipo | predominante em 83,3% das amostras. A regido
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perivascular demonstrou deposicdo moderada a acentuada do colageno
(27,8% e 33,3%) sendo o tipo | predominante em 77,8% das bidpsias.

Nos casos classificados como categoria Il (Figura 14), o colageno |
prevaleceu em todas as regides estudadas, exceto na regido subepitelial.
Neste segmento do endométrio, em 63,3% das amostras o colageno do tipo Il
foi predominante, ndo havendo indicios de fibrose, ou esta foi discreta. O
acumulo do colageno do tipo | no estrato compacto variou de moderado a
intenso, ambos em 38,8% dos casos. No estrato esponjoso houve deposicao
moderada e acentuada em 36,7% e 61,2% dos casos respectivamente, com
predominancia do colageno I. A regido periglandular caracterizou-se pelo
acumulo acentuado de colageno, sendo o tipo | prevalente em 73,5% dos
casos. Na regido perivascular (Figura 22) a deposicdo do colageno foi
moderada (32,6%) ou acentuada (61,2%), sendo o colageno do tipo | 0 mais
encontrado em 91,8% das amostras.

Quando aplicada a classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), nos
casos diagnosticados como endometrite cronica infiltrativa (Figura 17) houve
prevaléncia do colageno |, exceto nas regides subepitelial, na qual o colageno
[l predominou em 60% das amostras, e estrato esponjoso, onde 56% das
biopsias apresentaram o tipo I-lll. A regido perivascular apresentou deposicéo
moderada (40%) e acentuada (58%) de colageno, sendo o do tipo |
predominante em 94% das amostras. Na regido periglandular, foi constatada
deposicao discreta em 14% das amostras, e de forma moderada e acentuada
em 30% e 54% das bidpsias respectivamente. Nessa regido, o colageno do tipo
| foi prevalente em 88% desses casos.

Nas endometroses (Figura 18), notou-se maior deposi¢do do colageno
em todas as regides analisadas, com predominancia do colageno do tipo I: no
estrato esponjoso em 94,1% das amostras, na regido periglandular em 88,2%,
sendo o mesmo valor encontrado na regido perivascular, e no estrato compacto
em 58,8% das bidpsias. Somente na regido subepitelial colageno do tipo lli

prevaleceu (58,8%).
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4.1.2.2. PICROSIRIUS RED - POLARIZAQAO

Nos endométrios saudaveis (Figura 15), houve predominancia de
colageno do tipo Ill, com distribuicdo reticular pelo endométrio. A regido que
apresentou maior deposicao de colageno do tipo | foi a perivascular, em 33,3%
das amostras. A Figura 23 mostra a distribuicdo dos colagenos | e Ill em vasos
normais do endométrio.

Na categoria 1IB de Kenney & Doig (1986), os estratos compacto e
esponjoso, além da regido periglandular, mostraram deposicdo de colageno
moderada (69,2%, 53,8% e 84,6% respectivamente), e na regido perivascular
ocorreu de forma acentuada (61,5%). Todas as regibes avaliadas
apresentaram predominancia do colageno do tipo |, com excec¢do da regido
subepitelial, onde o tipo I-Ill foi observado em 38,5% das amostras.

A categoria lll (Figura 16) caracterizou-se pela deposicdo acentuada
de coldgeno em todas as regides, sendo observada a predominancia do tipo |I.
A regido que apresentou maior acumulo de colageno foi a periglandular
(92,3%). A Figura 24 mostra a distribuicdo de colageno do tipo | e do tipo Il em
vaso fibrotico.

Quando empregada a classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), nas
endometrites cronicas infiltrativas (Figura 19), as regides onde a deposicéo de
colageno foi mais intensa foram a perivascular (64,9%), o estrato esponjoso
(62,2%) e periglandular (56,8%). Houve predominio do colageno | em todas as
regides estudadas.

Nas endometroses (Figura 20) houve deposicdo intensa de colageno
em todas as regides analisadas, exceto na regido subepitelial, onde foi
moderada. Os locais de maior deposicdo de colageno foram as regides
periglandular e perivascular em 73,3% e 66,6% das bidpsias. Nesse processo,
o colageno do tipo | predominou em todas as amostras, e nas regidoes
periglandular e do estrato esponjoso somente este tipo de colageno foi
observado.

Utilizando-se esta técnica histoquimica, ficou evidenciada a diminuicao
da quantidade de glandulas no endométrio fibrotico, mormente as biépsias que

apresentaram fibrose intersticial acentuada.
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FIGURA 13. Endométrio categoria |. Distribuicdo de colageno do tipo Il —
negro (seta) na membrana basal das glandulas e no estrato compacto, e
do tipo | (castanho) na regido profunda do estrato esponjoso. Reticulina.

Barra: 100 pm.

FIGURA 14.. Endométrio categoria lll. Colageno tipo I-lll (castanho-negro)
na fibrose periglandular (seta) e predominancia do colageno do tipo |
(castanho) nos ninhos glandulares. Reticulina. Barra: 100 pm.
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FIGURA 15.. Endométrio categoria |. Distribuicdo reticular do colageno do
tipo Il (verde) e presenca do colageno do tipo | (amarelo) em menor
proporc¢ao. Picrosirius Red — Polariza¢do. Barra: 100 pm.

FIGURA 16. Endométrio categoria Ill. Colageno tipo I-lll (amarelo-verde)
na fibrose periglandular (seta) e predominancia do colageno do tipo |
(amarelo e vermelho) nos ninhos fibréticos. Picrosirius Red — Polarizacgéo.
Barra: 100 pm.
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FIGURA 17. Endometrite crbnica infiltrativa. Colageno do tipo Il (negro)
predominante do estrato compacto e do tipo | (castanho) predominante no
estrato esponjoso. Reticulina. Barra: 100 pm.

FIGURA 18. Endometrose. Colageno do tipo | (castanho) predominante na
fibrose intersticial e periglandular. Reticulina. Barra: 100 pm.
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FIGURA 19. Endometrite crdnica infiltrativa. Colageno do tipo Ill (verde)
predominante no estrato compacto e do tipo | (amarelo e vermelho)
predominante no estrato esponjoso. Picrosirius Red — Polarizacdo. Barra:
100 pm.

FIGURA 20. Endometrose. Colageno do tipo | (amarelo e vermelho)
predominante na fibrose intersticial e periglandular. Barra: 100 pm.
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FIGURA 21. Endométrio categoria |. Vasos endometriais normais.
Distribuicédo de colageno do tipo Il (negro) e do tipo | (castanho) na parede
vascular. Reticulina. Barra: 50 pm.

FIGURA 22. Endométrio categoria Ill — endometrite crbnica infiltrativa.
Vasos endometriais. Fibrose vascular e perivascular. Predominancia do
coladgeno do tipo | (castanho). Reticulina. Barra: 50 pm.
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FIGURA 23. Endométrio categoria |. Vasos endometriais normais.
Distribuicédo de colageno do tipo Il (verde) e do tipo | (amarelo e vermelho)
na parede vascular. Picrosirius Red — Polarizacdo. Barra: 100 pm.

FIGURA 24. Endométrio categoria Ill — endometrite crénica infiltrativa.
Vasos endometriais. Fibrose vascular e perivascular. Predominancia do
colageno do tipo | (amarelo e vermelho). Picrosirius Red - Polarizacao.
Barra: 100 pm.
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4.2. MORFOMETRIA DO COLAGENO
PERIGLANDULAR

A avaliacdo morfométrica da fibrose periglandular revelou que,
independente da classificacdo utilizada, ndo houve diferenca significativa do
percentual de fibrose entre as endometrites cronicas mais graves, categorias
IB e 1l (KENNEY & DOIG, 1986) e endometrite cronica infiltrativa e
endometrose (RICKETTS & ALONSO, 1991). A diferenca foi notada apenas
entre os endométrios saudaveis e aqueles com diagndéstico de endometrite.

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados da analise estatistica.

TABELA 4. Valores medianos do percentual de fibrose periglandular de acordo

com as categorias de endometrite segundo Kenney & Doig (1986).

CATEGORIA FIBROSE PERIGLANDULAR %

[ 0,8a'

1B 3,8b

11 4,3b

'Medianas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.

TABELA 5. Valores medianos do percentual de fibrose periglandular nos

endométrios classificados segundo Ricketts & Alonso (1991).

CATEGORIA FIBROSE PERIGLANDULAR %
Endométrio higido 0,8a"
Endometrite cronica infiltrativa 4,4b
Endometrose 3,8b

'Medianas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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4.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA
4.3.1. MMP-2

A expressao de MMP-2 foi observada em 88,7% das amostras de
endométrio equino. Entre os elementos considerados neste estudo, ndo houve
imuno-reatividade em células inflamatdrias, tampouco em células endoteliais.

A marcacdo imunoistoquimica foi observada nas células estromais do
estrato compacto (Figura 27), sobretudo nas biépsias de endométrio saudavel.
Essas células também mostraram-se reativas ao redor das glandulas fibroticas
e/ou dilatadas, nas quais o epitélio também mostrou-se reativo para esse
anticorpo. No entanto, a marcacdo positiva nas células do epitélio glandular
nao foi limitada as glandulas com esse tipo de alteracdo (Figura 26). A regido
da parede vascular, excluindo-se o endotélio (Figura 28), mostrou intensa
marcacdo para MMP-2, principalmente na regido mais profunda do estrato
€esponjoso.

Nos endométrios saudaveis, a regido da parede vascular e as células
estromais foram as estruturas que apresentaram maior intensidade de
marcacdo, seguidas pelo epitélio glandular. A andlise estatistica revelou nao
haver diferenca significativa na intensidade da expressdo da MMP-2 entre
essas estruturas citadas na presente categoria, mas houve diferenca
significativamente maior entre o grau de intensidade dessas estruturas e o do
epitélio luminal, células endoteliais e do infiltrado inflamatério. As estruturas
mais frequentemente marcadas nas biépsias foram as células estromais em
73,3% dos casos e a regidao da parede vascular, observada em 53,3% das
amostras.

Na categoria [IB, marcacdo mais intensa ocorreu nas células
estromais. A analise estatistica demonstrou ndo haver diferenca significativa na
intensidade da expressdo da MMP-2 entre as células estromais, parede
vascular e epitélio glandular nesta categoria, mas houve diferenca
significativamente maior entre o grau de intensidade dessas estruturas e o do
epitélio luminal, células endoteliais e do infiltrado inflamatério. As estruturas
marcadas com maior frequéncia nas biopsias foram as células estromais em

52,9% dos casos, seguidas pela regidao da parede vascular em 47,1%.
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Na categoria Ill, o epitélio glandular e as células estromais foram as
que apresentaram maior intensidade de marcacdo. A analise estatistica
mostrou nao haver diferenca significativa na intensidade da expressédo da
MMP-2 entre epitélio glandular, células estromais e parede vascular, no entanto
houve diferenca significativamente maior entre o grau de intensidade dessas
estruturas e o do epitélio luminal (Figura 25), células endoteliais e do infiltrado
inflamatorio. As estruturas mais freqiientemente marcadas nas biopsias foram
o epitélio glandular em 60,4% dos casos, células estromais em 52,1% e parede
vascular, observada em 47,9% das amostras.

As medianas dos escores acumulativos das categorias I, 1IB e Ill foram
3,0, 2,5 e 3,0 respectivamente, o que néo expressou diferenga significativa.

A avaliacdo da intensidade da marcacao imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo de Kenney & Doig (1986) revelou que o epitélio
glandular das amostras de endométrio da categoria Il mostraram valores
significativamente maiores que os do epitélio glandular das amostras da
categoria I.

No que diz respeito ainda a este parametro, a parede vascular mostrou
valores significativamente maiores nas amostras de endométrio da categoria |.

As demais estruturas ndo apresentaram diferenca significativa para a
expressao de MMP-2.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel MMP-2 na
classificacdo de KENNEY & DOIG (1986) estdo demonstrados nas Tabelas 7 e
8.
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TABELA 6. Valores medianos da intensidade da marcacdo imunoistoquimica
de MMP-2 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com KENNEY & DOIG (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA I CATEGORIA 1IIB CATEGORIA 11
epitélio luminal OaA! 0aA 0aA
epitélio glandular labA 1bAB 2bB
célula endotelial 0aA 0aA O0aA
parede vascular 2bA 1bB 1bB
célula inflamatoria 0aA 0aA 0aA
célula estromal 2bA 1,5bA 2bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.

TABELA 7. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as bidpsias uterinas
classificadas de acordo com KENNEY & DOIG (1986) para a enzima MMP-2.

CATEGORIA MEDIANA

[ 3,0al

1B 2,5a

[l 3,0a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Quando aplicada a classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), nas
endometrites cronicas infiltrativas a marcacdo mais intensa ocorreu no epitélio
glandular e nas células estromais. A analise estatistica demonstrou ndao haver
diferenca significativa na intensidade da expressdo da MMP-2 no epitélio
glandular, parede vascular e células estromais desta categoria, porém estas
estruturas mostraram intensidade de marcacéo significativamente maior do que
o epitélio glandular, as células endoteliais e inflamatérias. As estruturas

marcadas com maior frequéncia nas biopsias foram epitélio glandular em
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57,1% dos casos, seguidas pelas células estromais em 51% e parede vascular
em 49%.

Nas endometroses as células estromais foram as que apresentaram
maior intensidade de marcacdo, mas sem diferenca significativa em relacdo a
marcacdo do epitélio glandular e parede vascular. No entanto, as células
estromais mostraram intensidade de marcacgao significativamente maior do que
o epitélio luminal, as células endoteliais e inflamatodrias. As estruturas mais
freqientemente marcadas nas biépsias foram as células estromais em 62,5%
dos casos.

As medianas dos escores acumulativos para as diferentes categorias -
endomeétrio higido, endometrite cronica infiltrativa e endometrose - foram 3,0.

A avaliacdo da intensidade da marcacao imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo Ricketts & Alonso (1991) revelou que o epitélio
glandular das amostras de endometrite crénica infiltrativa mostraram valores
significativamente maiores que os do epitélio glandular das amostras das de
endométrio higido e com endometrose.

No que diz respeito ainda a este parametro, a parede vascular mostrou
valores significativamente maiores nas amostras de endométrio higido.

As demais estruturas ndo apresentaram diferenca significativa para a
expressao de MMP-2.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel MMP-2 na
classificacdo de RICKETTS & ALONSO (1991) estdo demonstrados nas
Tabelas 9 e 10.
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TABELA 8. Valores medianos da intensidade da marcacdo imunoistoquimica
de MMP-2 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com RICKETTS & ALONSO (1991).

ESTRUTURA ENDOMETRIO ENDOMETRITE ENDOMETROSE
HIGIDO CRONICA
INFILTRATIVA
epitélio luminal OaA! 0aA 0aA
epitélio glandular labA 2bB labA
célula endotelial 0aA 0aA 0aA
parede vascular 2bA 1bB labB
célula inflamatéria 0aA 0aA 0aA
célula estromal 2bA 2bA 2bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minidscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.

TABELA 9. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as bidpsias uterinas
classificadas de acordo com RICKETTS & ALONSO (1991) para a enzima
MMP-2.

CATEGORIA MEDIANA
Endométrio higido 3,0a"
Endometrite cronica infiltrativa 3,0a
Endometrose 3,0a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.



Resultados 54

FIGURA 25. Endométrio equiino. Marcacdo imunoistoquimica para MMP-2.
Endométrio categoria Ill — endometrite crbnica infiltrativa. Marcagéo
positiva na regido apical das células do epitélio luminal (seta). Presenca de
hemossiderofagos no estrato esponjoso (*). Barra: 50 pm.

FIGURA 26. Endométrio equiino. Marcagdo imunoistoguimica para MMP-2.
Endométrio categoria Il — endometrite crbnica infiltrativa. Marcacao
positiva intensa no epitélio de glandulas fibroticas e dilatadas. Notar
marcacao heterogénea no epitélio de algumas glandulas. Barra: 100 pm.
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FIGURA 27. Endométrio equino. Marcacdo imunoistoquimica para MMP-2.
Endométrio categoria I. Marcacao positiva em células estromais do estrato
compacto (seta). Barra: 50 pum.

FIGURA 28. Endométrio equino. Marcacdo imunoistoquimica para MMP-2.
Endométrio categoria |[IB — endometrite crénica infiltrativa. Marcagéo
positiva na parede vascular e células estromais (seta). Barra: 50 um.
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4.3.2. MMP-9

A expressdo de MMP-9 foi constatada em todas as amostras de
endométrio equino, sendo que em 91,5% houve intensidade acentuada.

A marcacao imunoistoquimica para este anticorpo mostrou ser difusa
por todo o endométrio. Todos 0s elementos considerados neste estudo
apresentaram imuno-reatividade (Figuras 29 a 33), e pb0de ser notada
positividade também no plasma, linfa e secrecdo glandular. O miométrio
também foi reativo. As células estromais marcaram intensamente em grande
parte das bidpsias, sobretudo no estrato compacto e regido superficial do
estrato esponjoso. Nos locais onde constatou-se erosao do endométrio houve
maior intensidade na marcacao de MMP-9.

Nos endométrios saudaveis, 93,3% dos casos apresentaram
imunomarcacdo acentuada para MMP-9 e em 6,7% foi moderada. Células
endoteliais e do infiltrado inflamatorio foram as que apresentaram maior
intensidade de marcacédo em 86,7% e 80% das amostras respectivamente, mas
ndo houve diferenca significativa entre os diferentes elementos estudados. As
estruturas mais frequentemente marcadas nas bidpsias foram as células
estromais e o epitélio glandular em 86,7% das biopsias.

Na categoria IIB de Kenney & Doig (1986) as estruturas que
apresentaram maior intensidade de marcacao para MMP-9 foram as células do
epitélio luminal e as células endoteliais e do infiltrado inflamatorio, entretanto
ndo foi observada diferenga significativa entre os diferentes elementos
estudados. O componente mais freqientemente marcado nas biopsias foi o
epitélio glandular em 83,3% dos casos.

Na categoria lll, células do epitélio luminal, endoteliais, do infiltrado
inflamatério e estromais foram as que apresentaram maior intensidade de
marcacdo, sendo esta significativamente maior do que a apresentada pelo
epitélio glandular e pela parede vascular. A estrutura mais freqientemente
marcada nas bidpsias foi o epitélio glandular em 75,5% das bidpsias.

A mediana dos escores acumulativos para a categoria | foi 6, a mesma
observada para as endometrites da categoria Ill. Na categoria IIB, a mediana

desses escores foi 5. Nao houve diferenca significativa entre as categorias.
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A avaliacdo da intensidade da marca¢do imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo de Kenney & Doig (1986) revelou que ndo houve
diferenca significativa em nenhum dos elementos para MMP-9.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel MMP-9 na
classificacdo de KENNEY & DOIG (1986) estdo demonstrados nas tabelas 11 e
12.

TABELA 10. Valores medianos da intensidade da marcac¢ao imunoistoquimica
de MMP-9 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com KENNEY & DOIG (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA I CATEGORIA 1IB CATEGORIA 1
epitélio luminal 3aAl 3aA 3aA
epitélio glandular 2aA 2aA 2bA
célula endotelial 3aA 3aA 3aA
parede vascular 2aA laA 2bA
célula inflamatoria 3aA 3aA 3aA
célula estromal 3aA 2aA 3aA

'Medianas seguidas pela mesma letra minidscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.

TABELA 11. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as biopsias
uterinas classificadas de acordo com KENNEY & DOIG (1986) para a enzima
MMP-9.

CATEGORIA MEDIANA

[ 6,0a’

1B 5,0a

[l 6,0a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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As endometrites crbnicas infiltrativas da classificacdo de Ricketts &
Alonso  (1991) mostrou reacdo imunoistoquimica para MMP-9
significativamente menos intensa na parede vascular. A estrutura mais
freqientemente marcada foi o epitélio glandular (78%).

As endometroses apresentaram reacdo mais intensa no epitélio
luminal, nas células endoteliais e estromais, mas ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes elementos do endométrio. A estrutura mais
frequentemente marcada foi o epitélio glandular (76,5%).

As medianas dos escores acumulativos para MMP-9 nos endométrios
higidos e endometrites crbnicas infiltrativas foram maiores (6), entretanto, sem
diferenca significativa com a endometrose.

A avaliacdo da intensidade da marcacao imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), revelou que ndo houve
diferenca significativa em nenhum dos elementos para MMP-9.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel MMP-9 na
classificagcdo de RICKETTS & ALONSO (1991) estdo demonstrados nas
Tabelas 13 e 14.

TABELA 12. Valores medianos da intensidade da marcac¢do imunoistoquimica
de MMP-9 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com RICKETTS & ALONSO (1991).

ESTRUTURA ENDOMETRIO ENDOMETRITE ENDOMETROSE
HIGIDO CRONICA
INFILTRATIVA
epitélio luminal 3aAl 3aA 3aA
epitélio glandular 2aA 2abA 2aA
célula endotelial 3aA 3aA 3aA
parede vascular 2aA 1,5bA 2aA
célula inflamatoéria 3aA 3aA 2aA
célula estromal 3aA 3aA 3aA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.



Resultados 59

TABELA 13. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as biopsias
uterinas classificadas de acordo com RICKETTS & ALONSO (1991) para a
variavel MMP-9.

CATEGORIA MEDIANA
Endométrio higido 6,0a"
Endometrite cronica infiltrativa 6,0a
Endometrose 5,0a

!N&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.3.3. TIMP-1

A expressdo de TIMP-1 foi constatada em todas as amostras de
endométrio equino, sendo que em 97,6% houve intensidade acentuada.

Foi observada marcacdo imunoistoquimica difusa por todo o
endométrio. Todos os elementos considerados neste estudo apresentaram
imuno-reatividade (Figuras 34 a 38). As células endoteliais apresentaram
intensa imunomarcacao, sobretudo no estrato compacto. A parede vascular foi
positiva, em expressdo menos intensa, nos vasos de maior calibre. A
expressdo também pdde ser verificada no plasma. Células estromais
apresentaram marcacgao variavel, sendo marcante no estrato compacto; a
reatividade dessas células nas glandulas fibroticas e na fibrose perivascular
pode ser notada.

Nos endométrios saudaveis as células endoteliais e estromais
mostraram intensidade de marcacao significativamente maior do que o epitélio
luminal, o epitélio glandular, a parede vascular e as células inflamatorias. O
segmento que demonstrou menor intensidade de marcacdo foi a regidao da
parede vascular. As estruturas mais frequentemente marcadas nas bidpsias
foram as células endoteliais (93,3%), seguidas pelas células inflamatorias
(33,3%).

Na categoria 1IB de Kenney & Doig (1986), os maiores valores de
expressdo do TIMP-1 foram verificados no epitélio luminal, nas células
endoteliais e estromais, havendo diferenca significativa da expresséo

observada nestas células quando comparadas com a expressdo da parede
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vascular. Os componentes mais frequentemente marcados nas biépsias foram
as células endoteliais (88,9%) e leucaocitos (55,5%).

Na categoria lll, o epitélio luminal, as células endoteliais, as células
inflamatorias e as estromais foram as que apresentaram maior intensidade de
marcacdo. As estruturas mais freqlientemente marcadas corresponderam
aquelas cuja marcacao foi mais intensa.

As medianas dos escores acumulativos para TIMP-1 nas categorias 11B
e lll foram maiores (5), entretanto, sem diferenca significativa com a categoria I.

A avaliacdo da intensidade da marcagcao imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo de Kenney & Doig (1986), revelou que nédo houve
diferenca significativa em nenhum dos elementos para TIMP-1.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel TIMP-1 na
classificacdo de KENNEY & DOIG (1986) estdo demonstrados nas Tabelas 15
e 16.

TABELA 14. Valores medianos da intensidade da marcac¢ao imunoistoquimica
de TIMP-1 nas diferentes estruturas do endométrio de biopsias classificadas de
acordo com KENNEY & DOIG (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA I CATEGORIA IIB CATEGORIA 1
epitélio luminal 2aA’ 3bA 3bA
epitélio glandular 2aA 2abA 2aA
célula endotelial 3bA 3bA 3bA
parede vascular laA 0,5aA laA
célula inflamatoria 2aA 2abA 3bA
célula estromal 3bA 3bA 3bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.
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TABELA 15. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as biopsias
uterinas classificadas de acordo com KENNEY & DOIG (1986) para a variavel
TIMP-1.

CATEGORIA MEDIANA

| 4al

]2 5a

[l 5a

!N&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.

Nas endometrites crbnicas infiltrativas de Ricketts & Alonso (1991) o
epitélio luminal, as células endoteliais, inflamatérias e estromais mostraram
maior intensidade de marcacgao. As estruturas mais freqientemente marcadas
foram as células endoteliais (94%), leucocitos (40%) e epitélio glandular (26%).

Nas endometroses, o epitélio luminal, as células endoteliais e as
estromais apresentaram maior intensidade para TIMP-1. As estruturas mais
frequentemente marcadas foram endotélio em 82,3% dos casos e leucdécitos
(41,2%).

As medianas dos escores acumulativos para TIMP-1 nas endometrites
cronicas infiltrativas e endometroses foram maiores (5), entretanto, sem
diferenca significativa com os endométrios higidos.

A avaliacdo da intensidade da marcacao imunoistoquimica entre as
categorias da classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), revelou que ndo houve
diferenca significativa em nenhum dos elementos para TIMP-1.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel TIMP-1 na
classificacdo de RICKETTS & ALONSO (1991) estdo demonstrados nas
Tabelas 17 e 18.
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TABELA 16. Valores medianos da intensidade da marcacao imunoistoquimica
de TIMP-1 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com RICKETTS & ALONSO (1991).

ESTRUTURA ENDOMETRIO ENDOMETRITE ENDOMETROSE
HIGIDO CRONICA
INFILTRATIVA
epitélio luminal 2aA’ 3bA 3bA
epitélio glandular 2aA 2aA 2abA
célula endotelial 3bA 3bA 3bA
parede vascular laA laA 0aA
célula inflamatéria 2aA 3bA 2abA
célula estromal 3bA 3bA 3bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minidscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Kruskal-Wallis.

TABELA 17. Medianas dos escores acumulativos atribuidos as biopsias
uterinas classificadas de acordo com RICKETTS & ALONSO (1991) para a
variavel TIMP-1.

CATEGORIA MEDIANA
Endométrio higido 4a’
Endometrite cronica infiltrativa 5a
Endometrose 5a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 29. Endométrio equiino. Marcacdo imunoistoquimica para MMP-9.
Endométrio categoria Ill — endometrose. Marcacao positiva no epitélio
luminal e glandular, células estromais (seta) e endotélio (*). Barra: 50 pum.

FIGURA 30. Endométrio eqliino. Marcagéo imunoistoguimica para MMP-9.
Endométrio categoria Il — endometrite crbnica infiltrativa. Marcacéao
positiva intensa em células estromais ao redor da glandula dilatada (seta).
Barra: 50 um.
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FIGURA 31. Endométrio equino. Marcacédo imunoistoquimica para MMP-9.
Endométrio categoria |. Marcacdo positiva nas células do infiltrado
inflamatorio no estrato esponjoso (seta). Barra: 50 pum.

FIGURA 32. Endométrio equiino. Marcagéo imunoistoguimica para MMP-9.
Endométrio categoria . Marcacdo positiva nas células endoteliais. Barra:
50 pm.
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FIGURA 33. Endométrio equiino. Marcacédo imunoistoquimica para MMP-9.
Endométrio categoria I. Marcacao positiva no endotélio e parede vascular
do estrato esponjoso. Barra: 50 um.

FIGURA 34. Endométrio equino. Marcacao imunoistoquimica para TIMP-1.
Endométrio categoria Ill — endometrose. Marcacdo intensa no epitélio
luminal e nas células estromais do estrato compacto (seta), e fraca ou
moderada no epitélio glandular. Barra: 50 pm.
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FIGURA 35. Endométrio equiino. Marcacao imunoistoquimica para TIMP-1.
Endométrio categoria Ill — endometrite crbnica infiltrativa. Marcagéo
positiva nas células epiteliais de ninhos glandulares no estrato compacto.
Presenca de hemossiderofagos (seta). Barra: 50 pm.

FIGURA 36. Endométrio equino. Marcacao imunoistoquimica para TIMP-1.
Endométrio categoria Il — endometrite crbnica infiltrativa. Marcacao
positiva em células do infiltrado inflamatério ao redor de ninhos
glandulares (seta). Barra: 50 pm.
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FIGURA 37. Endométrio equino. Marcacao imunoistoquimica para TIMP-1.
Endométrio categoria Ill — endometrite crbnica infiltrativa. Marcagéo
positiva em células endoteliais do estrato compacto (seta). Barra: 50 pum.

FIGURA 38. Endométrio equino. Marcacao imunoistoquimica para TIMP-1.
Endométrio categoria Il — endometrose. Marcacdo positiva na parede
vascular. Barra: 50 pm.
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5. DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

5.1.1. CLASSIFICACAO DAS ENDOMETRITES
CRONICAS

Para este estudo, foram selecionados 0s casos que apresentavam
lesbes endometriais mais severas. Este procedimento objetivou a correlacao
entre a presenca das diferentes metaloproteinases e um dos seus inibidores
especificos com o processo fibrotico ja estabelecido. Assim, também foram
utilizados como controle endométrios higidos segundo os critérios das duas
classificagbes utilizadas (KENNEY & DOIG, 1986; RICKETTS & ALONSO,
1991).

Utilizando-se a classificacdo de Kenney & Doig (1986), a maior parte
das biépsias (59,8%) pertenceram a categoria lll, na qual sdo incluidas as
lesbes mais graves. Como o material utilizado neste trabalho foi proveniente de
arquivo, € natural que predominem amostras de animais que apresentem
problemas reprodutivos persistentes, que se devem a lesdes -crbénicas
endometriais.

Mesmo nos casos classificados como categoria |, alterac6es fibréticas
como fibrose perivascular e intersticial foram notadas em um nuamero
expressivo de amostras (33,3%), sendo a fibrose perivascular, observada em
20% dessas biopsias, uma das alteragBes mais observadas nas endometrites
cronicas. Esses critérios ndo sao considerados na classificacdo de Kenney &
Doig (1986). Este tipo de comprometimento vascular precisa ser estudado de
forma mais aprofundada, para que possa ser esclarecida a sua real
participacdo nos problemas reprodutivos das éguas, j4 que a sua frequéncia &
relativamente alta, mesmo nos animais considerados normais (NUNES, 2003).

As biopsias incluidas na categoria 1l de Kenney & Doig (1986)
apresentaram fibrose periglandular bastante intensa, com deposicdo acentuada
de colageno e frequentes ninhos fibréticos. No entanto, conforme observado
por Nunes (2003), houve casos em que a fibrose esteve presente de maneira
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inconspicua, acompanhada de infiltrado inflamatério proeminente. Isto sugere
que processos diferentes estéo incluidos na mesma categoria quando se utiliza
este tipo de classificagao.

Para a melhor avaliacdo dos diferentes processos endometriais, a
tipificacdo do colageno e a verificacdo da expressdo das enzimas
colagenoliticas estudadas, também foram empregadas as definicbes de
Ricketts & Alonso (1991), baseadas na classificagcdo de Ricketts datada em
1975 apud Ricketts & Alonso (1991), que define a enfermidade endometrial
segundo sua origem inflamatoria ou degenerativa. No entanto, como foram
selecionados o0s casos mais severos de endometrite cronica, fibrose
periglandular importante foi observada numa grande porcentagem das bidpsias
mesmo quando classificadas como endometrite infiltrativa.

Na classificacdo de Ricketts & Alonso (1991) houve predominio das
endometrites crbnicas infiltrativas em relacdo as endometroses. Dessa forma,
segundo nossos dados, estas lesdes endometriais mais graves parecem ter
como causa primaria principalmente os processos de origem inflamatéria, e
aqueles de origem degenerativa seriam responsaveis pela enfermidade
endometrial menos frequentemente. Assim, neste trabalho também puderam
ser identificados dois processos distintos morfologicamente e que
provavelmente possuem causas diferentes, conforme proposto por Nunes
(2003).

5.1.2. AVALIACAO HISTOQUIMICA DO COLAGENO

A utilizacdo dos métodos histoquimicos para identificacdo de colageno,
como Tricrdbmico de Masson, Reticulina e Picrosirius-Polarizagdo, permitiu a
identificacdo dos focos de fibrose, bem como sua distribuicdo e quantificacao,
além da identificacdo dos tipos de colageno presentes na fibrose.

No processo fibrotico, hd a substituicdo dos depdsitos de acido
hialurénico e fibronectina, que ocorrem desde o inicio do processo inflamatorio,
por colageno tipo | e lll principalmente. Outros tipos de colageno também sao
encontrados nesses processos, porém em menor quantidade. E a deposi¢éo

desses dois tipos de colageno estruturalmente rigidos que gradualmente
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promovem o desenvolvimento do tecido cicatricial com maior forca tensora
(BOCHSLER & SLAUSON, 2002).

Nas endometrites severas, foi observada neste trabalho a substituicao
do colageno do tipo Il pelo colageno do tipo I, fendbmeno também descrito por
Nunes (2003), Evans et al. (1998) e Caldini (1992). Caldini (1992) notou
correlagdo entre a quantidade de fibras com birrefringéncia amarelada e
avermelhada, observada na técnica do Picrosisirius-Polarizacdo, e as fibras
ndo argirofilas, correspondentes ao colageno |, visualizadas quando coradas
pela técnica da Reticulina. A mesma correlacdo foi observada no presente
estudo. Além disso, Caldini (1992) notou que essas fibras, por observacéo
ultra-estrutural, demonstraram ser compativeis com o colageno | apés estudo
morfomeétrico.

Contudo, Walter et al. (2000) obtiveram resultados diferentes ao
realizarem estudo imunoistoquimico dos colagenos I, Il e IV, pois observaram
gue o colageno do tipo | ndo esta aumentado na fibrose endometrial severa das
éguas, e a sua propor¢cdo é semelhante a dos endométrios incluidos na
categoria | de Kenney & Doig (1986), mas houve o aumento do colageno do
tipo 1V, que em situacdo fisioldgica encontra-se limitado a membrana basal.
Esses pesquisadores descreveram a presenca do colageno IV nos fibroblastos
que circundam as glandulas fibréticas.

O colageno do tipo 11l forma uma delicada rede de fibras, constituindo
o estroma de varios 6rgdos, e € parte integrante da membrana basal,
juntamente com o colageno do tipo IV e do tipo V. Sua afinidade pela prata
deve-se a maior quantidade de carboidratos, que revestem suas fibras
(BANKS, 1991).

Com esses resultados divergentes, entende-se que tanto a técnica do
Picrosirius Red-Polarizagdo quanto a da Reticulina n&o diferenciam o0s
colagenos do tipo | e do tipo Ill do colageno do tipo IV, mas € possivel
reconhecer o colageno mais denso, resultado de intera¢cdes quimicas entre as
fibras de colageno, e que é refratario ou, no minimo, menos responsivo a acao
das enzimas colagenoliticas, porque os sitios de ligacdo dessas enzimas com 0
colageno séo bloqueados (ANDRADE et al., 1999). Talvez, nas amostras de
endométrios saudaveis do nosso estudo, a nao distincdo dos colagenos do tipo

Il e do tipo IV na membrana basal, observada por Walter et al. (2000) por
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método imunoistoquimico, deva-se ao fato do colageno do tipo IV também ser
rico em acgucares, que compdem 10% da sua estrutura (BANKS, 1991), o que
ndo permitiria a sua diferenciacdo por método histoquimico de impregnacédo
argéntica.

Por fim, os métodos histoquimicos empregados neste trabalho
demonstraram no mesmo corte histolégico o coldgeno mais denso e o0 mais
delicado, possibilitando a obtencdo da proporcao relativa desses colagenos.
Além disso, tais métodos sdo de facil execucdo e tém menor custo, podendo
ser empregados rotineiramente, como tem sido verificado por diversos autores
(CALDINI, 1992; EVANS et al., 1998; NUNES, 2003).

Mais estudos nesse sentido sd0 necessarios para que se encontrem
dados consistentes que levem a determin¢do do tipo de coldgeno presente na
fibrose uterina das éguas, principalmente aqueles em que associem métodos

histoquimicos e imunoistoquimicos.

5.2. MORFOMETRIA DO COLAGENO
PERIGLANDULAR

Os resultados da analise morfométrica da fibrose periglandular
corroboraram os achados de Nunes (2003), e foram parcialmente semelhantes
aos descritos por Evans et al. (1998). Nos endométrios considerados higidos, a
fibrose periglandular foi ausente ou inconspicua. J& nas endometrites severas
(graus 1IB e lll de Kenney & Doig, 1986) houve aumento significativo do
colageno periglandular, sendo predominante o do tipo I.

A porcentagem da fibrose periglandular nas endometrites cronicas
severas, quando classificadas de acordo com Kenney & Doig (1986), néo
revelou diferenca significativa entre as categorias IIB e lll neste trabalho. O
mesmo achado foi relatado por Nunes (2003). Entretanto, Evans et al. (1998),
encontraram resultados diferentes. Estes autores relatam que ha aumento
significativo da quantidade de fibrose entre as categorias IIB e Il

Quando classificadas de acordo com Ricketts & Alonso (1991), néo
houve diferenca significativa na deposicdo de colageno periglandular entre as

endometrites infiltrativas severas e as endometroses. Talvez, isso possa ser
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explicado pela maior deposicdo de colageno intersticial nas endometroses, o

que levou a rarefagdo das glandulas endometriais.

5.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

As metaloproteinases sdo as principais enzimas envolvidas no
remodelamento tecidual fisiol6gico e patolégico (STERNLICHT & WERB, 1999;
ARTHUR, 2000).

Zhang & Salamonsen (2002) relataram que a MMP-2 se expressa
amplamente pelo endométrio, sendo detectada na maior parte das células do
endométrio, sejam elas epiteliais, estromais ou vasculares, mas ndo sao
expressas nos leucadcitos. Goffin et al. (2003) constataram que nas mulheres,
esta enzima € expressa durante todo o ciclo menstrual, auxiliando na
manutencdo do endométrio.

O presente estudo revelou que, assim como acontece no endométrio
humano, as células estromais e epiteliais, além da parede vascular também
expressaram MMP-2. Houve predomindncia da marcacdo nas células
estromais e parede vascular tanto no endométrio normal quanto nas
endometrities crénicas severas. Achado semelhante foi relatado por Freitas et
al. (1999) no endométrio de mulheres. Estes autores sugeriram o envolvimento
da MMP-2 no remodelamento vascular durante o ciclo menstrual.

A analise entre as categorias das bidpsias classificadas de acordo com
Kenney & Doig (1986) indica que a intensidade da imunomarcagdo para a
enzima MMP-2 tende a aumentar no epitélio glandular conforme aumenta a
gravidade da lesdo endometrial e, por conseguinte, a deposi¢do de colageno.
Esse fenbmeno talvez contribua para a modificacdo da secrecao glandular no
endométrio das éguas, que ja foi constatada a partir do uso da técnica de
lectinaistoquimica (WALTER et al., 2001b).

Fenbmeno inverso foi observado na parede vascular, quando
consideradas as duas classificagcbes. Nesta regido, a intensidade da
imunomarcagao para a enzima MMP-2 diminui conforme aumenta a leséo
endometrial e consequentemente a deposicéo de colageno.

A MMP-2 tem papel preponderante na angiogénese, componente

indispensavel do mecanismo de reparacdo tecidual por tecido conjuntivo. A
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marcacao intensa da MMP-2 na regido da parede vascular, onde encontram-se
0S pericitos, e auséncia da expressdao no endotélio, pode sugerir que, nas
éguas, a degradacdo do colageno vascular pela MMP-2 é primariamente
induzida na regido perivascular. Isso pode estar associado a presenca de
mediadores quimicos liberados por células perivasculares, fonte de
interleucinas, e outros mediadores quimicos. Investigacdes a respeito da inter-
relacdo entre citocinas e outros fatores pro-flamatérios com metaloproteinases
(KIM et al.,, 2004) sado necessarias para que se entenda melhor o papel das
MMP na regido da parede vascular do endométrio equino.

Considerando-se a classificacdo de Ricketts & Alonso (1991), observa-
se que nas endometrites cronicas infiltrativas, as células estromais e a parede
vascular mostraram maior intensidade de reacdo imunoistoquimica, embora
nao tenha ocorrido diferenca significativa em relacdo a parede vascular e ao
epitélio glandular. Nas endometroses, a maior intensidade de reacdo ocorreu
nas células estromais. Nota-se ainda que o epitélo glandular mostrou maior
reatividade nas endometrites crbnicas infiltrativas e intensidade menor nas
endometroses. A maior intensidade da reacdo nessas células nas endometrites
cronicas infiltrativas pode estar relacionada ao processo inflamatério ativo, ja
gue nas endometroses este aumento ndo foi detectado. Walter et al. (2005)
estudando as endometroses, encontraram imunoreatividade para MMP-2, nos
mesmos sitios, e verificaram que nas regides do endométrio em que ocorria a
infiltracdo leucocitaria a expressado da enzima era mais acentuada.

A marcagdo imunoistoquimica para MMP-2 nas células estromais
manteve-se estavel, quando comparadas as endometrites graves com o
endométrio higido, nas duas classificacbes empregadas.

A expressdo da MMP-2 em células estromais ao redor das glandulas
fibréticas, também observada por Walter et al. (2005), pode estar associada a
presenca de miofibroblastos. Estas células sdo observadas em grande
quantidade nas glandulas fibroticas (WALTER et al., 2001). Arthur (2000)
relatou que, no figado fibrético, os miofibrobastos na presenca de colageno do
tipo | sdo induzidos a ativacao da pro-MMP-2.

Foi relatado que no inicio da gestacdo a MMP-2 é expressa em

maiores quantidades em pequenos vasos do que a MMP-9, e que essa forte
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marcacdo do endotélio pode ter papel importante na degradacdo da matriz
extracelular e na angiogénese (SEVAL et al., 2004).

A MMP-9 também esté envolvida na degradacao da matriz extracelular
e na angiogénese, porem com fungdes ainda ndo bem estabelecidas (FODA &
ZUCKER, 2001).

A marcacdo de MMP-9 neste trabalho foi intensa no epitélio luminal,
nas células endoteliais e leucocitos, mas outras estruturas também mostraram-
se positivas para essa metaloproteinase, como o epitélio glandular, parede
vascular e células estromais.

A parede vascular mostrou menor intensidade de reacdo para MMP-9
nas endometrites crbnicas infiltrativas. Por sua vez, as células inflamatorias
apresentaram intensidade de reacao maior nas amostras de endométrio higido
e de endometrite crbnica infiltrativa, do que nas endometroses, embora néo
tenha havido significancia estatistica. Esses achados sugerem que o0s
processos endometriais degenerativos sdo mais graves por haver a tendéncia
na diminuicdo das enzimas colagenoliticas e, consequentemente, maior
deposicdo de colageno. Deve-se destacar que a MMP-9 é produzida
principalmente por leucdcitos, entre eles linfécitos e macréfagos, que a
secretam apds estimulos pro-inflamatérios (JAMES et al.,, 2005). Estes
elementos estdo ausentes ou em quantidades discretas nos processos
degenerativos do endomeétrio.

Kaitu'u et al. (2005) estudando o utero de camundongas em modelo
gue simula o ciclo menstrual da mulher, observaram a expressdao da MMP-9
em células inflamatérias localizadas na por¢cdo basal da regido decidua,
estando a reducdo do numero de células positivas relacionada a evolucao da
reparacdo tecidual. Isso permitiu atribuir o envolvimento da MMP-9 na
destruicdo da matriz extracelular que envolve o tecido deciduo. Deve-se
ressaltar que no presente trabalho constatou-se maior intensidade de
marcacdo em areas de erosao que comprometiam o endométrio. Freitas et al.
(1999) relataram que no endométrio humano a secrecdo de MMP-9 nos
macrofagos pode ser aumentada por citocinas pro-inflamatérias. Neste
trabalho, a imunomarcacdo para MMP-9 nas éguas mostrou-se mais difusa e

de intensidade moderada ou acentuada tanto no endométrio higido como nas
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endometrites crénicas. Dessa forma, ndo foi possivel determinar uma funcéo
especifica para a MMP-9 no endométrio equino.

A expressao de MMP-9 por células epiteliais e leucocitos observada no
endométrio eqlino neste estudo, ja foi identificada em outras espécies. A
positividade para MMP-9 no epitélio glandular na fase secretoria do ciclo
menstrual em mulheres ja foi descrita por Freitas et al., 1999. Nesta mesma
fase, estes autores detectaram forte marcacdo para MMP-9 em células
arredondadas ou alongadas distribuidas pelo estroma. As primeiras
encontravam-se freqlientemente agrupadas e proximas ao epitélio glandular,
sendo a maioria delas positivas para CD68, marcador especifico de
macrofagos.

O tipo de placentagdo epiteliocorial na égua € o menos invasivo de
todas as formas de placentacdo. No entanto, ha uma diferenciacdo de células
trofoblasticas do concepto, que dao origem a uma populagdo celular muito
invasiva, que formam a cinta coriénica. Essas células comecam a se aderir e
invadir o epitélio uterino migrando posteriormente para o estroma endometrial,
onde formam nodulos distintos de tecido altamente diferenciado, chamados
calices endometriais. Esse processo de invasédo destréi o epitélio endometrial
(LUNN et al., 1997), e é dependente de metaloproteinases (VAGNONI et al.,
1995). A presenca da MMP-9 no endométrio eqiino durante o diestro pode
estar relacionada com o processo de aderéncia e migracdo do concepto no
endométrio apds a fertilizacao.

Os TIMPs séo inibidores especificos das metaloproteinases, podendo
ser encontrados em varios tipos celulares. Durante a inflamacdo e
remodelamento do colageno nas vias respiratorias, € produzido de forma
ubiquitaria pelo tecido conjuntivo e macréfagos, e com frequéncia, € expresso
simultaneamente a MMP-9 (CHANG et al., 2002; SWEET et al., 2002; WEI et
al., 2003).

Da mesma forma, relatos anteriores descreveram a presenca do TIMP-
1 em todos os compartimentos celulares do endométrio da mulher, durante
todo o ciclo menstrual (FREITAS et al.,1999), com pequena variagdo na
expresséo da enzima entre as fases hormonais, mas que ndo sao significativas
(GOFFIN et al., 2003; SEVAL et al., 2004).
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Os resultados do presente estudo revelaram que, assim como nas
situacdes supracitadas, houve marcagdo difusa no endométrio das éguas,
fendbmeno semelhante ao da enzima MMP-9. As endometrites severas
mostraram escores acumulativos maiores do que os endométrios saudaveis,
entretanto, sem significancia.

De maneira geral, ndo houve diferenca na intensidade da expressao
do TIMP-1 entre os grupos estudados nas duas classificagoes utilizadas.

As células endoteliais mostraram intensidade de marcacdo acentuada
para TIMP-1 em todos os grupos analisados, achado semelhante ao de Freitas
et al. (1999). Tais pesquisadores associaram essa caracteristica a um efeito
vasoprotetor.

A avaliacdo dos escores acumulativos da expresséo de MMP-2, MMP-
9 e TIMP-1 nao revelou diferenca significativa entre as categorias, em cada
classificacdo utilizada. Porém, pode-se observar pelos resultados obtidos que
0S escores mais altos foram aqueles relacionados a MMP-9 e TIMP-1, o que
demonstra a distribui¢céo difusa no endométrio higido e fibrético.

Nota-se pelo que foi apresentado que 0S processos cronicos
endometriais, sejam eles inflamatérios ou fibréticos, mostram grande
complexidade. A metodologia aqui empregada teve por objetivo avaliar estes
fenbmenos utilizando diferentes métodos de andlise morfolégica que se
complementassem.

Os resultados indicam as caracteristicas das lesdes fibréticas no que
diz respeito a sua composi¢cdo e distribuicdo, além da expressdo de enzimas
importantes no remodelamento do colageno. Diferentes técnicas para avaliacdo
dos tipos de colageno envolvidos na fibrose endometrial das éguas ainda
devem ser exploradas para que se conheca com maior precisdo a composicao
desse fendbmeno e suas interacdes bioquimicas, uma vez que este ainda néo é
bem compreendido, para que no futuro novas terapias com o objetivo de se
inibir a deposicéo excessiva de colageno sejam desenvolvidas.

O mesmo ocorre quando se busca conhecer as enzimas envolvidas no
processo colagenolitico, como as metaloproteinases. Com a mesma finalidade,
também é interessante estabelecer a correlacdo dessas enzimas com agentes

pro-inflamatorios.
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A técnica imunoistoquimica foi adequada para a determinacdo dos
locais da expresséo das enzimas estudadas, permitindo que se reconheca qual
o tipo de célula envolvido diretamente no processo colagenolitico nas
endometrites cronicas.

A deteccdo da interacdo entre estes diversos elementos abre novas
perspectivas para a compreensao do processo e, conseqientemente, para a
possibilidade de sua interrupcao ou regressao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa permitiram concluir que:

e Fibrose perivascular e intersticial € encontrada em grande parte dos

endométrios considerados higidos;

¢ Nas endometrites crénicas severas a fibrose periglandular, bem como a
perivascular, € intensa, composta predominantemente por colageno do

tipo 1,

e N&o ha diferenca na porcentagem da fibrose periglandular entre as

endometroses e as endometrites crénicas infiltrativas severas;

e Endomeétrios higidos e portadores de endometrite cronica expressam
MMP-2, MMP-9 e TIMP-1, sem diferencas importantes entre os graus de

severidade;

e MMP-2 é expressa pelas células do epitélio luminal e glandular,
estromais e na regido da parede vascular, mas ndo nas ceélulas

endoteliais e do infiltrado inflamatoério;

e MMP-9 e TIMP-1 sdo expressos pelas células do epitélio luminal e
glandular, estromais, endoteliais e do infiltrado inflamatério;

e A MMP-9 e o TIMP-1 estdo expressos de forma mais difusa do que a
MMP-2.
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ENDOMETRITE CRONICA DASEGUAS: REVISAO DE LITERATURA
(EQUINE CHRONIC ENDOMETRITIS: A REVIEW)

E indispensavel para a fertilidade das éguas a manutengdo da integridade uterina, especialmente a
do endométrio. As glandulas endometriais sintetizam, secretam e transportam substancias histotréficas
que nutrem o concepto no periodo de pré-implantacéo e de placentacdo® .

Microscopicamente, o Utero das éguas é composto por trés camadas. a interna € a mucosa ou
endomeétrio, a segunda ou média € o miométrio e a camada externa é o perimétrio. Por sua vez, o
endométrio é formado por epitélio luminal e lamina prépria, que se estende desde a membrana basal até a
camada muscular interna do miométrio. De acordo com a densidade de células estromais alamina propria
édividida em dois estratos. No estrato compacto, mais superficial, a densidade de células estromais é alta
e ha uma delicada rede de fibras reticulares. O estrato esponjoso apresenta uma baixa densidade celular
com muitas fibras conectando as células, o que confere aspecto de esponja. Esta regido é caracterizada
pela presenca de numerosas glandul as uterinas, derivadas do epitélio luminal ™.

O epitélio de revestimento do endométrio apresenta-se composto por células ciliadas, células
secretoras ndo-ciliadas, além da presenca eventua de leucdcitos™. Utilizando a microscopia eletronica de
varredura e transmissao, Amaral® sugeriu a presenca de a0 menos sete tipos celulares ou estégios distintos
no epitélio luminal do Utero das éguas. entre as células secretérias encontrou células integras com
microvilosidades, células com vesiculas apicais e outras em degeneracdo; entre as células ciliadas, notou
a presenca de células jovens com microvilosidades, células maduras com cilios longos e integros e em
degeneracdo. Nesta camada foram observados também leucdcitos intra-epiteliais. Durante o estro
constatou a presenca de aberturas glandulares, repletas de secrecdo sendo langada para o [Umen uterino.
Relatou ainda que nas éguas acima de 12 anos a abertura dessas glandulas encontrava-se obstruida, o que
poderia estar correlacionado com o processo fibrético endometrial.

A infecgdo e inflamacdo transitérias do endométrio sdo conseqiiéncias inevitaveis do contato com
0 sémen, sga pela inseminagdo artificial ou mesmo na monta natural. A instalacdo dessa reacéo
inflamatéria aguda é induzida pela deposicdo de sémen e pela contaminacdo bacteriana que ocorre
durante o coito™. Eguas consideradas normais do ponto de vista reprodutivo debelam eficientemente essa
inflamacdo, mantendo o ambiente intra-uterino adequado para a sobrevivéncia do embrido até a sua
implantacdo®. Se o animal ndo for competente para eiminar qualquer possivel agente nocivo nesse

periodo, desenvolve-se a endometrite persistente.
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Os mecanismos de defesa uterinos sdo complexos, havendo interacdo das barreiras anatdmicas,
componentes celulares, imunoglobulinas, substancias bactericidas e fatores mecanicos. Eguas jovens sio
mais resistentes a enfermidade. A inflamagéo persistente freqlientemente resulta em lutedlise prematura e
subseqiiente perda embrionéria™® %,

As principais causas de endometrite na égua sdo defeitos anatémicos, partos distocicos, retencéo de
placenta, processos iatrogénicos e, em animais suscetiveis, como ja foi dito, a prépria monta pode
permitir a contaminacdo uterina®. Troedsson”’ classifica as endometrites persistentes conforme a
patogénese em quatro grupos, a saber: doencas sexualmente transmissivels, infeccdo uterina persistente,
endometrite persistente induzida pelo coito e endometrite crénica degenerativa, também denominada
endometrose.

Para o diagnéstico das endometrites, exames microbiolégicos, citoldgicos e histopatol égicos
podem ser realizados. No entanto, a bidpsia endometrial € o método definitivo para a determinago dessa
enfermidade"’.

A bidpsia endometrial € 0 método mais preciso para o diagnéstico e o estabelecimento do
progndstico da fertilidade em éguas, visto que a fibrose € um dos principais critérios utilizados na
avaliagio do comprometimento do (tero®. Esta técnica evidencia a situagdo morfoldgica do endométrio e
fornece dados sobre a sua situacdo funcional® %%, além de ser um procedimento econémico e simples’.

Dessa forma, Kenney™® propds um sistema de classificacio das endometrites cronicas em trés
categorias, considerando a possibilidade da égua levar o concepto a termo. Essas categorias foram
divididas com base na incidéncia e extensdo das alteractes histopatoldgicas. Na categoria | ndo ha
alteragdes patolégicas ou se existem sdo discretas e esparsas, e também ndo ha interferéncia com a
habilidade de levar o feto a termo. Na categoria |l é encontrado infiltrado inflamatério difuso moderado
no estrato compacto, podendo estar presentes ateracfes fibréticas e lacunas linfaticas discretas. As
ateragdes inflamatdrias desta categoria podem regredir se tratadas devidamente. As endometrites
classificadas como categoria Ill impossibilitam a égua de levar a gestagcéo a termo e ndo regridem com
tratamento. Ha fibrose periglandular difusa que se correlaciona com a gravidade do prognéstico. Podem
ser observados também grandes lacunas linfaticas e infiltrado inflamat6rio moderado a intenso.

Por ser a fibrose endometrial o fator mais importante para a determinacdo prognéstica da
fertilidade, houve a necessidade da reclassificacdo dos tipos de endometrite em quatro categorias™.

Kenney & Doig* modificaram essa classificacdo, subdividindo a categoria Il em 1A e 1B, de acordo
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com a quantidade de fibrose endometrial, a correlagdo da fibrose com a capacidade da égua em manter a
prenhez e suaresposta aterapia. Na categoria || A foram incluidas as bi6psias que apresentavam infiltrado
difuso no estrato compacto, ou disperso, em focos, nos estratos compacto e esponjoso; a fibrose encontra-
se esparsa envolvendo ramos glandulares individuais, em qualquer grau de severidade, ou raros
agrupamentos de glandulas. As alteracfes encontradas na categoria 1B sdo difusas ou multifocais, sendo
mais severas e extensas. A Fig. 1 descreve a classificagdo das endometrites cronicas segundo Kenney &
Doig™.

Outros autores como Ricketts & Alonso®, baseados na tese de Ricketts datada de 1975, apud
Ricketts & Alonso?, observaram que as |lesBes endometriais poderiam estar ou ndo acompanhadas por
infiltrado mononuclear, denominando de endometrite crénica infiltrativa as que apresentavam
caracteristicas inflamatdrias e de doenca endometrial degenerativa crénica aquelas em que estavam
presentes ninhos ou cistos glandulares associados a fibrose periglandular ou difusa. Segundo estes autores
a endometrite infiltrativa cronica caracteriza-se por células mononucleares infiltrando o estroma,
engquanto que na doenca endometrial degenerativa crénica predominam as alteracBes degenerativas:
ninhos e/ou cistos associados a fibrose periglandular e/ou estroma difusa. A Fig. 2 demonstra a
classificagiio das endometrites eqiiinas segundo Ricketts, apud Ricketts & Alonso® e Ricketts &
Barrelet®.

A fibrose € um dos principais elementos da reagdo tecidual, sendo portanto importante a
determinacdo de seu arranjo, localizacdo e composicao para se avaiar o grau de comprometimento do
endométrio e as chances de regressdo da les3o j& estabel ecida®®.

A avaliacdo do grau de fibrose endometrial é importante, pois, ao contrario das alteracOes
inflamatdrias, é permanente. Nestas lesdes a deposi¢ao de coldgeno ocorre mais comumente ao redor das
glandulas ou associada & membrana basal™. Essa alteragio compromete a integridade e a funcéo das
glandulas endometriais, estruturas necessérias desde o periodo de pré-implantacdo embrionéria até o
desenvolvimento placentario completo. Nas glandulas fibréticas, o epitélio se diferencia irregularmente,
além de haver modificacdo das secregdes glandulares. Portanto, nos casos mais severos, mesmo que
ocorra implantacdo embriondria, a reducdo ou alteragdo dessas secrecBes podem causar a nutricao
inadequada do feto, podendo resultar em aborto™.

Nunes™, estudando o padréo de distribuicéo e tipos de col4geno, observou maior concentragso de

colageno nas endometrites cronicas nas regides periglandular e perivascular, e no estrato esponjoso. Ao
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correlacionar a gravidade da endometrite com a distribuico do colégeno, concluiu que quanto mais grave
0 grau, mais acentuado o acimulo de colageno ao redor das glandulas. Verificou também que o colageno
dotipo | foi mais freqlente nas lesdes fibréticas periglandul ares nas endometrites incluidas nas categorias
I Belll.

O tipo de colageno presente expressa a cronologia da lesdo, ja que o colageno tipo |11 é o primeiro
a ser depositado durante 0s processos reparativos e fibréticos em geral, sendo posteriormente substituido
pelo do tipo I'°. Um método utilizado para essa tipificacdo é o Picrosirius Red, o qual diferencia os tipos
de colégenos detectando a diferenca de intensidade da birrefringéncia das fibras em microscopico 6ptico
de luz polarizada. Dessa forma, diferentes tonalidades de cor sdo observadas conforme o tipo de arranjo
molecular presente'™ .

Ha evidéncias de que em leses granulomatosas com fibrose persistente ocorre formagéo
progressiva de pontes de ligagdo de colégeno e consegiiente blogqueio de sitios de reagdo com as enzimas
colagenoaliticas, 0 que impede a degradaco das moléculas de colageno®.

Evans et al.°® asseguram que a morfometria auxiliada por computacéo de bidpsias uterinas podem
ser incorporadas ao diagnostico e avaliagdo da fibrose endometrial das éguas. Em conjunto com a
avaliagdo histopatol 6gica a determinacéo da porcentagem de colageno periglandular endometrial permite
estabelecer com maior precisdo a fibrose periglandular no endométrio a despeito de sua distribuic&o,
tamanho do ninho fibrético, camadas de fibrose ou grau de fibrose individual glandular.

Utilizando andlise morfométrica associada & técnica do picrosirius red — polarizacdo, Nunes™
observou que a medida que a lesdo endometrial evolui ha substituicdo progressiva do colageno tipo 111
por coléageno tipo | na regido periglandular. Entretanto, ao realizar a classificagdo das endometrites no
sistema proposto por Kenney & Doig™, notou que amostras apresentando fibrose intensa e infiltrado
inflamatério discreto ou ausente foram englobadas na mesma categoria de outras em que o infiltrado
acompanha a fibrose de forma conspicua. Esses achados permitem supor que processos diferentes,
ocorrendo por diferentes causas, podem estar sendo incluidos na mesma categoria. Troedsson®’ denomina
a fibrose periglandular associada a dilataco glandular como endometrose ou endometrite degenerativa
cronica, sendo esta uma condicéo observada ndo s6 em éguas suscetiveis a endometrite persistente, mas
também naguelas mais idosas sem historico conhecido de inflamag8o. Isto sugere um processo
fibropléasico degenerativo do endométrio sendo muito mais uma consequiéncia do envelhecimento do que

dainflamacdo uterina.
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Walter et a. ?° citam que a endometrose é uma das razbes mais fregiientes da infertilidade em
éguas, levando a alteracBes graves do tecido conjuntivo uterino e das glandulas.

Em um estudo mais recente, Nunes et al. °, classificando 125 casos de endometrite cronica
segundo Kenney & Doig™, descrevem que 18 casos (14,4%) foram incluidos na categoria |, 46 casos
(36,8%) na categoria I1A, 23 casos (18,4%) na categoria II1B e 38 casos (30,4%) na categoria lll. Esses
dados permitiram concluir que 48,8% das bidpsias apresentavam elevado grau de fibrose endometrial
associada ou ndo ainfiltrado inflamatério. No mesmo trabalho, utilizando-se a classificacdo de Ricketts &
Alonso®, verificou-se que as alteracdes de caréter inflamatério predominavam, totalizando 56,8% dos
Casos.

Outros achados morfol 6gicos podem ter relagdo com a fibrose endometrial. E relatada na literatura
a presenca de depositos contendo fosfato de célcio ou carbonato de céalcio no lumen das glandulas
uterinas de éguas portadoras de ateragdes endometriais degenerativas. 1sso poderia ser causado pela
deposicdo de sais de calcio em um nucleo formado por debris celulares presentes nessas glandulas. Este
mecanismo seria andlogo a siaolitiase que, por sua vez, € mais comum em eqliinos do que nas outras
espécies. A formagdo desses célculos no Utero ocorrem predominantemente nas glandulas pouco ou
moderadamente dilatadas e nas fibréticas. Esse processo pode levar a dilatagéo cistica dessas estruturas e
poderia explicar a diferenciagdo miofibroblastica periglandular. Os miofibroblastos podem estar
relacionados com a estimulagdo da producdo da matriz extracelular e sua degradacéo, j& que sdo aptos a
produzir citocinas®™ .

Inoue et al.'® constataram que ha relagdo entre as endometroses e a esclerose vascular da intima e
adventicia de pequenas artérias observadas sob 0 endométrio através de exame histeroscopico, e o grau de
comprometimento dos vasos acompanha a gravidade da lesdo uterina. Este processo vascular pode ser
conseqiiéncia da idade, de inflamacdo cronica e possivelmente de fatores enddcrinos. Porém, outros
estudos obtiveram resultados conflitantes, nos quais houve diferencas individuais entre a progresséo da
ateracdo esclerdtica e o grau da endometrose, ndo podendo ser aquela diretamente atribuida a causa da
enfermidade. Sabe-se que alteragbes no ambiente uterino produzidas pela esclerose das artérias podem
contribuir para a progressdo da endometrose, mas ou esta pode ocorrer como resultado do avango da
idade. Portanto, a patogénese deste processo ainda gera dividas e necessita de estudos mais

aprofundados®.



Trabalho Cientifico 94

Ainda ha relatos de que as ateracbes vasculares relacionadas a idade sdo caracterizadas pela
esclerose da camada média e perivascular. O termo angiose € designado como lesdo degenerativa de
artérias ou veias. Este processo em grau moderado ou grave, atingindo todas as camadas da parede
vascular € mais fregiiente nas éguas com maior nimero de partos. A angiose é freqlientemente observada
em combinagdo com as alteragdes degenerativas de vasos linféticos e do endométrio. E citado que as
lacunas linfaticas tém sido interpretadas como um sina de ma perfusdo uterina. Desta forma, a
endometrose representaria mais uma seqjiiela da congestao endometrial cronica’ %.

A atrofia endometrial, eventualmente resultando em senilidade endometrial, pode ser uma
consequéncia importante da endometrose. A interagdo entre a endometrite e endometrose ainda néo é
completamente compreendida. A reversdo do processo depende de vérios fatores como idade, nimero de
paricBes, status reprodutivo, aspectos clinicos e anormalidades endocrinol gicas™.

Para que se entenda 0 mecanismo patoldgico da fibrose € necess&rio que, primeiramente, se
compreenda o funcionamento normal dos mecanismos de interacdo da matriz extracelular.

A degradacdo da matriz extracelular envolve muitas enzimas, mas as metaloproteinases (MMP)
80 as mai's importantes nesse processo’ ™,

A relacBo entre as MMPs e dteracOes uterinas tem sido estudada nas mulheres’. Nas éguas, héa
evidéncias de que a MMP-2 e a MMP-9 participem do processo fibrético que ocorre na endometrite
cronica®. O estudo destas enzimas e de seus inibidores no processo fibrético endometrial das éguas abre
novas perspectivas na compreensao da patogénese das endometrites cronicas.

Diante do exposto, nota-se que como a patogénese da fibrose endometrial eqliina ainda permanece
obscura, estudos sobre seus mecanismos devem ser desenvolvidos. Esta ateracdo compromete a funcéo
uterina, impedindo a fémea de manter o feto até o final da gestagcdo, o que leva a grandes perdas
econémicas. O estudo dos tipos de colageno que se acumulam na fibrose endometrial é necessario para
gue sgja redlizada a correlacdo entre a cronologia do processo e as alteragdes encontradas na
histopatologia™. InvestigacBes a respeito das metaloproteinases e de seus inibidores nesse tipo de
processo ainda sdo escassos. Novos caminhos na terapia antifibrética podem se abrir a partir da

determinac&o do papel das metal oproteinases nas afeccBes endometriais cronicas.
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RESUMO

A endometrite € a principal causa de reducdo da fertilidade em éguas sendo considerada o problema de
maior importancia clinica nos eqiiinos depois da cdlica e das enfermidades do trato respiratério. A bidpsia
endometrial € o método mais preciso para o diagnostico e estabelecimento do prognéstico da fertilidade
em éguas, ja que permite a avaliagdo da situacdo morfofuncional do endométrio. Por serem os padrdes de
distribuicdo da fibrose e do infiltrado inflamatério as principais caracteristicas para o diagndstico das
endometrites, Kenney propds um sistema de classificacdo para esta enfermidade, posteriormente
modificado por Kenney & Doig. Outras classificagcbes também sdo utilizadas, como a descrita por
Ricketts & Alonso, que procura separar entidades distintas de acordo com o padr&o morfol 6gico da lesdo
endometrial. Estes estudos iniciais permitiram o aprofundamento das pesquisas dos possiveis mecanismos
envolvidos nas endometrites cronicas das éguas. Estudos recentes sobre a classificagdo dos tipos de
coldgeno e tipificagdo do infiltrado inflamatério procuram caracterizar 0 processo, enquanto pesguisas
mais recentes envolvendo enzimas que degradam a matriz extracelular buscam elucidar parte de sua
patogénese ainda ndo total mente compreendida.

Unitermos: Eqiino, Endometrite, Utero, Inflamag&o cronica, Fibrose.

ABSTRACT

Endometritis is the main cause of fertility reduction in mares and is considered the problem of bigger
clinical importance in the equine after the colic syndrome and respiratory system diseases. The
endometria biopsy is the most necessary approach for the diagnosis and establishment of the prognostic
of fertility in mares, since it permits the morphofunctional evaluation of the endometrium. Because the
main characteristics for the diagnosis of endometritis are the standards of distribution of fibrosis and the
infiltrated inflammatory, Kenney proposed a system of classification for this illness, modified later by
Kenney & Doig. Other classifications also are utilized, as the one described by Ricketts & Alonso, which
seeks to separate different entities according to the morphological standard of the endometrial wound.
These initial studies permitted the deepening of the researches on the possible mechanisms involved in
the chronic endometritis of the mares. Recent studies about the classification of the kinds of collagen and
determination of types of the infiltrated inflammatory try to characterize the trial, while more recent
researches involving enzymes that degrade the extra cellular matrix try to explain part of its pathogen not
yet completely understood.

Uniterms: Equine, Endometritis, Uterus, Chronic inflammation, Fibrosis.
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Figura 1. Classificagdo histopatol 6gica das endometrites cronicas das éguas segundo Kenney & Doig™.

CARACTERISTICAS | CATEGORIA CATEGORIA CATEGORIA CATEGORIA
I 1A 1B [l
consideracdes Endométrio sem | AlteracBes Alteracdes Alteracdes
ateracOes discretas. moderadas. severas.
patologicas, ou | Probabilidade de | Probabilidade de Probabilidade de
sdo discretas e levar agestagdo a | levar agestagdo a | levar agestacéo
bem dispersas. termo de 50 a termode 10 a atermo de 10%
Probabilidade 80%. 50%. OU Menos.
delevar a
gestacdo a
termo de 80 a
90%.
infiltrado inflamatorio discreto a difuso eemfocos | difuso e severo
moderado no moderadamente
estrato compacto | severos
ou focos discretos
e freqlientes no
estrato compacto
€ esponjoso
alteragdes fibrdticas discretase difusa com difusae
freqlientes de distribuicéo uniforme de
glandulas uniformee 4 ou glandulas com 5
individuais em mais camadas (2 ou mais ninhos
qualquer graude | ou 4 ninhos por por campo linear
severidade ou campo linear de de5,5mm
menos de 2 5,5 mm em média
ninhos por campo | de 4 campos)
linear de 5,5 mm
(médiade 4
campos)
lacunas linféticas extensas o extensas e severas, dando
suficiente para palpaveis ao Utero aspecto
serem palpaveis de gel
outras ateractes éguas com atrofia éguas com
endometrial atrofia
parcia no fim da endometrial
estacdo de monta severa na estagéo
sdo incluidas de monta estdo
nesta categoria incluidas
resposta ao tratamento ateracOes alteracOes alteracOes
inflamatdrias e inflama-torias e inflamatérias e
linféticas podem | linfaticas podem linféticas podem
melhorar, com reduzir, com melhorar, mas
reclassificacéo reclassificacéo devido afibrose,
para categorial parallA ou ndo ha

menor, mas as
éguas devem ser
submetidas &
inseminacdo
artificial

reclassificacédo
dacategoria
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Figura 2. Classificagio das endometrites eqiiinas segundo Ricketts & Barrelet®.

DIAGNOSTICO CARACTERISTICAS
HISTOPATOLOGICO
Endometrite aguda leucécitos polimorfonucleares infiltrando o epitélio luminal e
estroma, algumas bidpsias apresentam eosinéfilos
Endometrite crénicainfiltrativa células mononucleares, incluindo histiécitos e plasmacitos,

infiltrando o estroma

Doenca endometrial degenerativa crénica | ateracbes degenerativas glandulares (ninhos e€/ou  cistos)

(endometrose) associadas a fibrose periglandular e/ou fibrose estromal difusa
| Atrofia endometrial | atrofia glandular
| Hipoplasia endometrial | hipoplasia glandular

| Hiperplasia endometrial | hiperplasia glandular
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6 - Citacdes no texto: devem ser feitas por nimero sobrescrito.
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Yanaguita et al.’®
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