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RESUMO

NUNES, L.C. Avaliacdo da expressao de metaloproteinases, TIMP-1 e da
esclerose vascular nas endometrites crénicas das éguas. 2006. 99p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2006.

A endometrite € a principal causa de subfertilidade em éguas sendo o0 processo
fibrético fator limitante no desempenho reprodutivo nesta espécie. Este trabalho
teve por objetivos avaliar o colageno presente nas endometrites crénicas das
éguas, a expressdo das enzimas que degradam o colageno e de seus
inibidores e as alteracdes vasculares. 82 bidpsias uterinas recebidas na FMVZ,
UNESP, Botucatu, SP foram classificadas histologicamente e a fibrose foi
avaliada pelos métodos de tricrémico de Masson e picrosirius red. A avaliacdo
vascular foi feita pelo VVG. Verificou-se a expressdo das enzimas MMP-1,
MMP-2, MMP-7, MMP-9 e TIMP-1 por método imunoistoquimico. A quantidade
de coldgeno na fibrose endometrial foi maior nas regifes periglandulares,
perivasculares e no estrato esponjoso, predominando o colageno tipo I. Quanto
maior o grau de endometrite mais acentuada era a esclerose vascular e a
fibroelastose. Nao houve diferenca na expressdo das MMP-1, MMP-2, MMP-7,
MMP-9 e TIMP-1 entre éguas normais e com endometrites. Porém houve
diferenca em relacdo a intensidade de marcagdo notando-se que esta
aumentava em determinadas regides do endométrio. As MMPs e o TIMP-1
estdo envolvidos nos processos fibroticos endometriais das éguas uma vez que
estas enzimas variam em expresséo e intensidade de reagao conforme o grau
de endometrite.

Palavras-chave: endométrio, equino, MMP, TIMP, vasculatura, colageno



ABSTRACT

NUNES, L.C. Metalloproteinases and TIMP-1 expressions and evaluation
of the vascular sclerosis in chronic endometritis of mares. 2006. 99p.
Thesis (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2006.

Endometritis is the main cause of mare subfertility and the associated uterine
fibrotic process is a limitant factor for the reproductive performance. The aim of
this work was to evaluate the collagen distribution and type, the enzymes that
are responsible for collagen degradation and its inhibitors, and vascular
changes in the endometrium of normal and chronic endometritis carrying mares.
So a prospective and comparative study was conducted at Veterinary Hospital
of Veterinary College UNESP, Botucatu-SP. Eighty-two uterine biopsy were
histologically classified in paraffin sections stained with hematoxylin and eosin,
Masson's Trichrome and Verhoeff van Gieson (VVG) stains examined under the
light microscope. Picrosirius red polarization was also used for collagen
evaluation. The MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, and TIMP-1 expressions was
obtained by immunohistochemichal method. The collagen concentration in
fibrotic endometrium was higher at periglandular, perivascular and stratum
spongiosum regions with collagen type | predominance. In the most severe
endometritis had more advanced grades of vascular sclerosis and
fibroelastosis. No difference was found in MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, and
TIMP-1 expressions between normal and chronic endometritis samples, but the
immunohistochemical reaction was more intense in some regions of fibrotic
endometrium. In conclusion, the MMPs and TIMP-1 showed variation in
expression and reaction intensity in the normal and chronic affected
endometrium and may plays a hole in the endometrial fibrotic process.

Key Words: endometrium, equine, MMP, TIMP, vasculature, collagen



1 INTRODUCAO

As endometrites crbnicas sdo tidas como a principal causa de
subfertiidade nas éguas. O estudo realizado por Traub-Dargatz, Salman e
Voss (1991) nos Estados Unidos revelou que a endometrite é o terceiro maior
problema que ocorre em equinos adultos levando a reducédo anual do nimero
de potros e, consequentemente, grandes perdas econdmicas.

As endometrites crénicas exibem padrées morfoldgicos caracterizados por
lesdes inflamatdrias e fibroticas. A fibrose representa um fator limitante na
performance reprodutiva da égua uma vez que é irreversivel e contribui de
maneira significativa para a morte embriondria precoce. A patogénese da
fibrose ainda permanece desconhecida, embora a idade, 0 nimero de parigdes
e 0s processos inflamatérios croénicos do Utero sejam indicados como fatores
contributivos.

A deposicéo de colageno em torno das estruturas endometriais durante os
processo fibréticos esta associada ao remodelamento tecidual que envolve a
sintese e a degradacdo da matriz extracelular. As metaloproteinases (MMPSs)
sdo enzimas que participam deste processo e sdo secretadas por varios tipos
celulares e estimuladas por varios fatores dentre estes as citocinas e os fatores
de crescimento. Estas enzimas podem ser inativadas pelos inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPS) que previnem a acao descontrolada das MMPs.

Por outro lado, as alteracfes vasculares podem estar relacionadas aos
processos de degeneracdo do endométrio, mas também podem estar
relacionadas com a idade avancada. Alguns autores sugerem que as
alteracOes vasculares contribuem para o aparecimento da fibrose endometrial,
mas a relacdo destas com o ambiente uterino e a idade dos animais e a
influéncia destes fatores na endometrose ainda néo estao esclarecidos.

Com base nestes dados este trabalho foi realizado no intuito de entender
melhor os mecanismos envolvidos nas endometrites cronicas das éguas
avaliando as alteracdes vasculares, a deposicdo de colageno e a participacéo

das enzimas envolvidas neste processo.



2 REVISAO DE LITERATURA

O utero equino é constituido de trés camadas: o endométrio (camada
mucosa interna), o miométrio e o perimétrio mais externamente (BANKS,
1992).

O endométrio por sua vez € composto por duas camadas: o0 epitélio
luminal e a lamina prépria. Esta dltima se estende da membrana basal do
epitélio luminal a camada circular interna do miométrio. O epitélio luminal
consiste de células cuboidais a colunares altas, sobre a membrana basal e
variam de tamanho de acordo com o ciclo estral (KENNEY, 1978). Este epitélio
€ composto por células ciliadas e ndo ciliadas ou células secretoras que
apresentam microvilosidades (CHIARINI-GARCIA, 1999).

A lamina propria, onde se localizam as numerosas glandulas
endometriais, € composta pelos estratos compacto e esponjoso, de acordo com
a densidade das células do estroma. O estrato compacto é caracterizado por
alta densidade celular, numerosos capilares localizados logo baixo da
membrana basal e um delicado emaranhado de fibras reticulares. Ja o estrato
esponjoso € caracterizado, principalmente, por baixa densidade celular,
conferindo-lhe uma aparéncia esponjosa pela presenca de capilares, arteriolas,
vénulas, pequenas artérias musculares e numerosos vasos linfaticos
(AMARAL, 2002)

As glandulas endometriais tubulares presentes na lamina propria séo
conectadas ao epitélio luminal por meio de ductos, localizadas principalmente
no estrato compacto. Estes ductos normalmente ndo apresentam ramificagdes
como acontece nas por¢cdes médias e basal, localizadas no estrato esponjoso,
onde as glandulas endometriais podem apresentar cerca de dez ou mais
ramificacfes primarias e secundarias (KENNEY, 1978).

Os produtos da secrecdo dos epitélios luminal e glandular incluem muco,
lipidios, glicogénio e proteinas (BANKS, 1992). Segundo Gray et al (2001) as
glandulas endometriais sintetizam e secretam ou transportam um complexo
grupo de proteinas e substancias denominadas histotroficas que sé&o
essenciais para o desenvolvimento do concepto (embrido e membranas

placentérias associadas).



As secrecdes uterinas sdo importantes para a sobrevivéncia e
desenvolvimento do concepto particularmente em ovelhas, vacas, porcas e
éguas onde um prolongado periodo de pré-implantacdo do embrido precede a
adeséao e placentacdo (GRAY et al., 2001).

Em uma égua normal o Utero esta protegido das contaminacdes externas
pelas barreiras fisicas que consiste da vulva, do vestibulo, da vagina e da
cérvix e qualquer comprometimento em uma destas barreiras pode levar a
infeccdo crénica do Utero (TROEDSSON, 1999).

Um estudo realizado nos Estados Unidos demonstrou que a endometrite é
o terceiro maior problema que acomete animais adultos, sendo o primeiro a
cOlica seguida dos problemas do trato respiratorio (TRAUB-DARGATZ;
SALMAN e VOSS, 1991).

Até relativamente recente as éguas eram classificadas como suscetiveis
ou resistentes as endometrites baseadas na sua capacidade de eliminar
infec¢Bes uterinas dentro de um determinado periodo de tempo ou baseado no
escore da biopsia endometrial (WATSON, 2000). Eguas férteis realizam a
limpeza uterina dentro de 24 a 36 horas ap0s a cobertura. Isto ocorre antes do
embrido entrar no Utero, cerca de 5,5 dias ap0s a ovulacdo (LEBLANC, 2003).
Segundo Troedsson (1999), apos a fertilizacdo o zigoto permanece no oviduto
de cinco a seis dias sendo, depois deste periodo, o concepto transportado até
o liumen uterino. Quando a endometrite persiste por mais de cinco dias, quando
o embrido entra no lUmen uterino, 0 ambiente citotoxico ndo permite a
manutenc¢do da gestacao (WATSON, 2000).

De acordo com Alghamdi et al. (2001) em éguas normais ha um influxo de
polimorfonucleares (PMNs) para o limen uterino dentro de uma hora apos a
cobertura. Estas células aumentam em numero de seis a 12 horas e diminuem
de 24 a 48 horas. Entretanto esta inflamagao pode se desenvolver em condi¢&o
patolégica se a égua nao eliminar os fluidos e produtos inflamatorios
adequadamente.

Estudos em camundongo sugerem que a presenca de fluido, bactérias e
produtos inflamatérios sdo incompativeis com a sobrevivéncia do embrido, se
isto também se aplicar as éguas, o Utero de uma égua normal pode ser capaz
de espontaneamente desenvolver endometrite pds-cobertura e causar a morte
embrionaria (TROEDSSON, 1999).



Defeitos anatdmicos da genitalia, defeitos na contratilidade endometrial,
baixa resposta imune, baixa produ¢do de muco, inadequada drenagem linfatica
ou uma combinacdo destes fatores predispbem ao aparecimento da
endometrite (WATSON, 2000).

A deposicao de sémen no ambiente intra-uterino predispde a uma reacao
inflamatoria resultando de contaminagdo bacteriana do ejaculado ou dos
espermatozoides. Em um estudo recente, aproximadamente 15% da populagéo
de éguas normais desenvolveu endometrite persistente pdés-cobertura
(TROEDSSON, 1999).

Troedsson (1999) cita que a inflamacao persistente do endométrio resulta
em lutedlise prematura e perda embrionaria precoce devido ao aumento das
concentracbes de prostaglandina F,oo (PGF20). No entanto, Ghinter (1992)
afirma que a relacdo entre a inflamacdo uterina com lutedlise secundaria e
baixos niveis de progesterona induzem a morte embrionaria precoce.

Segundo Silva et al. (1987) éguas com afeccbes severas do endométrio
nao sdo completa e definitivamente estéreis, exceto aquelas com problemas
genéticos graves como aberracdes cromossdmicas.

A biopsia uterina, quando associada ao historico reprodutivo e exame
ginecoldgico, € uma ferramenta valiosa utilizada freqientemente na avaliacéo
da fertilidade da égua (RICKETTS, 1975). Esta técnica tem se mostrado de
grande valor no auxilio ao diagndstico de processos patoldgicos do endométrio
fornecendo uma base para o progndstico e tratamento de éguas subférteis
(MANSOUR; FERREIRA e FONSECA, 1999).

A biépsia endometrial pode ser utilizada em éguas vazias apos a estacao
de monta, com repeticdo de cio, com histérico de morte embrionéria precoce e
com endometrite clinica ou piometra. A biopsia também pode ser de grande
valor para o prognostico de correcdes cirurgicas de anormalidades da genitalia
como urovagina, adesdes ou laceracfes cervicais e neoplasias do trato genital
(KENNEY e DOIG, 1986).

Estudos de microscopia de luz no endométrio equino tém revelado:
padrées do desenvolvimento ciclico endometrial, morfologia celular no pos-
parto e alteracbes patologicas do endométrio (FERREIRA-DIAS; NEQUIN e
KING, 1999).



Nielsen (2005) mostrou que a avaliacdo histologica de biopsias
endometriais representa o melhor método para o diagnostico de endometrite e
infecgd@o uterina. Segundo este mesmo autor a histologia endometrial permite a
deteccado da resposta inflamatdria causada por diferentes agentes infecciosos e
de desordens degenerativas crénicas do endométrio na mesma amostra.

As alteracBes histopatolégicas apresentadas pelo endométrio equino
foram descritas em detalhes por Kenney (1978) e incluem 0s processos
inflamatoérios agudos ou crénicos e as alteracdes crénicas degenerativas como
fibrose, dilatacéo cistica e lacunas linfaticas.

Vérias tém sido as metodologias propostas para classificacdo do
endométrio com o objetivo de se avaliar o potencial reprodutivo da égua. A
classificagdo mais amplamente utilizada foi proposta por Kenney (1978) e
modificada por Kenney e Doig (1986), segundo a qual o endométrio da égua
pode ser classificado em quatro categorias (I, IIA, IIB e 1ll) de acordo com a
presenca, distribuicdo e intensidade das lesdes observadas na lamina prépria.
Neste sistema, quanto maior o grau de classificagcdo da biopsia, menor é a
probabilidade do endométrio suportar uma gestacéao.

Ricketts e Alonso (1991) observaram que as endometrites poderiam estar
ou ndo acompanhadas por infiltrado mononuclear, denominando de
endometrite cronica infiltrativa as que apresentavam sinais de inflamacéao e
fibrose e de doenca endometrial degenerativa cronica (endometrose) aquelas
em gue estavam presentes apenas ninhos ou cistos glandulares associados a
fibrose periglandular ou difusa.

A endometrite crbnica infiltrativa e a doenca endometrial degenerativa
cronica sdo as duas alteracfes histopatologicas mais comumente observadas
nas bidpsias endometriais de éguas inférteis e subférteis (RICKETTS e
ALONSO, 1991). Ricketts e Barrelet (1997) realizaram um estudo retrospectivo
em 4241 bidpsias uterinas equinas e encontraram que 92% das amostras
revelaram endometrite crbnica infiltrativa, 56% endometrite degenerativa e 55%
mostraram endometrite aguda com infiltrado inflamatorio polimorfonuclear.

A endometrite provavelmente tem origem multifatorial sendo que a falha
do clearance uterino certamente contribui para isto. A endometrose € definida

como uma condicdo degenerativa que resulta de inflamac&o aguda. As éguas



com endometrose podem falhar para conceber e manter a prenhez e isto pode
resultar em infecgdes cronicas uterinas (DASCANIO et al., 1998).

Doig, McNight e Miller (1981) citaram que a doenga endometrial
degenerativa crbnica € uma condicdo progressiva inevitavel e esta associada
mais com os efeitos da idade do que com o numero de partos. Ja Watson
(2000) afirma que a endometrose ndo € uma condicdo pos-cobertura, embora
esteja associada a falha do clearance uterino, mas também pode ser resultado
de repetidas inflamagdes e do avanco da idade.

As alteracOes degenerativas, embora ndo necessariamente irreversiveis,
tendem a ser progressivas e contribuem para o declinio do potencial de
fertilidade. Existem hipéteses que a endometrite crbnica infiltrativa seja um
sinal de resposta imune local e que a endometrite degenerativa seja a resposta
a inflamacédo cronica, aumento da idade e/ou possiveis fatores enddcrinos
(RICKETTS e ALONSO, 1991).

Um estudo realizado por Papa et al. (1998) revelou que de 17 éguas que
apresentaram morte embrionaria precoce, nove mostraram endometrite aguda
e/lou cronica, duas apresentaram fibrose periglandular e seis apresentaram
combinacdo de ambos, sugerindo que o0s processos inflamatérios que
envolvem o endométrio representam a maior causa de morte embrionaria nesta
espécie.

Ekici et al. (2001) realizaram um estudo em éguas que apresentavam
problemas reprodutivos ha mais de dois anos. Neste estudo foram utilizadas 36
éguas entre 7 e 18 anos de idade, classificadas segundo Kenney e Doig (1986)
como categoria IIA, IIB e Ill. Apos a inseminacdo apenas 3 de 8 éguas da
categoria IIA emprenharam. Nenhuma égua dos outros grupos obteve prenhez
demonstrando que éguas com endometrites crénicas tém reduzida capacidade
de manter a gestagao.

Dascanio et al. (1998) relataram que éguas com endometrose podem ter
cistos ou problemas de clearance uterinos. Isto pode ser devido a idade, visto
que éguas velhas apresentam ma conformacdo perineal, baixo ténus
miometrial e fibrose uterina aumentada quando comparadas com éguas jovens.
Ricketts e Alonso observaram que éguas velhas, independente das alteracdes
relacionadas ao sémen, infeccdes, prenhez, partos e/ou involucdo uterina pos-

parto apresentaram sinais avancados de doenca degenerativa endometrial.



Os cistos endometriais podem afetar a fertilidade quando numerosos ou
aumentados de tamanho e interferem com a motilidade embrionéria, absor¢éo
de nutrientes pelo concepto, reconhecimento materno da gestacdo e
placentacdo (DASCANIO et al.,, 1998). A atrofia do endométrio também
interfere com a fertiidade e tem sido relacionada a um processo de
envelhecimento do utero da égua. Este quadro de atrofia endometrial é
geralmente complicado pela presenca de endometrite cronica (TROEDSSON e
LUI, 1991).

Ferreira-Dias, Nequin e King (1999) encontraram uma populacéo
dominante de células claras ricas em estruturas degeneradas e poucas células
ciliadas nas glandulas endometriais de éguas classificadas na categoria |l
sugerindo que estes achados sejam sinais de processos patolégicos nestas
eéguas. Estes mesmos autores afirmaram que se as células claras séo células
glandulares lesadas isto pode ser resultado de suprimento sanguineo
inadequado para as glandulas ou devido a barreira fibrética depositada em
torno destas.

A deteccéo da fibrose endometrial pode refletir alteracdes degenerativas e
inflamatoérias do endométrio. Entretanto, a identificacdo de varios graus de
fibrose difusa ou periglandular em combinacdo com a infiltragdo de células
inflamatoérias indicam exposicdo persistente ao agente (TROEDSSON;
MORAES e LIU, 1993).

A fibrose periglandular pode lesar a superficie endometrial, reduzir o
crescimento microcotiledonario, reduzir a taxa de crescimento fetal e alterar a
secrec¢do de substancias histotréficas (EVANS; MILLER e GANJAM, 1998).

A fibrose € um dos principais elementos da reacdo tecidual, sendo,
portanto, importante a determinacdo de seu arranjo, localizacdo e composicao
para se avaliar o grau de comprometimento do endométrio (NUNES, 2003).
Entretanto a patogénese da fibrose periglandular ainda permanece
desconhecida, embora a idade, o numero de paricdes e 0 uso de medicacdes
causticas intra-uterinas possam contribuir para o aparecimento do processo
(EVANS; MILLER e GANJAM, 1998).

A avaliagdo do grau de fibrose endometrial € importante, pois, ao contrario
das alteracdes inflamatorias, € permanente. Nestas lesbes a deposicdo de

coladgeno ocorre mais comumente ao redor das glandulas ou associada a
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membrana basal (KENNEY e DOIG, 1986). A fibrose pode estar localizada no
estrato esponjoso, envolvendo a base das glandulas, resultando na formacéo
dos ninhos fibréticos, ou ainda no estrato compacto envolvendo os ductos das
glandulas, o que pode comprometer o fluxo de secrecdo, resultando na

dilatacdo glandular e formacao de cistos (AMARAL, 2002).

E comum na prética laboratorial utilizar coloragbes como o tricromico de
Masson para avaliagdo de amostras endometriais. Este método tem sido
utilizado para identificar a fiborose endometrial patolégica (BLANCHARD et al.,
1987). O aumento do numero de camadas de tecido conjuntivo em volta das
glandulas endometriais correlaciona-se significativamente com baixa fertilidade:
éguas com uma média menor do que trés camadas de fibrose periglandular
tém 75% de probabilidade de levar uma gestacéo a termo, enquanto que éguas
com uma meédia maior do que 3,5 camadas apresentam um prognostico pior
(25%) para fertilidade (LEISCHMAN; MILLER e DOIG, 1982)

Embora as fibras colagenas aparecam geralmente bem coradas por este
método, outras estruturas que contém colageno (como as fibras reticulares e as
membranas basais) ndo sdo coradas seletivamente pelos métodos tricromicos.
Deste modo, os varios tipos de colageno ndao podem ser distinguidos (CALDINI,
1992).

Outro método também utilizado é o de Picrosirius Red associado a
microscopia de polarizacdo. Este meétodo histoquimico € especifico para
deteccdo de estruturas compostas de moléculas de colageno orientadas
(MONTES e JUNQUEIRA, 1991). Este método provou ser util para o estudo
dos diferentes tipos de colageno em cortes histologicos obtidos de amostras
normais e em varios modelos patologicos (JUNQUEIRA et al., 1980).

Segundo Andrade et al. (1999) o exame ao microscopio de luz polarizada
de cortes corados pelo método de Picrosirius representa um eficiente meio
para estudar a cronologia das lesdes fibroticas. Também ¢é utilizado para
estudar a distribuicdo dos colagenos Tipo | e Tipo Ill. O primeiro aparece na
forma de fibras espessas, amareladas ou avermelhadas, birrefringentes e o
segundo com birrefrigéncia fraca, caracterizado por fibras esverdeadas.

Ha evidéncias de que, em lesdes granulomatosas com fibrose persistente,

ocorre formacao progressiva de pontes de ligacdo de colageno e consequente
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bloqueio de sitios de reacdo com as enzimas colagenoliticas, o que impede a
degradacgdo das moléculas de colageno (ANDRADE et al., 1999).

A presenca de quantidades crescentes de coldgeno ao redor das
glandulas e logo abaixo da membrana basal do epitélio luminal provavelmente
interfere na fisiologia normal das células glandulares e do epitélio luminal, uma
vez que impedem o intercambio normal entre estas estruturas e os capilares
adjacentes (KENNEY, 1978).

No que diz respeito ao endométrio eqliino o estudo histoquimico e ultra-
estrutural do colageno na fibrose periglandular revelou que a base molecular da
fibrose endometrial equina reside na substituicdo do colageno tipo Ill, presente
na maior parte da lamina prépria do endométrio, por colageno do tipo I, o que
demonstra que o colageno estd envolvido nas bases moleculares desta
patologia (CALDINI, 1992).

Walter et al. (2001) avaliaram a presenca de colageno tipo I, I, 1V,
laminina e fibronectina em éguas normais e com endometrose e observaram
que a distribuicdo do colageno tipo | foi dependente do estagio no ciclo estral.
Estes mesmos autores demonstraram que as éguas com endometrose
apresentaram arranjo das fibras colagenas tipo | e lll semelhante ao das éguas
normais.

Nunes (2003) estudando o padrdo de distribuicdo e tipos de colageno nas
endometrites cronicas observou que havia maior concentracdo nas regides
periglandular e perivascular e no estrato esponjoso. Ao correlacionar a
gravidade da endometrite com a distribuicdo do colageno, concluiu que quanto
mais grave o grau, mais acentuado o acumulo de colageno ao redor das
glandulas. Verificou também que o colageno do tipo | foi mais freqiente nas
lesBes fibréticas periglandulares nas bidpsias incluidas nas categorias IIB e 1.

Walter et al. (2001) afirmaram que a fibrose periglandular em amostras
com endometrose ndo € caracterizada pelo aumento da incidéncia de fibras
colagenas, mas pelo arranjo de fibroblastos periglandulares, em uma ou mais
camadas. Segundo estes mesmos autores os fibroblastos se diferenciam em
miofibroblastos e trazem sérias conseqiéncias ao epitélio glandular uterino ou
as células estromais, tendo em vista que os miofibroblastos sdo capazes de
produzir citocinas e que estas interferem com a producdo e degradacdo da

matriz extracelular.
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Segundo Montenegro e Franco (1999) o que leva as células do tecido
conjuntivo a proliferar e secretar os componentes da matriz extracelular sé&o
mensageiros quimicos sob a forma de peptideos secretados por varios tipos
celulares (citocinas). Entre estas células, os macréfagos e os linfécitos T estédo
entre as mais importantes. Segundo Walter et al. (2001) os fibroblastos
representam um papel essencial na sintese e regulacdo do tecido conjuntivo e
estdo envolvidos no processo fibrotico.

Vérios estudos tém revelado que a matriz extracelular ndo apenas fornece
aos tecidos um suporte estrutural, mas tambéem troca informacdes com as
células, modulando uma série de processos que incluem: desenvolvimento,
migracéo celular, adeséao, diferenciacdo e reparo (BRANTON e KOPP, 1999;
MARTINEZ-HERNANDEZ, 1999). A sintese e degradacdo da matriz
acompanham dentre outros fatores os processos fibréticos (COTRAN; KUMAR
e COLLINS, 1999).

Mansour, Henry e Ferreira (2003) verificaram a distribuicdo de
componentes da matriz extracelular em amostras de endométrio equino
durante o ciclo estral. Estes autores encontraram que o colageno IV estava
presente na membrana basal das glandulas endometriais e do epitélio luminal
e, ainda, nos capilares sanguineos. Também foi verificada a expressdo de
laminina e fibronectina. A laminina foi observada na membrana basal das
glandulas endometriais e dos capilares sangiineos e a fibronectina no
intersticio endometrial e nos vasos sanguineos.

Segundo Branton e Kopp (1999) em circunstancias normais, no
remodelamento tecidual, a taxa de sintese das proteinas da matriz séo
balanceadas por proteinas de degradacdo, catalizadas por varias familias de
enzimas, incluindo plasmina e metaloproteinases (MMPSs).

O plasminogénio é produzido no figado e nos rins e é liberado para outros
tecidos pela circulagdo. A plasmina é a enzima na forma ativa e degrada
fibrina, fibronectina e laminina e ativa as gelatinases, colagenases e fator
transformador do crescimentof (TGF-B) (BRANTON e KOPP, 1999).

As MMPs constituem mais de 20 tipos e sao divididas em quatro grupos:
as colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) que degradam os
colagenos fibrilares I, Il e lll; as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) que degradam o
colageno amorfo e fibronectina; as estromalisinas (MMP-3, MMP-7 e MMP-10)
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que degradam componentes da membrana basal como colageno IV e V,
laminina e outras proteinas como a fibronectina; as metaloproteinases tipo
membrana (MT-MMP) que degradam colageno | e lll, fibronectina, laminina,
entactina/nidogénio, tenascina e perlecan e ainda ativam outras MMPs
(BRANTON e KOPP, 1999; GOFFIN et al., 2003).

Segundo Contran, Kumar e Collins (1999) as MMPs sao secretadas por
macrofagos, neutrdfilos, células epiteliais, fibroblastos, células sinoviais, dentre
outras. A secrec¢do € induzida por varios fatores dentre estes as citocinas e 0s
fatores de crescimento. De acordo com Branton e Kopp (1999) as MMPs
podem ser inativadas pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1,
TIMP-2 e TIMP-3) que sao produzidos principalmente por células
mesenquimais e previnem a a¢ao descontrolada das MMPs.

Gonzalez et al. (2002) citam que as MMPs sdo uma familia de enzimas
com caracteristicas em comum: (1) existem na forma de pro-enzimas, que séo
biologicamente inativas, ou como enzimas ativas que tem alto grau de
afinidade pelos substratos dos componentes do tecido conjuntivo como 0s
colagenos, elastina e proteoglicanas; (2) tém complexos mecanismos de
ativacdo que podem envolver uma ou mais etapas nas quais ocorre proteodlise
parcial ou remodelamento estrutural da pré-enzima resultando na descoberta
do seu local de acdo (que contém zinco e requer célcio para a sua funcéo
catalizadora); e (3) séo sujeitas a inativagao por complexos inbidores (TIMPS).

As metaloproteinases da familia das estromalisinas estdo envolvidas em
algumas fung¢des do trato reprodutivo humano incluindo ovulacéo, placentacéo,
implantacdo, partos e involucao uterina pos-parto (OSTEEN et al., 1994). Estes
mesmos autores citam que as estromalisinas também participam de outros
processos como a morfogénese dos o6rgdos durante o desenvolvimento
embrionario e processos patoldgicos de neoplasias invasivas e metastases.

A avaliagdo da expressdo de MMP-2, MMP-9 e TIMPs foi realizada por
Riley et al (2001) durante o crescimento folicular em ovarios equinos. Os
resultados desta avaliacdo mostraram que a MMP-2 e a MMP-9 estavam
localizadas nas células estromais, células da granulosa e da teca. Os TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 estavam presentes nas células da granulosa e da
teca dos foliculos e associados ao estroma ovariano. Os autores deste estudo

sugerem que as MMPs e os TIMPs estejam envolvidos na regulacdo da matriz



14

extracelular durante o desenvolvimento folicular e migracdo do foliculo para a
fossa ovulatéria.

Song, Porter e Coomber (1999) acreditam que as células estromais
ovarianas da égua produzem importantes componentes da matriz extracelular e
que estes representam papel fundamental no remodelamento tecidual durante
o0 crescimento folicular. Estes autores observaram a presenca de MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 nas células estromais ovarianas nesta
espécie.

Segundo Noguchi et al. (2003) o endométrio humano produz diferentes
tipos de MMPs. No endométrio normal, as MMP-1 e MMP-3 foram observadas
nas células estromais durante as fases pré-menstrual e menstrual. As MMP-2 e
MMP-9 foram observadas nas células estromais e epitélio glandular durante o
ciclo menstrual ou na fase secretéria. A MT1-MMP foi observada no epitélio
endometrial durante o ciclo menstrual.

Liu, He e Peng (2002) verificaram a expressdo de MMP-9 no endométrio
eutopico e ectopico de mulheres e mostraram que os tecidos com
endometriose processam niveis de gelatinases mais altos do que o tecido
normal e acreditam que a MMP-9 possa ser importante para o crescimento
invasivo e a implantacdo do tecido endometriotico.

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 leucdcitos, porém observada em maior
intensidade no tecido menstrual em degeneracgéo. Ja a MMP-9 é encontrada no
epitélio somente durante a fase secretoria precoce e durante a menstruagao
esta presente predominantemente em leucocitos (ZHANG e SALAMONSEN,
2002).

Po-Yin Chu et al. (2002) avaliando o papel das MMPs no endométrio de
30 cadelas, observaram que a MMP-2 (forma latente e ativa) e a MMP-9 (forma
latente) foram detectadas no endométrio de todos os animais. A forma latente
da MMP-7 e a forma ativa da MMP-9 foram observadas somente em uma
cadela em anestro e nas cadelas com hiperplasia cistica endometrial, piometra
e nos animais entre duas e trés semanas pos-parto. Os autores concluiram que

o estudo das MMPs no endométrio canino pode representar um importante
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papel na hiperplasia cistica endometrial, piometra e no pés-parto. Porém, nao
observaram envolvimento das MMPs com a degeneracao do epitélio luminal.

Foi demonstrado por Vagnoni, Ginther e Lunn (1995) que no Utero das
éguas a invasdo de uma subpopulacdo de células trofoblasticas (chorionic
girdle cells), durante a formacao da cinta coridnica é dependente da acao de
metaloproteinases.

Porto et al (2005) avaliaram a expressdo de MMP-2 e MMP-9 no
endométrio equino e observaram que o tecido intersticial apresentou marcagao
positiva difusa para MMP-2, tanto no estrato compacto quanto no estrato
esponjoso. Além disso, as células do epitélio luminal, do epitélio glandular e a
parede de algumas arteriolas também apresentaram imuno-reatividade para
esta enzima. A expressdo da MMP-9 foi detectada principalmente na periferia
dos focos fibroticos periglandulares do estrato esponjoso. A expressao desta
metaloproteinase foi observada, de forma esparsa, em células inflamatérias
presentes nos focos fibroticos intersticiais. Com base nestes dados os autores
sugerem que pode haver envolvimento das metaloproteinases no processo
fibrético que ocorre na endometrite cronica das éguas. Walter et al. (2005)
avaliaram a expressdo de MMP-2 na fibrose periglandular das éguas e
verificaram que a expressao desta enzima estava associada com a dilatacéo e
fiborose glandular. Quanto a distribuicdo no endométrio, estes autores
observaram que a MMP-2 estava localizada no estrato compacto no
endométrio de éguas saudaveis e com endometrose. Os autores sugerem que
a MMP-2 tenha um papel importante nas alteragbes da homeostase da matriz
extracelular em regides de fibrose endometrial.

Alguns autores citam que as MMPs podem sofrer influéncias hormonais e
que isto pode levar a alteracdes na expressao destas enzimas. Osteen et al.
(1994) em humanos e demonstraram através de cultivo celular que a
progesterona é um importante inibidor das estromalisinas.

Um estudo realizado por Gonzéalez et al. (2002) sobre a presenca das
MMPs e TIMPs em lesdes cardiacas e sarcoidose pulmonar em humanos
revelou que a MMP-1 foi bastante expressa pelas células gigantes
multinucleadas e de forma moderada pelas células endoteliais e pelas células
da musculatura lisa bronquiais nos granulomas pulmonares. Neste mesmo

trabalho, a MMP-2 foi mais expressa pelas células epitelidides e macrofagos
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enquanto que a MMP-7 e a MMP-9, pelas células gigantes multinucleadas,
células epitelidides e macroéfagos. Observou-se, ainda, que a marcacdo da
MMP-7 foi bem mais fraca que MMP-1 e MMP-2 e que a MMP-3, embora tenha
apresentado marcacado positiva, ndo apresentou padrdes distintos de
localizacdo em nenhum tipo celular.

Arthur (2000) observaram em estudos de fibrose hepética que as células
estreladas hepaticas quando ativadas, exibindo fenétipo de miofibroblastos,
secretam pro-MMP-2, induzidas pela presenga 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
diminuicao rapida e significativa do nivel de TIMP .

Tem sido demonstrado que os TIMPs inibem a invaséo celular (in vitro),
tumorigénese, metastases (in vivo) e angiogénese. Os TIMP-1 e TIMP-2 tém
atividade mitogénica em variados tipos celulares, entretanto a alta expresséo
destes inibidores reduz o crescimento tumoral. O TIMP-2 age como inibidor do
fator de crescimento de fibroblastos (NAGASE e WOESSNER JR, 1999).

Lenhart et al. (2002) demonstraram que no Utero 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 placentacao.

Freitas et al. (1999) realizaram um estudo para verificar a expressao das
MMPs e TIMPs nos vasos sangiiineos no endomeétrio humano e constataram
gue tanto as MMPs quanto TIMPs participam dos processos de remodelamento
durante a angiogénese e menstruacdo e sugerem que as alteracdes ciclicas
envolvem componentes vasculares.

A degeneracdo vascular endometrial também contribui para o retardo do
clearance uterino. A esclerose (angiose) das veias, artérias e arteriolas
também conhecidas como esclerose da prenhez em humanos tem sido
observada em bidpsias equinas (SCHOON; SCHOON e KLUG, 1999). As
alteracOes degenerativas observadas incluem elastose, fibrose e fibroelastose
dos vasos bem como a fibrose perivascular e a calcificacdo (LEBLANC, 2003).

A angiose parece reduzir indiretamente a fertilidade pela redugdo da
perfusdo endometrial e pelos distarbios de drenagem uterina causados pela
reducao da funcéo das veias (LEBLANC, 2003). Segundo Inoue et al (2000) as
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alteracbes patologicas no uUtero produzidas pela esclerose vascular podem
contribuir para a endometrose ou a esclerose e a progressdo para a
endometrose podem ocorrer simultaneamente como resultado da idade.

A maior evidéncia clinica de angiose nas éguas € a persisténcia do edema
endometrial ap6s a ovulacdo. Durante o estro ocorre uma linfangiectasia
fisiologica que resulta em edema tipico. O edema desaparece rapidamente
apos a ovulagdo, demonstrando que os mecanismos de drenagem estdo
funcionalmente intactos. Quando isto ndo ocorre resulta em edema patoldgico
caracterizado por linfangiectasia persistente que € comum em éguas velhas e
multiparas (LEBLANC, 2003).

Um estudo sobre as alteragbes vasculares observadas no endométrio
equino revelou que 0s animais que apresentaram 0S maiores graus de
endometrose com ninhos glandulares difusos e/ou cistos associados a fibrose
periglandular grave ou estromal difusa, apresentaram alteracdes vasculares
severas (INOUE et al., 2000). Oikawa et al. (1993) relataram que as artérias
uterinas de éguas que tiveram mais de uma gestacdo exibiam elastose da
intima ou adventicia.

Através da videoendoscopia, Inoue et al. (2000) observaram que
pequenas artérias localizadas abaixo do endométrio apareciam com a
coloracdo mais clara. Com base nestes dados estes autores propuseram uma
classificacdo histolégica para as alteracdes vasculares divididas em quatro
grupos a saber: tipo 1 — lesdes arteriais ndo sao significativas; tipo 2 — observa-
se espessamento da camada intima com multiplicacdo da lamina elastica; tipo
3 — moderada elastose caracterizada por espessamento da camada intima e
aumento das fibras elasticas na camada adventicia; tipo 4 — severa elastose
tanto na camada intima quanto na adventicia.

Griuninger et al. (1998) realizaram estudo sobre a relacdo entre as
angiopatias e a idade a numero de paricbes em éguas e observaram que e
perivasculite foi observada em apenas 20,5% das amostras enquanto que a
angiose foi notada em 88,9%. Foi verificado neste mesmo estudo que as éguas
virgens ndo mostraram alteracdes vasculares graves, entretanto, nas éguas
velhas (entre 13 e 19 anos) e multiparas, observou-se moderada degeneracao

da membrana elastica interna e perifibrose ou perifibroelastose.
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A relacéo entre o ambiente uterino, a esclerose vascular e a idade e como
estes fatores interferem com a endometrose ainda ndo séo claros (INOUE et
al., 2000).

O resultados dos estudos morfolégicos das endometrites cronicas das
éguas tém adicionado dados importantes para o entendimento da etiologia,
patogénese, diagndstico, tratamento e progndstico deste processo. No entanto,
por se tratar de um processo patoldgico complexo, estudos recentes
demonstram que esta afeccdo continua sendo um problema sério nas criacdes
de equinos.

A analise histopatologica das lesbes crbnicas endometriais fornece
informagdes sobre o estado funcional da mucosa uterina e a evolugdo do
processo inflamatério. A identificacdo dos tipos celulares presentes nesta
resposta, através da imunofenotipagem, permite um melhor entendimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos no processo. Por outro lado, sendo a
fibrose um dos elementos principais da reacéo tecidual, a determinacdo do seu
arranjo, localizacdo e composi¢cédo poderdo ajudar na identificagdo do grau de
comprometimento do endométrio e das chances de regressdo da lesédo ja
estabelecida. O estudo dos tipos de colageno que se acumulam na fibrose
endometrial € necessario para que seja realizada a correlacao cronoldgica com
as alteracbes encontradas na histopatologia. A avaliacdo da esclerose vascular
poderéa trazer dados importantes sobre a habilidade reprodutiva das éguas em
relacdo a idade. Estudos sobre a expressdo das metaloproteinases e seus
inibidores poderao auxiliar no entendimento deste processo, pois tais enzimas
participam ativamente do remodelamento tecidual e ainda ndo se conhece o

verdadeiro papel das MMPs e dos TIMPs no endométrio eqtino.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

= Avaliar o tipo de colageno, a expressao das enzimas que degradam
0 colageno e de seus inibidores e as alteracbes vasculares

presentes nas endometrites crénicas das éguas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Categorizar as endometrites cronicas das éguas nos sistemas de
classificacdo histologica descritos por Kenney e Doig (1986) e
Ricketts e Alonso (1991);

= Avaliar a fibrose endometrial caracterizando os tipos e a proporcao
de colageno envolvidos neste processo;

= Avaliar a esclerose vascular e o grau de fibroelastose presente nos
processos crénicos endometriais das éguas;

= Verificar a expressdo e a distribuicdo das metaloproteinases
(MMPs) e dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) no
endométrio de éguas normais e portadoras de endometrites

cronicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia do material

Foram utilizadas 163 bidpsias uterinas provenientes dos Servicos de
Patologia Veterinaria e de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu, SP. Este
material incluiu bidpsias provenientes da rotina de diagnostico do Hospital
Veterinario, bem como aquelas enviadas por clinicas particulares e
profissionais autbnomos durante o periodo de 1987 a 2004. Do total de casos
levantados foram selecionados apenas 82 biopsias.

Os dados clinicos referentes aos 82 casos nao foram utilizados devido a
dificuldade de acesso as fichas clinicas dos animais. Apenas as biopsias das

quinze éguas normais possuia histdrico reprodutivo.

4.2 Levantamento dos casos

Apés o levantamento dos casos nos arquivos de fichas, foram
selecionadas as laminas e os blocos de parafina, correspondentes, no
Laboratério de Histopatologia da FMVZ. De cada bloco foram obtidos novos
cortes histolégicos e as laminas foram reavaliadas para a confirmagdo do
diagndstico. As amostras utilizadas neste estudo foram selecionadas de acordo

com a qualidade do material emblocado.

4.3 Processamento do material

Tanto as biopsias correspondentes ao material recuperado do arquivo do
Servico de Patologia Veterinaria e de Reproducdo Animal como 0s casos
encaminhados durante o desenvolvimento deste trabalho foram submetidos ao
mesmo tipo de processamento laboratorial, ou seja, fixacdo em solucéo de
Bouin durante 24 horas seguida da imersdo em alcool 70% e posterior inclusao
em parafina, de acordo com as técnicas de rotina histopatoldgica.

Dos blocos selecionados, foram obtidos cortes com espessura variando
de trés a cinco micrébmetros (um) para coloracdo pelos métodos de
Hematoxilina e Eosina - HE (LUNA, 1968), Tricromico de Masson (LUNA,
1968), Picrosirius Red (JUNQUEIRA, COSSERMELI e BRENTANI, 1978) e
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Verhoeff Van Gieson (VERHOEFF, 1908). Do mesmo material foram também

retirados 0s cortes para o processamento imunoistoquimico.

4.4 Avaliacao histoquimica

4.4.1 Método de 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 Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ. Para a
padronizacao desta técnica foram utilizados fragmentos de endométrio equino
com diagnéstico de endometrite crénica, colhidos durante exame necroscépico.
Os fragmentos de endométrio foram processados da mesma maneira que as
bidpsias uterinas, ou seja, fixados em solucédo de Bouin a 10% por 24 horas e,
em seguida, colocados em solugédo de &lcool a 70%. Apds 0 processamento
histoldgico e a inclusdo em parafina foram feitos cortes com cinco micrémetros
de espessura.

As laminas foram submetidas ao processamento de rotina de
desparafinizacdo e hidratacdo e em seguida, colocadas em solugcédo de Bouin a
60°C, em estufa, por uma hora. Apés o resfriamento a temperatura ambiente,
foram lavadas em agua corrente por um minuto e passadas rapidamente em
agua destilada. ApGs esta etapa, as laminas foram colocadas em suporte de
coloracao e os corantes foram aplicados na seguinte ordem:

= Hematoxilina de Weight por cinco minutos, lavagem em agua corrente
por cinco minutos, seguida de lavagem em agua destilada;

= Fuccina Acida adicionada de Ponceau por dez minutos, lavagem em
agua corrente por um minuto, seguida de lavagem em agua destilada;

= Acido fosfomolibdico a 5% por cinco minutos até o clareamento dos
cortes e lavagem em agua corrente e agua destilada rapidamente;

= Azul de anilina a 2,5% por oito minutos, lavagem em &agua corrente e
agua destilada rapidamente e Acido acético por um minuto.

= ApOs a passagem pelos corantes, as laminas foram submetidas aos
processos de desidratacao e montagem.

AplOs a passagem pelos corantes, as laminas foram submetidas aos

processos de desidratacdo e montagem.
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4.4.2 Método de Picrosirius Red

A utilizacdo desta técnica, descrita por Junqueira, Cossermelli e Brentani
(1978), seqguiu o roteiro da Apostila de Técnicas de Coloracdes Especificas do
Departamento de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da UNESP.
Para a padronizacdo do método, foram utilizados fragmentos de endométrio
equlino que apresentavam alteracao fibrética significativa, colhidos de animais
encaminhados para necropsia no Servico de Patologia. Os fragmentos, com
cinco micrébmetros de espessura foram processados da mesma maneira que as
biopsias uterinas, conforme descrito anteriormente.

As laminas foram submetidas aos processos de desparafinizacdo e
hidratacdo e em seguida processadas da seguinte maneira:

= Imersdo em solucdo de acido fosfomolibdico a 0,2% por dois minutos e
em seguida lavagem em 4gua corrente e 4gua destilada;

* Imersdo em uma solucdo a 0,1% de Direct Red (Direct Red 36554-8,
Sigma Chemical C.O., St. Louis M.O., E.U.A) dissolvido em acido picrico
a 1,5% (aquoso saturado) durante 110 minutos;

= |mersé@o em solucdo de acido cloridrico a 0,1N por dois minutos.

Apés estas etapas, o material foi lavado em solucdo de alcool a 70%,
durante 45 segundos e submetido aos processos de desidratacdo e montagem
em resina sintética.

Para a verificagdo do padrao de qualidade da coloragdo e a confirmagéo
da refringéncia das fibras coldgenas, as laminas foram observadas no
microscopio de luz polarizada (campo escuro), modelo Axio Imager Al (Carl
Zeiss, Alemanha) do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP.

4.4.3 Método de Verhoeff Van Gieson

A utilizac&o desta técnica, descrita por Verhoeff (1908), seguiu o roteiro da
Apostila de Técnicas de Coloracdes Especificas do Laboratério de
Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ. Para a
padronizacdo do método, foram utilizados fragmentos de aorta e endométrio
equinos, colhidos de animais encaminhados para necropsia no Servico de
Patologia.
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As laminas foram submetidas aos processos de desparafinizacdo e
hidratacdo e em seguida processadas da seguinte maneira:
= Deposicéo do corante de Verhoeff sobre as laminas por 15 minutos e em
seguida lavagem em agua corrente e agua destilada;
= Diferenciacdo por 20 segundos em cloreto férrico aquoso a 2%,
observando em &gua ao microscopio, até que as fibras elasticas
aparecessem em preto e os nucleos em cinza;
» Quando diferenciadas em excesso, as laminas eram novamente coradas
com o Verhoeff;
= Lavagem em agua corrente;
* Imersdo em solucdo de tiossulfato de sédio a 5% por um minuto para
retirada do excesso de iodo;
= Lavagem em agua corrente e agua destilada;
» Imersdo em solucao de Van Gieson por cinco minutos;
= Lavagem em &lcool a 95% rapidamente.
ApOs a passagem pelos corantes, as laminas foram submetidas aos

processos de desidratacao e montagem.

4.5 Avaliacdo imunoistoquimica

4.5.1 Padronizacao das técnicas

A padronizacdo da técnica de imunoistoquimica foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ,
UNESP, Botucatu, SP e no Laboratério de Patologia Molecular da Faculdade
de Medicina, UNESP, Botucatu, SP.

Para a padronizacdo desta técnica foram utilizados fragmentos de
endométrio equino, fixados em Bouin e blocos de parafina contendo amostras
de tecido de granulacdo em pele de equino e de carcinoma mamario de cadela,
provenientes do Servico de Patologia Veterinaria. Também foram utilizadas
amostras de placenta e de carcinoma mamario humano obtidas no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu. As
amostras de tecido de granulacdo, placenta e carcinoma mamdario (canino e

humano) foram utilizadas como controle positivo para as MMPs e TIMP-1.
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4.5.2 Anticorpos utilizados
TIMP-1 (C-20 SC 6832) — Anticorpo policlonal humano que reconhece a
glicoproteina TIMP-1 (inibidor tecidual de metaloproteinases — 1) expressa em
varios tipos celulares.
MMP-1 (RDI-MMPlabm-E5) — Anticorpo monoclonal humano que se liga as
formas latente e ativa da enzima MMP-1.
MMP-2 (RDI-MMP2abm-5D) — Anticorpo monoclonal humano que se liga as
formas latente e ativa da enzima MMP-2.
MMP-7 (RDI-MMP7amb-B2) — Anticorpo monoclonal humano que se liga a
forma da pro-enzima MMP7, mas ndo a sua forma ativa.
MMP-9 (C-20 SC 6840) — Anticorpo policlonal humano que se liga as formas

latente e ativa da enzima MMP-9.

4.5.3 Roteiro de aplicacao da técnica de imunoistoquimica
4.5.3.1 Preparacgéo das laminas
As laminas foram inicialmente mergulhadas em &lcool a 70% e depois de
secas, imergidas em cola liquida a base de organosilano (A3648 — SIGMA, St.
Louis, E.U.A)).

4.5.3.2 Obtencéo dos cortes histologicos
Cortes histolégicos com trés micrometros de espessura foram feitos em
micrétomo rotativo e as laminas, em seguida, permaneceram na estufa a 60°C
por 24 horas para fixacdo do tecido a lamina.
Apés este procedimento, as laminas foram submetidas aos processos de
desparafinizacdo e hidratacao.

4.5.3.3 Blogueio da peroxidase enddégena
O blogueio da peroxidase endogena foi feito em solugcdo de &gua
oxigenada a 10 volumes por 10 minutos para os anticorpos MMP-1, MMP-2 e
MMP-7.
Para os anticorpos MMP-9 e TIMP-1 o bloqueio foi realizado em solucéo

de dgua oxigenada 30% diluida na concentracdo de 1:9 em metanol. Apos este
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procedimento foi realizada lavagem com TBS pH 7,5 seguida do bloqueio de

proteinas com leite em p6 Molico a 3% em TBS por uma hora.

4.5.3.4 Recuperacgéo antigénica
Para a recuperacdo antigénica do material foram utilizados dois
protocolos:

» Solucdo tampéo de citrato 10 mM, pH 6,0, em forno de microondas, na
poténcia maxima (700W) por cinco minutos para os anticorpos MMP-9 e
TIMP-1;

» Solucdo tampéo de citrato 10 mM, pH 6,0, em forno de microondas, na
poténcia maxima (700W) por 20 minutos para 0s anticorpos cinco
minutos para os anticorpos MMP-1, MMP-2 e MMP-7.

Apos o procedimento, o material foi resfriado até atingir a temperatura

ambiente.

4.5.3.5 Incubacédo com o anticorpo primario

Os anticorpos MMP-1, MMP-2 e MMP-7 foram diluidos em solucéo a 0,1%
de albumina sérica bovina em solucdo tampao de TRIS (TRIZMA base, D5637
Sigma Chemical C.O., St. Louis, E.U.A.).

Os anticorpos MMP-9 e TIMP-1 foram diluidos em solucdo a 1% de
albumina sérica bovina em solucdo de agua destilada.

O material foi submetido a incubacdo com os anticorpos primarios, em
camara umida por 18 horas a 4°C.

As concentragOes testadas e utilizadas em cada uma das reacdes séo

apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1. Anticorpos primérios, concentragdes testadas e utilizadas nas
reacdes imunoistoquimicas das biopsias uterinas de éguas com
endometrite crénica.

Anticorpo Concentracdes testadas Concentracao utilizada
TIMP-1 1:50, 1:100 e 1:200 1:100
MMP-1 1:50, 1:100, 1:200 1:100
MMP-2 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 1:200
MMP-7 1:50, 1:100, 1:200 1:100

MMP-9 1:50, 1:100, 1:200 1:100
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4.5.3.6 Complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC)

As laminas foram lavadas com solugdo de TRIS e incubadas com o
anticorpo secundéario anti-mouse (BA2000-VECTOR) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas em
solucéo de TRIS e incubadas com o KIT ABC (PK6100 — VECTASTAIN ELITE)
por 30 minutos a temperatura ambiente. O KIT ABC foi preparado 30 minutos
antes do uso.

4.5.3.7 Revelacao
Para visualizacdo da reacdo, 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 35
segundos e, em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente por 10
minutos e submetidas aos processos de desidratagdo e montagem em resina

sintética.

4.6 Analise do material

4.6.1 Aplicacao da classificagdo das endometrites

crbnicas egiinas

Para cada caso, o0 tipo histologico foi categorizado segundo a
classificagcdo proposta por Kenney e Doig (1986) para as endometrites
cronicas, e as definicdes de endometrite cronica degenerativa (endometrose) e
infiltrativa, descritas por Ricketts e Alonso (1991).

No presente estudo, visando a avaliacgdo dos processos fibroticos
endometriais, foram utilizadas somente as amostras classificadas como
endometrite cronica categoria 1IB e |lll, crbnica infiltrativa e crbnica
degenerativa. As amostras classificadas como categoria | (éguas normais)
serviram de parametro para comparacao e as amostras categoria ll1A ndo foram

utilizadas neste estudo.
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Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentadas as caracteristicas morfoldgicas das
classificagOes propostas para as endometrites cronicas utilizadas no presente
trabalho.

TABELA 2. Classificagdo das endometrites crbnicas de acordo com
Kenney e Doig, (1986)

CATEGORIAS DE ACHADOS MORFOLOGICOS
ENDOMETRITE
Categoria | O endométrio ndo é atr6fico ou hipoplasico e as alteracdes

fibréticas e inflamatérias sdo ausentes ou, quando aparecem,
sdo discretas e esparsas.

Categoria 1A As alteracdes inflamatérias sdo moderadas e difusas. As lesbes
fibréticas podem envolver ramos individuais de glandulas em
qualquer grau de severidade (mas geralmente com 1 a 3
camadas de células). Menos que 2 ninhos fibréticos séo vistos
por 5,5mm de campo linear

Categoria 1IB As alteracbes inflamatorias sdo difusas e moderadamente
severas. A fibrose é mais severa e extensa do que na categoria
IIA. Ha envolvimento de 4 ou mais camadas de células ao redor
de glandulas individuais. Os ninhos fibréticos sdo observados,
em média, de 2 a 4, por 5,5mm de campo linear.

Categoria lll A inflamacéo severa e difusa em qualquer grau inclui a égua
nesta categoria. A fibrose é ampla e sdo observados 5 ou mais
ninhos fibréticos por 55mm de campo linear. As lacunas
linfaticas séo observadas com frequéncia.

TABELA 3. Classificacdo das endometrites cronicas de acordo com
Ricketts e Alonso (1991)

CATEGORIAS DE ACHADOS MORFOLOGICOS
ENDOMETRITE
Egua normal O endométrio ndo é atréfico ou hipoplédsico e as alteracbes

fibréticas e inflamatérias séo ausentes ou, quando aparecem, sdo
discretas e esparsas.

Endometrite cronica Presenca de células mononucleares, incluindo histidcitos e
infiltrativa plasmécitos, infiltrando o estroma.
Endometrite cronica Presenca de alteracdes degenerativas glandulares (ninhos e/ou
degenerativa cistos) associadas a fibrose periglandular e/ou fibrose estromal
(endometrose) difusa.

4.6.2 Andlise qualitativa do colageno endometrial
O material corado pelo método de Picrosirius Red foi analisado em
microscépio de luz polarizada (campo escuro), modelo Axio Imager Al (Carl
Zeiss, Alemanha) do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP.
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Inicialmente, foi feita a andlise qualitativa do colageno total em todas as
amostras. Nesta andlise foi realizada uma avaliacdo detalhada da distribuigdo
do colageno, determinando-se as regifes de sua maior concentracdo no
endométrio. As regides consideradas foram: o espac¢o subepitelial, os estratos
compacto e esponjoso e as regides periglandulares e perivasculares. Ainda foi
observado se o padréo de distribuicao era difuso ou localizado nestas regides.

Na analise do tipo de colageno presente nas amostras foi feita uma
avaliacdo com base na refringéncia das fibras sob polarizacao de luz: as fibras
espessas e de coloracdo amarelada a avermelhada foram classificadas como
colageno tipo | e as fibrilas delgadas e de coloracdo esverdeada, como de
colageno tipo Ill. Quando nédo era possivel determinar a predominancia de um
dos tipos, considerou-se que havia os dois tipos de coldgeno na mesma

amostra.

4.6.3 Analise da esclerose e fibroelastose vascular

O material corado com VVG foi utilizado para a avaliacdo da esclerose e
do grau de fibroelastose vascular e seguiu a classificacdo descrita por Inoue et
al. (2000). Em cada amostra eram avaliadas todas as arteriolas para a
observacao da fibroelastose e esclerose vascular. Para cada arteriola era dado
um grau de fibroelastose e ao final da andlise se obtinha uma média com base
no numero de arteriolas observadas, chegando-se a classificacdo adequada.
Para a andlise estatistica cada grau de fibroelastose encontrado foi substituido
por um valor numeérico variando de um a quatro, conforme a classificacado
morfologica. Na Tabela 4 estdo apresentadas as caracteristicas morfologicas

da classificacao para fibroelastose proposta por Inoue et al. (2000).

TABELA 4. Classificacdo das alteracdes vasculares do endométrio eqiiino
de acordo com Inoue et al. (2000)

ALTERACOES ACHADOS MORFOLOGICOS
VACULARES
Tipo 1 Quando nao sao observadas lesdes vasculares significativas.
Tipo 2 Presenca de discreto espessamento da camada intima, mas sem
alteracdes nas camadas média e adventicia.
Tipo 3 Moderada elastose com espessamento da intima e aumento das
fibras eldsticas na adventicia.
Tipo 4 Presenca de elastose acentuada observada tanto na camada

intima quanto na adventicia.
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4.6.4 Analise morfométrica

Para a analise morfométrica da fibrose periglandular foram utilizados os
cortes histoldgicos corados pelo método do Picrosirius Red. A morfometria foi
realizada de acordo com Nunes (2003), utilizando-se microscopio de luz
polarizada (campo escuro), modelo Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha),
contendo camera digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha)
equipado com programa de analise de imagem Axio Vision Software Rel.
versao 4.3 (Zeiss Vision, Alemanha) do Servico de Patologia Veterinaria da
FMVZ, UNESP, Botucatu, SP. Foram avaliadas todas as amostras que
apresentavam fibrose periglandular, em ramos individuais ou em ninhos
fibroticos. A area de fibrose era calculada subtraindo-se a area do lumen
glandular da area total da fibrose em volta da glandula. Este valor era dividido
pela area total da amostra e multiplicado por 100. O namero final correspondia
ao percentual total de fibrose periglandular existente na amostra.

Para a analise morfométrica da esclerose vascular endometrial foi
utiizada a mesma técnica feita para a avaliacdo da fibrose periglandular
descrita por Nunes (2003). Foram utilizadas nesta analise as laminas coradas
com VVG. As laminas coradas pelo Tricromico de Masson serviram para
avaliacdo complementar da esclerose.

A morfometria da esclerose vascular foi realizada utilizando-se
microscépio modelo Physis, camera de captura tipo CCB (Sony) e programa de
andlise de imagem Image Pro Plus versdo 1.0 do Laboratério de Ciéncia da
Madeira do Nucleo de Estudos e de Difusdo em Tecnologia em Floresta,
Recursos Hidricos e Agricultura Sustentavel (NEDTEC) da Universidade

Federal do Espirito Santo, Jerénimo Monteiro, ES.

4.6.5 Analise imunoistoquimica
Para cada anticorpo utilizado, a intensidade da reacdo era estimada
conforme a marcacao positiva. Porém, por tratar-se de anticorpos monoclonais
e policlonais a marcacdo positiva variava de intensidade sendo necessario
caracterizar cada marcador, visto que alguns apresentavam marcacao fraca
enquanto que outros eram fortemente marcados. Para esta avaliacdo foram

utilizados dois observadores.
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Para cada regido onde a enzima foi observada, adotou-se um valor para a
intensidade da marcacao, sendo: O=negativo, 1=marcacao fraca, 2=marcacao
moderada e 3=marcacdo acentuada. Os locais observados foram: epitélio
luminal, epitélio glandular, parede vascular, célula endotelial, célula inflamatoria
e célula estromal.

Para a avaliacdo do grau de expressdo de cada enzima foram utilizados
valores numéricos variando de zero a seis. O valor zero correspondia a
auséncia da marcacdo. Para cada local era atribuido o valor um. A expressao
da enzima era calculada com base no somatorio dos locais onde esta enzima

estava presente, ou seja, de zero a seis.

4.7 Andlise estatistica

Para cada variavel utlizada no experimento, as trés categorias de
endometrites foram comparadas utlizando-se as diferentes classificacdes
(KENNEY e DOIG, 1986; RICKETTS e ALONSO, 1991). O teste estatistico
utilizado foi o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (ZAR, 1996), adotando-

se o nivel de 5% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Classificacdo histolégica das endometrites

cronicas

ApoOs a classificacdo histolégica das 82 bidpsias de acordo com a
descricdo de Kenney e Doig (1986), 15 animais foram incluidos na categoria |
(18,29%), 18 na categoria IIB (21,95%) e 49 na categoria Il (59,76%). Os
resultados da classificacdo histolégica das 82 amostras de acordo com a
descricdo de Ricketts e Alonso (1991) demonstraram que 15 dos animais
apresentavam endométrio normal (18,29%), 50 apresentaram endometrite
cronica infiltrativa (60,98%) e 17 animais apresentaram endometrite crbnica
degenerativa (endometrose) (20,73%). Os percentuais dos 82 casos nas
diferentes classificagcbes para endometrites cronicas estdo dispostos nas

Figuras 1 e 2.

FIGURA 1. Classificagdo dos 82 casos de endometrites cronicas
diagnosticados no Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ, UNESP de
acordo com Kenney e Doig (1986).

18,29% @ Categoria |
m Categoria |IB

O Categoria lll

59,76%

FIGURA 2. Classificagdo dos 82 casos de endometrites cronicas
diagnosticados no Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ, UNESP de
acordo com Ricketts e Alonso (1991).
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As alteracOes histopatoldgicas encontradas nas diferentes categorias de

endometrites crénicas estao ilustradas nas Figuras 3, 4 e 5.

5.2 Avaliacao histoquimica

5.2.1 Tricrdmico de Masson

A fibrose endometrial, evidenciada pelo método de tricrémico de Masson,
foi caracterizada pelo acumulo de camadas de células, fibras colagenas e
elasticas coradas em tons de azul que se distribuiam preferencialmente ao
redor das glandulas endometriais, dos vasos sanglineos e abaixo da
membrana basal do epitélio luminal. Nossos resultados revelaram que este
método contribuiu para a observacdo dos acumulos de tecido conjuntivo nas
amostras e permitiu a avaliacdo da fibrose intersticial difusa, que néo é
evidenciada pelo método de HE. Os dados obtidos neste estudo revelaram que
todas as amostras das endometroses apresentaram fibrose intersticial
acentuada. As amostras de endometrite cronica categoria 1B, categoria Il e
infiltrativa também revelaram a presenca de fibrose intersticial.

A avaliacdo da esclerose vascular mostrou que em 72 amostras (92,68%)
apresentaram fibrose perivascular, sendo que destas, a esclerose vascular total
foi observada em seis casos.

As lesdes fibréticas evidenciadas pelo método de tricrébmico de Masson

encontradas nas endometrites cronicas estao ilustradas na Figura 6.

5.2.2 Picrosirius Red

Os resultados obtidos em relacdo ao tipo de coldgeno presente nas
endometrites crénicas das éguas revelaram que o colageno tipo |, representado
pelas fibras espessas, foi o tipo predominante. Das 82 amostras utilizadas
neste estudo 53 (64,63%) apresentaram predominancia do colageno tipo |, 24
(29,27%) apresentaram predominancia do colageno fibrilar, tipo Ill, e apenas 5
(6,10%) revelaram a presenca dos dois tipos de coldgeno na mesma amostra.

Estes dados estdo dispostos na Tabela 5.
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Quando avaliado o tipo de colageno presente em cada categoria de
endometrite 0s resultados encontrados revelaram que as amostras
classificadas na categoria | mostraram predominancia do colageno tipo I,
representando 66,67% dos casos. Nas endometrites cronicas mais graves o
colageno predominante foi o do tipo I, representando 66,67% nas amostras da
categoria 1B, 77,55% da categoria Ill, 72,00% das endometrites infiltrativas e
82,36% das endometroses. O colageno tipo |, denso, também foi observado
nas amostras de endométrio normais porém em baixa freqiéncia (20,00% dos
casos analisados). Os dados referentes ao tipo de colageno presente em cada

categoria de endometrite estdo expostos nas Tabelas 6 e 7.

A avaliacdo da distribuicdo do coldgeno nas diversas categorias de
endometrites crbnicas revelou que nas amostras normais o colageno era
observado de forma difusa. A medida que o grau de endometrite se agravava
mais acentuado era o acumulo de colageno ao redor das estruturas. Os
resultados obtidos revelaram que a maior concentragdo de coldgeno nas
amostras encontrava-se na regido periglandular. No endométrio normal
observou-se que a distribuicdo de colageno estava mais concentrada na regido
periglandular (53,34% das amostras) sendo o colageno tipo Ill o predominante
nestas amostras. Nas amostras com endometrite a distribuicdo do colageno foi
observada com maior freqtiéncia também na regido periglandular, porém o tipo
de colageno predominante nestes casos foi o tipo .

A distribuicdo do colageno também foi observada de forma acentuada nas
regides perivasculares e no estrato esponjoso de todas as amostras
analisadas. Em 13,33% das amostras normais, 27,78% das endometrites
categoria 1IB, 30,62% categoria Ill, 28,00% infiltrativa e 23,53% das
endometroses mostraram a distribuicdo de colageno predominantemente no
estrato esponjoso. A deposicédo perivascular foi observada em 20,00% das
amostras normais, 27,78% das endometrites categoria 1B, 12,24% das
endometrites categoria lll, 18,00% das infiltrativas e 17,65% das endometroses.
A presenca predominante de colageno na regidao subepitelial ndo foi observada

em nenhumas das amostras analisadas.
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Os dados referentes a distribuicdo do colageno nas categorias de
endometrite estdo apresentados nas Tabela 8 e 9 e as Figuras 7, 8 e 9 ilustram

0s tipos de colageno presentes nas endometrites crénicas das éguas.

TABELA 5. Tipo de colageno predominante nas 82 amostras de
endometrites cronicas diagnosticadas no Servi¢co de Patologia Veterinaria
da UNESP, Botucatu, SP.

Tipo de Coladgeno Numero de amostras
Tipo | 53 (64,63%)*
Tipo I 24 (29,27%)
Tipo I/l 5 (6,10%)
Total 82 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses

TABELA 6. Tipo de colageno predominante nas diferentes categorias de
endometrites croénicas eqlinas diagnosticadas de acordo com Kenney e
Doig (1986).

Tipo de colageno Categoria | Categoria lIB Categoria lll
Tipo | 3 (20,00%)* 12 (66,67%) 38 (77,55%)

Tipo Il 10 (66,67%) 5 (27,78%) 9 (18,37%)

Tipo I/ 2 (13,33%) 1 (5,55%) 2 (4,08%)
Total 15 (100,00%) 18 (100,00%) 49 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.

TABELA 7. Tipo de colageno predominante nas diferentes categorias de
endometrites cronicas equinas diagnosticadas de acordo com Ricketts e
Alonso (1991).

Tipo de Colageno Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa
Tipo | 3 (20,00%)* 36 (72,00%) 14 (82,36%)
Tipo IlI 10 (66,67%) 12 (24,00%) 2 (11,76%)
Tipo /111 2 (13,33%) 2 (4,00%) 1 (5,88%)
Total 15 (100,00%) 50 (100,00%) 17 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.
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TABELA 8. Distribuicdo do colageno total no endométrio equino nas
diferentes categorias de endometrites crénicas diagnosticadas de acordo
com Kenney e Doig (1986).

Regides do endométrio Categoria | Categoria lIB Categoria lll
Subepitelial 0 (0,00%)* 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Estrato Compacto 0 (0,00%) 1 (5,55%) 2 (4,08%)

Estrato Esponjoso 2 (13,33%) 5 (27,78%) 15 (30,62%)

Periglandular 8 (53,34%) 6 (33,34%) 23 (46,94%)
Perivascular 3 (20,00%) 5 (27,78%) 6 (12,24%)
Difuso 2 (13,33%) 1 (5,55%) 3 (6,12%)

Total 15 (100,00%) 18 (100,00%) 49 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.

TABELA 9. Distribuicdo do colageno total no endométrio equino nas
diferentes categorias de endometrites crénicas diagnosticadas de acordo
com Ricketts e Alonso (1991).

Regibes do Normal Endometrite Endometrose
endométrio Infiltrativa
Subepitelial 0 (0,00%)* 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Estrato Compacto 0 (0,00%) 1 (2,00%) 4 (23,53%)
Estrato Esponjoso 2 (13,33%) 14 (28,00%) 4 (23,53%)
Periglandular 8 (53,34%) 22 (44,00%) 6 (35,29%)
Perivascular 3 (20,00%) 9 (18,00%) 3 (17,65%)
Difuso 2 13,33%) 4 (8,00%) 0 (0,00%)
Total 15 (100,00%) 50 (100,00%) 17 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.

5.2.3 Método de Verhoeff Van Gieson

A vasculatura endometrial, evidenciada pelo método de VVG, demonstrou
que todas as amostras de endométrio de éguas normais e portadoras de
endometrites cronicas apresentavam fibroelastose. No entanto, observou-se
gue as alteracdes vasculares se tornavam mais graves a medida que o grau de
endometrite aumentava.

Do total de 82 casos analisados 7 (8,53%) apresentaram fibroelastose tipo
1, 28 (34,15%) tipo 2, 28 (34,15%) tipo 3 e 19 (23,17%) mostraram lesbes do
tipo 4. Com relacdo a esclerose vascular os resultados encontrados foram os
mesmos observados com o Tricrbmico de Masson, ou seja, 92,68% das
amostras apresentaram algum grau de fibrose vascular, independentemente da
categoria de endometrite. Os dados referentes a fibroelastose no total de

amostras estédo apresentados na Tabela 10.



36

Nas amostras classificadas como categoria | as lesdes vasculares mais
frequentemente observadas foram do tipo 2 (discretas), representando 60%
dos casos analisados. Nas endometrites cronicas categoria Il foram mais
observadas altera¢gGes vasculares do tipo 3 (moderada) (42,86% dos casos).
As endometrites infiltrativas mostraram alteracdes vasculares diversas sendo
observada fibroelastose do tipo 2 (discreta) em 22% dos casos, tipo 3
(moderada) em 40% das amostras e tipo 4 (severa) em 28 % dos casos
analisados. Todas as amostras de endometrose apresentaram fibroelastose,
sendo que em 52,94% das amostras foram observadas lesfes discretas e em
29,41% lesdes moderadas. As alteracdes vasculares severas, nesta classe de
endometrite, representaram 17,65% das amostras. No entanto, a fibroelastose
ndo mostrou diferenca significativa entre as categorias de endometrites. Estes
dados estdo expostos nas Tabelas 11, 12, 13 e 14.

As Figuras 10, 11 e 12 ilustram as alteracbes vasculares, evidenciadas

pelo método do VVG, observadas nas amostras de endométrio equino.

TABELA 10. Graus de fibroelastose (INOUE et al., 2000) nas 82 amostras
de endometrites crbnicas diagnosticadas no Servico de Patologia
Veterinaria da UNESP, Botucatu, SP.

Grau de fibroelastose Numero de amostras
Tipo 1 7 (8,53%)*
Tipo 2 28 (34,15%)
Tipo 3 28 (34,15%)
Tipo 4 19 (23,17%)
Total 82 (100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.

TABELA 11. Graus de fibroelastose vascular (INOUE et al.,, 2000)
observados nas diferentes categorias de endometrites cronicas equinas
diagnosticadas de acordo com Kenney e Doig (1986).

.Grau de fibroelastose Categoria | Categoria lIB Categoria lll
Tipol 2(13,34%)* 3(16,67%) 2(4,08%)
Tipo 2 9(60,00%) 5(27,78%) 14(28,57%)
Tipo 3 2(13,33%) 5(27,78%) 21(42,86%)
Tipo 4 2(13,33%) 5(27,77%) 12(24,49%)
Total 15(100,00%) 18(100,00%) 49(100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.
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TABELA 12. Graus de fibroelastose vascular (INOUE et al., 2000)
observados nas diferentes categorias de endometrites crénicas equinas
diagnosticadas de acordo com Ricketts e Alonso (1991).

Grau de Normal Endometrite Endometrose
fibroelastose Infiltrativa
Tipol 2(13,34%)* 5(10,00%) 0(0,00%)
Tipo 2 9(60,00%) 11(22,00%) 9(52,94%)
Tipo 3 2(13,33%) 20(40,00%) 5(29,41%)
Tipo 4 2(13,33%) 14(28,00%) 3(17,65%)
Total 15(100,00%) 50(100,00%) 17(100,00%)

*Valores percentuais entre parénteses.

TABELA 13. Valores medianos dos graus de fibroelastose da vasculatura
endometrial (INOUE et al.,, 2000) nas diferentes categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Categoria de Endometrite Grau de fibroelastose vascular
Categoria | 2,0a’
Categoria 11B 3,0a
Categoria lll 3,0a

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

TABELA 14. Valores medianos dos graus de fibroelastose da vasculatura
endometrial (INOUE et al.,, 2000) nas diferentes categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Categoria de endometrite Grau de fibroelastose vascular
Egua normal 2,0a’
Endometrite crénica infiltrativa 3,0a
Endometrose 3,0a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 3. Amostra P223/01. Endométrio eqiiino normal — epitélio luminal (EL), estrato
compacto (EC), estrato esponjoso (EE) e glandulas endometriais (G) sem sinais de
inflamacé&o e/ou fibrose. Coloragdo de hematoxilina e eosina.

FIGURA 4. Amostra P96/04. Endométrio eqliino com endometrite crdnica infiltrativa /
categoria lll. Infiltrado inflamatério mononuclear (seta) e presenca de ninho fibrético (NF)
naregido do estrato esponjoso. Coloragao de HE.
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FIGURA 5. Amostra P100/04. Endométrio eqliino com endometrite cronica degenerativa /

categoria lll. Fibrose intersticial difusa (F), presenca de ninhos fibréticos (NF), dilatagdo
glandular (DG) e lacunas linfaticas (L) na regido do estrato esponjoso. Coloragao de HE.

FIGURA 6. Amostra B15/92. Endométrio eqliino com endometrite crénica degenerativa /
categoria lll. Fibrose intersticial difusa na regido do estrato esponjoso (seta). Coloragao
de tricrémico de Masson.
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FIGURA 7. Amostra P207/01. Endométrio eqliino normal. Presenca predominante de
colageno fibrilar (seta) - fibras esverdeadas — colageno tipo Ill na regido do estrato
esponjoso. Coloragéo de picrosirius red sob polarizacéo.

FIGURA 8. Amostra B27/92. Endométrio eqiiino com endometrite crénica infiltrativa / lIB.
Presenca de colageno fibrilar e areas esparsas com colageno denso (seta) - fibras
avermalhadas — tipo | na regido do estrato esponjoso. Colorac&o de picrosirius red sob
polarizagao.
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FIGURA 9. Amostra P81/04. Endométrio eqiiino com endometrite crénica infiltrativa / lll.
Presenca predominante de colageno denso - tipo | (seta) ao redor de ninho fibrético (NF).
Coloracéo de picrosirius red sob polarizagéo.
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FIGURA 10. Amostra P203/02. Endométrio eqiiino com endometrite crdnica infiltrativa /
lll. Espessamento da parede vascular (seta), fibrose perivascular acentuada (FPV) e
presenca de lacunas linfaticas (L) naregido do estrato esponjoso. Coloracdo de Verhoeff

Van Gieson.
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FIGURA 11. Amostra P203/02. Endométrio eqliino com endometrite crénica infiltrativa /
Ill. Fibrose privascular (seta) e fibroelastose (FE) tipo 3 na regido do estrato esponjoso.
Coloragao de Verhoeff Van Gieson.

FIGURA 12. Amostra P98/04. Endométrio eqliino com endometrite crénica categoria
infiltrativa / 1ll. Alteracdo vascular grave caracterizada por fibroelastose (FE) tipo 4,
fibrose perivascular (seta) e lacunas linfaticas (L) na regido do estrato esponjoso.
Coloragao de Verhoeff Van Gieson.
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5.3 Analise morfométrica

A anélise morfométrica da fibrose periglandular revelou que quanto maior
€ o0 grau de endometrite mais acentuada € a lesao fibrotica localizada em torno
das glandulas endometriais. Os resultados deste estudo mostraram que as
éguas com lesBes endometriais mais graves, categoria |IB, categoria lll,
infiltrativa e endometrose, apresentaram significativamente 0s maiores
percentuais de fibrose periglandular maiores quando comparadas com as

éguas normais, conforme os dados da Tabelas 15 e 16.

O valor percentual médio para a fibrose periglandular foi de 0,92% nas
éguas normais, 3,67% nas éguas com endometrite crénica categoria 1B, 5,02%
nas éguas com endometrite cronica categoria Ill, 4,67% nas endometrites
infiltrativas e 4,72% nas endometroses. Os maiores valores percentuais de
fibrose periglandular foram observados nas endometrites cronicas categoria Il

e nas endometroses.

A morfometria da fibrose perivascular revelou dados semelhantes aos
encontrados na avaliacdo da fibrose periglandular. Foi observado que quanto
maior € o grau de endometrite mais graves também se tornam as alteracdes
vasculares. Nas amostras classificadas como endometrite crénica categoria Il
o percentual de esclerose vascular foi significativamente maior que nas éguas
normais. Porém ndo houve diferenca significativa entre as éguas normais e
com endometrites infiltrativas ou endometroses em relacdo as alteracdes

vasculares. Estes dados estdo apresentados nas Tabelas 17 e 18.

O percentual de fibrose perivascular médio observado nas amostras de
éguas normais e com endometrites crénicas categoria 1IB, categoria I,
infiltrativas e endometroses foram 5,39%, 10,75%, 12,06%, 11,70%, 10,99%
respectivamente. Os resultados observados demonstram que as alteragbes
vasculares mais graves foram observadas nas endometrites cronicas categoria

Il e infiltrativas.
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TABELA 15. Valores percentuais da fibrose periglandular nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de Endometrite Percentual de fibrose
periglandular
Categoria | 0,80a’
Categoria 11B 3,81b
Categoria lll 4,35b

'Medianas seguidas pela mesma letra néo diferem significativamente, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.

TABELA 16. Valores percentuais da fibrose periglandular nas diferentes
categorias de endometrites crdonicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Percentual de fibrose
periglandular
Egua normal 0,80a"
Endometrite crénica infiltrativa 4,42b
Endometrose 3,83b

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

TABELA 17. Valores percentuais da fibrose perivascular nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de Endometrite Percentual de fibrose perivascular
Categoria | 5,00a"
Categoria I1B 6,56ab
Categoria Il 8,09b

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

TABELA 18. Valores percentuais da fibrose perivascular nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Percentual de fibrose perivascular
Egua normal 5,00a"
Endometrite cronica infiltrativa 7,85a
Endometrose 7,37a

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

5.4.1 Metaloproteinase 1 (MMP-1)

Na analise qualitativa da expressdo da enzima MMP-1 foi verificada
marcacdo fraca a moderada na maioria das amostras. A MMP-1 foi expressa
por todos os tipos celulares e regides do endométrio avaliadas. Em apenas
duas amostras, sendo uma classificada como endometrite cronica categoria Ill
e uma como endometrose, houve auséncia da marcagéo de MMP-1.

Das 15 amostras classificadas como categoria | quatro casos revelaram
escore de expressdo 6, indicando que a MMP-1 foi observada em diferentes
tipos celulares no endométrio normal. Nas amostras com endometrites crénicas
foram observados o0s seguintes resultados: na categoria IIB a maioria das
amostras apresentou escore 2 e 5 (cinco amostras em cada escore); na
categoria lll, onze casos revelaram escore 5 e 14 escore 6; na endometrite
infiltrativa, 14 casos obtiveram escore 5 e na endometrose oito apresentaram o
escore 6. Estes resultados revelaram que as éguas com endometrite crénica
apresentaram os maiores escores (5 e 6), na maioria dos casos, indicando que
a enzima € expressa por mais tipos celulares durante o processo crénico.

Embora os dados tenham revelado que nas endometrites a expressao das
enzimas aumenta, a MMP-1 nao apresentou diferenca significativa, com
relacdo a expresséo, nas diferentes categorias de endometrite ao nivel de 5%
de probabilidade, conforme as Tabelas 19 e 20.

Com relacéo a distribuicdo da MMP-1 no endométrio equino, os dados
revelaram que esta enzima foi expressa em todas as regides analisadas,
porém ndo houve diferenca significativa na sua intensidade de marcacao,
independente do local observado, em cada categoria de endometrite.

Quando observada quanto a intensidade da marcacdo da MMP-1, em
cada local do endométrio, observou-se que na categoria |, embora esta enzima
fosse expressa por varios tipos celulares, a marcacéo era fraca ou moderada
na maioria das amostras. A marcacdo intensa sO foi observada em trés
amostras. Também foi observado que nas células dos epitélios luminal e
glandular a marcagdo da MMP-1 foi ausente na maioria das amostras (nove
casos). Nas endometrites cronicas a intensidade da marcagcao era moderada a
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intensa e a maioria das células expressavam MMP-1. Estes resultados
demonstraram que a intensidade da marcacdo de MMP-1 foi maior nas éguas
com endometrites mostrando diferenca significativa entre as categorias. Nas
endometrites categoria Il a MMP-1 foi observada com maior intensidade nas
células do epitélio glandular em relacdo as éguas normais. Nas endometroses
também foi observada diferenca significativa na intensidade de marcagéo
sendo a MMP-1 mais observada no epitélio glandular em relacdo as éguas
normais. Os dados estdo expostos na Tabela 21 e 22.

As Figuras 13 e 14 ilustram a expressao da MMP-1 no endométrio equino.

TABELA 19. Valores medianos da expressdao de MMP-1 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de endometrite Expressdo de MMP-1
Categoria | 3,0a"
Categoria 11B 3,0a
Categoria Il 5,0a

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

TABELA 20. Valores medianos da expressdao de MMP-1 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Expresséo de MMP-1
Normal 3,0at
Endometrite cronica infiltrativa 4,0a
Endometrose 5,0a

'N4o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 21. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-1 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categorial CategoriallB Categoria lll
Epitélio luminal OaA! 1laA laA
Epitélio glandular 0aA 1aAB 2aB
Célula endotelial laA 2aA laA
Parede vascular 1laA 0,5aA laA
Célula inflamatéria 2aA 2aA 2aA
Célula estromal 1laA laA laA

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

TABELA 22. Valores medianos da intensidade da marcacdo de MMP-1 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Local no endométrio Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa

Epitélio luminal 0aA” 1laA 1aA
Epitélio glandular 0aA 1laAB 2aB
Célula endotelial laA laA 2aA
Parede vascular 1aA 1laA laA
Célula inflamatoria 2aA 2aA 2aA
Célula estromal laA laA laA

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

5.4.2 Metaloproteinase 2 (MMP-2)

Na andlise da expressao da enzima MMP-2 foi verificada que a marcacdo
variou de fraca a intensa. Com relacdo ao escore de expressao observou-se
que independente da categoria de endometrite a maioria das amostras foi
atribuido o escore 3, o que demonstra que somente alguns tipos celulares
expressaram esta enzima. As células endoteliais e inflamatérias ndo revelaram
marcacdo de MMP-2 em nenhuma das amostras analisadas.

A auséncia de marcacdo para MMP-2 foi observada em uma amostra

normal, sete amostras categoria lll, quatro amostras de endometrite infiltrativa
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e em trés amostras de endometrose. Porém notou-se que ndo existem
diferencas significativas entre a expressdo desta enzima nas diferentes
categorias de endometrite, conforme as Tabelas 23 e 24.

Considerando-se o local do endométrio no qual ocorria a marcagao
positiva para MMP-2, notou-se que havia diferenca significativa entre as
regides observadas dentro da mesma categoria de endometrite. Estes dados
mostraram que as éguas da categoria | apresentaram intensidade de marcacéao
maior para MMP-2 na parede vascular e nas células estromais, sendo a
diferenca significativa em relacao ao epitélio luminal, a células endoteliais e as
células inflamatérias. Nas éguas das categorias 1B, Il e infiltrativa a MMP-2 foi
expressa com maior intensidade pelas células do epitélio glandular, parede
vascular e células estromais em relacdo aos outros locais avaliados e nas
endometroses a expressdo foi maior nas células estromais. Todos estes
resultados mostraram diferenca significativa.

Quando a expressao da enzima, por regido do endométrio, foi comparada
dentro de cada categoria de endometrite notou-se que a intensidade de
expressdo da MMP-2 nas células do epitélio glandular foi significativamente
maior nas amostras classificadas como endometrite crénica categoria Il em
relacdo as éguas normais. As éguas das categorias 1IB e Il também
expressaram MMP-2 com menor intensidade na parede vascular em relacao as
éguas normais havendo diferenca significativa.Os dados estdo dispostos na
Tabela 25.

Nas endometrites cronicas infiltrativas e nas endometroses observou-se
intensidade significativamente menor de expressdo da enzima MMP-2 na
parede vascular em relacdo as eguas normais. Nas endometrites infiltrativas
também houve expressao significativamente maior desta enzima nas células do
epitélio glandular em relagdo as éguas normais e as portadoras de
endometrose. Os dados estao dispostos na Tabela 26.

As Figuras 15 e 16 ilustram a expressao da MMP-2 no endométrio equino.
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TABELA 23. Valores medianos da expressdao de MMP-2 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de endometrite Expresséo de MMP-2
Categoria | 3,0a"
Categoria I1B 2,5a
Categoria lll 3,0a

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

TABELA 24. Valores medianos da expressdao de MMP-2 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Expresséo de MMP-2
Normal 3,0al
Endometrite cronica infiltrativa 3,0a
Endometrose 3,0a

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

TABELA 25. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-2 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categorial CategoriallB Categoria lll
Epitélio luminal 0aA” 0aA 0aA
Epitélio glandular labA 1bAB 2bB
Célula endotelial 0aA 0aA O0aA
Parede vascular 2bA 1bB 1bB
Célula inflamatoria O0aA 0aA 0aA
Célula estromal 2bA 1,5bA 2bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 26. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-2 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Local no endomeétrio Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa
Epitélio luminal 0aA’ 0aA 0aA
Epitélio glandular labA 2bB labA
Célula endotelial OaA OaA OaA
Parede vascular 2bA 1bB 1labB
Célula inflamatoria OaA OaA OaA
Célula estromal 2bA 2bA 2bA

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

5.4.3 Metaloproteinase 7 (MMP-7)

Na analise da expressao da enzima MMP-7 foi verificada que a marcacéo
variou de fraca a moderada. A marcacao intensa foi observada em apenas trés
amostras. Esta enzima foi expressa por varios tipos celulares, porém a
marcagao na parede vascular foi ausente em todas as amostras analisadas.

Com relacdo ao escore de expressao observou-se que independente da
categoria de endometrite a maioria das amostras apresentou escore 1, sendo
nove amostras da categoria |, sete da categoria 1IB, 26 da categoria Ill, 21 do
tipo infiltrativa e 12 de endometrose.

A auséncia de marcacdo para MMP-7 foi observada em apenas duas
amostras, sendo uma da categoria Il e uma endometrite infiltrativa. Os
resultados referentes a MMP-7 revelaram que nao existem diferencas
significativas entre a expressdo desta enzima nos diferentes tipos de processo,
independentemente da classificacdo histolégica, conforme demonstram as
Tabelas 27 e 28.

No que diz respeito a intensidade de marcacao para MMP-7 observou-se
que, independente da classificacdo utilizada, as células que expressaram
escores de intensidade significativamente maiores para esta enzima foram as
células inflamatorias em relagcdo aos outros elementos avaliados. Nao houve

diferenca entre a intensidade da expressao nos diferentes locais do endométrio
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entre as categorias de endometrite. Estes resultados estdo apresentados nas
Tabelas 29 e 30.
As Figuras 17 e 18 ilustram a expressdo da MMP-7 no endométrio equino.

TABELA 27. Valores medianos da expressdao de MMP-7 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de endometrite Expresséo de MMP-7
Categoria | 1,0a’
Categoria I1B 2,0a
Categoria lll 1,0a

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

TABELA 28. Valores medianos da expressdao de MMP-7 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite EXPRESSAO DE MMP-7
Normal 1,0at
Endometrite cronica infiltrativa 2,0a
Endometrose 1,0a

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

TABELA 29. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-7 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categoria | Categoria llB  Categoria lll
Epitélio luminal OaA! 0aA 0aA
Epitélio glandular 0aA O0aA O0aA
Célula endotelial 0aA 0aA 0aA
Parede vascular 0aA O0aA O0aA
Célula inflamatéria 1bA 2bA 1bA
Célula estromal 0aA 0aA 0aA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 30. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-7 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Local no endomeétrio Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa
Epitélio luminal 0aA’ 0aA 0aA
Epitélio glandular 0aA 0aA 0aA
Célula endotelial 0OaA 0aA 0aA
Parede vascular OaA OaA 0aA
Célula inflamatoria 1bA 1bA 1bA
Célula estromal 0aA 0aA OaA

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

5.4.4 Metaloproteinase 9 (MMP-9)

Na analise da expressao da enzima MMP-9 foi verificada marcacao difusa
e intensa na maioria das amostras. A auséncia de marcacao nao foi observada
em nenhum caso analisado.

A enzima MMP-9 foi expressa em todos os locais avaliados neste estudo
e observou-se escore 6 de expressao para a maioria das amostras, sendo nove
da categoria |, oito da categoria 1B, 28 da categoria lll, 29 do tipo infiltrativa e 7
com endometrose. Nao foram observadas diferengas significativas entre a
expresséo desta enzima nas diferentes categorias de endometrite, conforme as
Tabelas 31 e 32.

Quando comparada a intensidade da marcacdo nos diferentes locais do
endométrio dentro de cada categoria notou-se que as éguas com endometrite
categoria Ill apresentaram expressao significativamente menor no epitélio
glandular e na parede vascular. Por outro lado, as éguas com endometrite
infiltrativa expressaram a MMP-9 com intensidade significativamente menor na
parede vascular em relacdo a intensidade de marcacdo apresentada pelo
epitélio luminal, célula endotelial, célula inflamatoria e célula estromal, mas nao
em relacdo ao epitélio glandular desta mesma categoria. Os dados estéo
dispostos na Tabelas 33 e 34.

As Figuras 19 e 20 ilustram a expressao da MMP-9 no endométrio equino.
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TABELA 31. Valores medianos da expressdao de MMP-9 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de endometrite Expressdo de MMP-9
Categoria | 6,0a"
Categoria I1B 5,0a
Categoria lll 6,0a

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

TABELA 32. Valores medianos da expressdao de MMP-9 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Expressdo de MMP-9
Normal 6,0a’
Endometrite cronica infiltrativa 6,0a
Endometrose 5,0a

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

TABELA 33. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-9 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endomeétrio Categoria | Categoria llB  Categoria lll
Epitélio luminal 3aA’ 3aA 3aA
Epitélio glandular 2aA 2aA 2bA
Célula endotelial 3aA 3aA 3aA
Parede vascular 2aA 1laA 2bA
Célula inflamatéria 3aA 3aA 3aA
Célula estromal 3aA 2aA 3aA

"Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na
linha ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 34. Valores medianos da intensidade da marcacao de MMP-9 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Local no endomeétrio Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa

Epitélio luminal 3aA’ 3aA 3aA
Epitélio glandular 2aA 2abA 2aA
Célula endotelial 3aA 3aA 3aA
Parede vascular 2aA 1,5bA 2aA
Célula inflamatoria 3aA 3aA 2aA
Célula estromal 3aA 3aA 3aA

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

5.4.5 Inibidor tecidual de metaloproteinases 1 (TIMP-1)

Na analise da expressao do inibidor tecidual de metaloproteinases 1
(TIMP-1) verificou-se marcacdo moderada a intensa e de padrdo difuso na
maioria das amostras. A auséncia da marcagao deste inibidor nao foi
observada em nenhuma das amostras estudadas.

Com relacdo ao escore de expressao observou-se que independente da
categoria de endometrite a maioria das amostras apresentou escore 6,
revelando que em todas as regides avaliadas do endométrio o TIMP-1 foi
observado. O TIMP foi observado com escore 6 em seis casos de endometrite
cronica categoria |, seis casos de endometrite crbnica categoria IIB, 22 de
endometrite cronica categoria lll, 21 do tipo endometrite infiltrativa e em sete
casos de endometrose. N&o foram observadas diferengas significativas entre a
expresséo deste inibidor nas diferentes categorias de endometrite, conforme as
Tabelas 35 e 36.

Quando foi avaliada a intensidade da marcacdo do TIMP-1 nas amostras
de endométrio observou-se que na maioria destas a marcagdo era acentuada,
independentemente da classificacdo utilizada. Nas éguas categoria | observou-
se que a intensidade de marcacao foi maior nas células estromais e endoteliais
em relacdo aos demais locais avaliados, mostrando diferenca significativa. Nas
éguas com endometrite categoria 1IB a intensidade de marcacdo foi

significativamente maior nas células do epitélio luminal, células estromais e
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células endoteliais em relacdo a parede vascular. Nas éguas categoria lll a
intensidade de marcacgéo foi significativamente maior nas células do epitélio
luminal, células estromais, células inflamatérias e células endoteliais em
relacdo a parede vascular e o epitélio glandular. As éguas com endometrite
infiltrativa revelaram intensidade de marcacdo mais intensa nas células do
epitélio luminal, células estromais, células inflamatorias e células endoteliais
em relacdo a parede vascular e o epitélio glandular. Nas éguas com
endometrose a intensidade de marcagdo foi significativamente maior nas
células do epitélio luminal, células estromais e células endoteliais em relacdo a
parede vascular.

Quando a expressao da enzima, por regido do endométrio, foi comparada
entre as categorias de endometrite ndo foi observada diferenca significativa na
intensidade de marcacdo entre éguas normais e portadoras de endometrites
cronicas, independentemente da classificacdo utilizada.Os dados referentes a
estas analises estado dispostos nas Tabelas 37 e 38.

As Figuras 21 e 22 ilustram a expressédo do TIMP-1 no endométrio equino.

TABELA 35. Valores medianos da expressao de TIMP-1 nas diferentes
categorias de endometrites croénicas diagnosticadas segundo Kenney e
Doig (1986).

Categoria de endometrite Expressao de TIMP-1
Categoria | 4,0a"
Categoria IIB 5,0a
Categoria lll 5,0a

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

TABELA 36. Valores medianos da expressao de TIMP-1 nas diferentes
categorias de endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e
Alonso (1991).

Categoria de endometrite Expressédo de TIMP-1
Normal 4,0at
Endometrite crbnica infiltrativa 5,0a
Endometrose 5,0a

IN&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 37. Valores medianos da intensidade da marcacé&o de TIMP-1 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites crénicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categoria | Categoria llB  Categoria lll
Epitélio luminal 2aA’ 3bA 3bA
Epitélio glandular 2aA 2abA 2aA
Célula endotelial 3bA 3bA 3bA
Parede vascular laA 0,5aA laA
Célula inflamatéria 2aA 2abA 3bA
Célula estromal 3bA 3bA 3bA

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

TABELA 38. Valores medianos da intensidade da marcacé&o de TIMP-1 nos
diferentes locais do endométrio de acordo com as categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Ricketts e Alonso (1991).

Local no endomeétrio Normal Endometrite Endometrose
Infiltrativa

Epitélio luminal 2aA 3bA 3bA
Epitélio glandular 2aA 2aA 2abA
Célula endotelial 3bA 3bA 3bA
Parede vascular laA laA OaA
Célula inflamatoria 2aA 3bA 2abA
Célula estromal 3bA 3bA 3bA

'Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maiGscula na
linha ndo diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Kruskal-Wallis.
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FIGURA 13. Amostra P90/04. Endométrio equino com endometrite crdénica categoria
degenerativa / lll. Marcagéo positiva de MMP-1 (1:100) nas células do epitélio glandular
(EG), na fibrose periglandular (FPG) na regido do estrato compacto e nas células do

epitélio luminal (EL).
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FIGURA 14. Amostra P90/04. Endométrio eqiiino com endometrite crénica degenerativa /
Ill. Marcagao positiva de MMP-1 (1:100) nas células do epitélio glandular e na fibrose
periglandular na regido do estrato compacto.
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FIGURA 15. Amostra P92/04. Endométrio eqliino com endometrite crénica infiltrativa /
IIB. Marcagao positiva de MMP-2 (1:200) nas células do epitélio glandular (EG) no estrato
esponjoso.

PV

FIGURA 16. Amostra P99/04. Endométrio eqiiino com endometrite infiltrativa / 1IB.
Marcacdo positiva de MMP-2 (1:200) na parede vascular (PV) e células estromais (setas)
no estrato esponjoso.
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FIGURA 17. Amostra P208/01. Endométrio eqliino com endometrite crénica infiltrativa /
IIB. Marcacdo positiva de MMP-7 (1:100) nas células inflamatérias intra-epiteliais luminais

(seta) (Barra = 50um).

a

FIGURA 18. Amostra P202/02. Endométrio eqliino com endometrite crénica infiltrativa /
lll. Marcagdo positiva de MMP-7 (1:100) em células inflamatérias intra-epiteliais
glandulares (setas) naregiéo do estrato esponjoso (Barra = 50um).
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FIGURA 19. Amostra P91/04. Endométrio eqiiino com endometrite crénica infiltrativa / ll.
Marcacdo positiva de MMP-9 (1:100) nas células do epitélio luminal (EL),
epitélioglandular (EG) e nas células endoteliais (seta) na regido do estrato compacto.

FIGURA 20. Amostra P201/02. Endométrio eqliino com endometrite crénica infiltrativa /
lll. Intensa marcagao positiva de MMP-9 (1:100) nas células do epitélio glandular (EG) e
estromais (seta) na regido do estrato compacto.
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FIGURA 21. Amostra P03/05. Endométrio equino com endometrite cronica infiltrativa / 1.
Intensa marcacgao positiva de TIMP-1 (1:100) nas células do epitélio luminal (EL) e nas
células inflamatérias na regido do estrato compacto (seta).

T

FIGURA 22. Amostra P82/04. Endométrio eqiiino com endometrite crénica infiltrativa / ll.
Intensa marcagao positiva de TIMP-1 (1:100) nas células do epitélio glandular (EG) e na
parede vascular (seta) naregido do estrato esponjoso.
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6 DISCUSSAO

As alteracbes fibroticas e inflamatérias foram as lesbes de maior
relevancia nas bidpisas endometriais equinas. Ricketts (1975) foi o primeiro
autor a avaliar amostras de endométrio equino. Kenney e Doig (1986) e
Ricketts e Alonso (1991) classificaram as amostras de biopsias uterinas de
acordo com o grau de fibrose periglandular e inflamag¢do. Segundo Evans,
Miller e Ganjam (1998) varios esquemas de classificacdo, incluindo o sistema
modificado de Kenney e Doig (1986), tém auxiliado no progndéstico dos
problemas reprodutivos na espécie eqlina. Estes mesmos autores afirmaram
gque embora estas classificacbes descrevam a localizacdo, a frequéncia e a
severidade da fibrose periglandular as avaliagcdes sdo semi-quantitativas e que
a fibrose periglandular necessita de avaliagdo mais detalhada do tamanho dos
focos fibréticos, nimero de células envolvidas no foco fibrotico e percentual de
glandulas endometriais individuais circundadas por duas ou mais camadas de
fibroblastos. No sistema de Kenney e Doig (1986) o conjunto destas alteracdes
poderia ser classificado, em uma mesma amostra, como categoria IlA, IIB ou
[ll, dependendo da severidade da fibrose.

Nossos resultados mostraram que a intensidade do infiltrado inflamatoério
e 0 grau das alteracdes fibréticas foram os achados mais importantes. Deve-se
destacar, no entanto, seguindo-se a classificacado proposta por Kenney e Doig
(1986), que as lesdes fibroticas por si s6, quando muito acentuadas, séo
suficientes para que a lesdo uterina seja classificada como pertencente a
categoria Ill, mesmo que sejam acompanhadas de infiltrado inflamatério
discreto. Ainda segundo 0s nossos resultados, quando aplicada a classificacéo
de Ricketts e Alonso (1991) as amostras de endometrite infiltrativa englobavam
amostras que, pelo método de Kenney e Doig (1986) foram consideradas como
pertencentes a categoria [IB ou categoria Ill, mostrando o carater
predominantemente inflamatério da maioria das amostras (60,98%). As
alteracdes degenerativas foram observadas com baixa frequiéncia (20,73%). No
entanto, muitas das éguas utilizadas no presente estudo, classificadas como
portadoras de endometrite crénica categoria Ill, mostraram lesées compativeis

com aquelas observadas nos casos de endometrose.
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A avaliacdo histoquimica de bidpsias endometriais representam um
método bastante eficaz para o estabelecimento de diagndsticos mais precisos.
Segundo Blanchard et al (1987) os métodos de colorag@es tricromicos auxiliam
nesta avaliacéo.

No presente trabalho, a utilizacdo do tricrbmico de Masson permitiu a
identificagdo dos focos de fibrose endometrial, facilitando a analise de sua
distribuicAo e a avaliacdo da intensidade dessa alteracdo nas diferentes
categorias de lesdo crénica do endométrio. Estas alteracdes, no entanto podem
ser observadas em coloracdes de rotina como a hematoxilina e eosina. A
vantagem da utilizacdo deste método reside na observacdo minuciosa da
fibrose estromal difusa, presente na maioria dos casos de endometrose e
endometrites crénicas categorias 1IB e Ill. Blanchard et al. (1987) ja haviam
realizado estudo utilizando o tricrémico de Masson na avaliagcdo da fibrose
endometrial equina e concluiram também que ndo houve diferenca entre a
utilizacdo do método tricromico em relacdo ao método de HE para a deteccdo
da incidéncia e severidade da fibrose periglandular focal. No entanto
observaram que este método foi bastante util para a deteccédo da frequéncia,
severidade e distribuicdo do tecido conjuntivo estromal.

Neste estudo observou-se que a fibrose endometrial se localiza
preferencialmente em torno das glandulas, dos vasos sanglineos e difusa no
estrato esponjoso conforme descrito por Kenney (1978). Estes dados também
foram notados por Leischman, Miller e Doig (1982) que observaram que o
aumento do numero de camadas de tecido conjuntivo em volta das glandulas
endometriais correlaciona-se significativamente com baixa fertilidade: éguas
com uma média menor do que trés camadas de fibrose periglandular tém 75%
de probabilidade de levar uma gestacdo a termo, enquanto que éguas com
uma média maior do que 3,5 camadas apresentam um prognéstico pior (25%)
para fertilidade.

Assim também, a avaliacdo da esclerose vascular utilizando-se o método
de tricrémico de Masson revelou resultados bastante satisfatérios, pois permitiu
a deteccao do coldgeno depositado em torno dos vasos, mesmo aqueles mais
discretos. As classificacbes de Kenney e Doig (1986) e Ricketts e Alonso
(1991) ndo contemplam as alteracfes vasculares entre os critérios de avaliacao

da endometrite. No entanto, deve-se considerar que a angiose pode reduzir
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indiretamente a fertilidade pela reducdo da perfusdo endometrial, pelos
disturbios de drenagem uterina causados pela reducdo da funcdo das veias e
que as alteracdes patoldgicas no Utero produzidas pela esclerose vascular
podem contribuir para endometrose (INOUE et al., 2000; LEBLANC, 2003).

O método de picrosirius red, também utilizado neste estudo, revelou
resultados bastante vantajosos em relagdo ao tricromico de Masson. Estes
dados sédo semelhantes aos descritos por Caldini (1992) que relatou que
embora as fibras colagenas aparecam geralmente bem coradas pelo método
de Masson, outras estruturas que contém colageno (como as fibras reticulares
e as membranas basais) ndo sdo coradas seletivamente pelos métodos
tricrbmicos e, por isto, os varios tipos de colageno nédo podem ser distinguidos.
De acordo com Luna (1968) é fato conhecido que o tricromico de Masson nédo é
especialmente util para o estudo das fibras que contém colageno. Mesmo
assim, Caldini (1992) afirma que existe um efeito significativo desta coloracéo
sobre o diagnostico da presenca e da severidade do processo fibrético nos
endométrios equinos.

Através da simples coloracdo com o picrosirius red € possivel a deteccéo
de fibras que contém coladgeno no estroma dos endométrios equinos,
conferindo a estas fibras um tom vermelho profundo. A associacdo deste
método & polarizagéo de luz promove um aumento da sensibilidade e resolucéo
das imagens, permitindo a distincdo entre os tipos de colageno, fibrilar e denso,
destacados pela refringéncia das fibras, em decorréncia do efeito de campo
escuro obtido na polarizagéo (CALDINI, 1992).

Vérios trabalhos tém sido realizados utilizando-se o método de picrosirius
red. Este método é empregado nédo s6 para evidenciar a presenca do colageno
nos orgaos e estruturas normais (JUNQUEIRA et al, 1980), mas também para
a separacdo dos seus tipos em lesdes fibroticas (ANDRADE et al., 1999).
Assim sendo, o uso rotineiro do método de picrosirius red sob polarizacao
poderia ser de grande valor na avaliacdo do tipo de colageno presente na

fibrose periglandular endometrial eqtina.

A avaliacdo da distribuicdo do coldgeno nas diversas categorias de
endometrites cronicas revelou que quanto mais grave o grau da endometrite

mais acentuado era o acumulo de colageno. Nas éguas com endometrites
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cronicas verificou-se maior distribuicdo periglandular, perivascular e no estrato
esponjoso. Nunes (2003) encontrou resultados semelhantes ao estudar o
padrdo de distribuicdo e tipos de coladgeno nas endometrites crénicas. Esta
autora observou que havia maior concentracdo de colageno nas regides
periglandular e perivascular e no estrato esponjoso. Ao correlacionar a
gravidade da endometrite com a distribuicdo do colageno, concluiu que quanto
mais grave o0 grau, mais acentuado o acumulo de colageno ao redor das
glandulas. Assim sendo, a estrutura glandular afetada tem sua funcéo
comprometida e as consequéncias deste comprometimento S0 o prejuizo no
desenvolvimento microcotiledonario, a reducao da taxa de crescimento fetal e a
alteracdo das secrecdes endometriais, que, em ultima analise, vao influenciar
negativamente a performance reprodutiva da égua (KENNEY e DOIG, 1986;
EVANS; MILLER e GANJAM, 1998).

Nas lesdes fibroticas de qualquer natureza sdo importantes ndo sé a
determinacdo do grau de intensidade e a distribuicdo, mas também os tipos de
colageno que as compde. A utilizacdo do método de picrosirius red associado a
microscopia de polarizacdo é extremamente Util nesta avaliacdo. Andrade et al.
(1999), avaliaram as alteracBes fibroticas em granulomas hepaticos e
constataram que o método de picrosirius red pode auxiliar o estudo da
cronologia destas lesbes. Estes autores observaram que, a medida que o0s
granulomas se organizavam, havia o aumento progressivo da espessura das
fiboras de colageno e, portanto, a substituicdo das fibras mais delgadas do
coladgeno do tipo Il pelas fibras mais densas e compactas do colageno do tipo
l.

Os resultados obtidos neste experimento revelam que o colageno tipo Il
foi o mais freqlientemente observado nas amostras de éguas normais
enquanto que nas éguas portadoras de endometrites cronicas o colageno
predominante foi o tipo I. Estes dados estdo de acordo com Caldini (1992) que
afrmou que a base molecular da fibrose endometrial equina reside na
substituicdo do colageno tipo lll, presente na maior parte da lamina prépria de
endométrio, por colageno do tipo |, demonstrando que o colageno esta
envolvido nas bases moleculares deste processo patolégico. Nunes (2003)
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verificou que o colageno do tipo | foi mais frequente nas lesbes fibroticas

periglandulares nas biépsias incluidas nas categorias 1B e |ll.

Os dados obtidos por meio da andlise morfométrica demonstraram que as
lesbes fibroticas localizam-se preferencialmente ao redor das estruturas

glandulares e vasculares.

A andlise morfométrica da fibrose periglandular revelou que quanto maior
€ o0 grau de endometrite mais acentuada € a lesao fibrética localizada em torno
das glandulas endometriais. Os resultados deste estudo mostraram que as
éguas com lesdes endometriais mais graves, ou seja categoria |IB, categoria
lll, endometrites infiltrativa e endometrose, apresentaram percentuais de
fibrose periglandular significativamente maiores do que as éguas normais. O
valor percentual médio para a fibrose periglandular foi de 0,92% nas éguas
normais, 3,67% nas eguas com endometrite cronica categoria IIB, 5,02% nas
éguas com endometrite categoria lll, 4,67% nas endometrites infiltrativas e
4,72% nas endometroses. Estes dados concordam com os descritos por
Evans, Miller e Ganjam (1998) que encontraram fibrose ausente ou minima nos
endométrios classificados como categoria | e que relataram que a fracdo do
volume do colageno periglandular endometrial tem correlacdo positiva com a
categoria da endometrite cronica, encontrando como valores meédios de
percentual de fibrose 0,05% nas éguas categoria | e 13,47% nas éguas
categoria Ill. Isto se deve a presenca de grandes ninhos fibroticos e a fibrose
em torno de ramos glandulares individuais, que sdo mais frequentes e mais
graves nas endometrites cronicas categoria Ill. Estes autores encontraram

diferenca significativa entre cada uma das categorias.

A técnica de VVG permitiu avaliar a quantidade de fibras elasticas
presentes na vasculatura endometrial e correlaciona-las com a quantidade de
fibrose existente, caracterizando assim, 0s processos de esclerose vascular no
endométrio equiino. Observou-se, no entanto, que poucas fibras elasticas eram
marcadas pelo corante. Segundo Caldini (1992), apenas as fibras elasticas
maduras sdo coradas pela Hematoxilina Férrica de Verhoeff. Isto pode ser
explicado pelo fato de que nem toda a elastina detectavel bioquimicamente é
Verhoeff-positiva e, assim, apenas as fibras maduras (que contém grande

quantidade de elastina) sdo coradas por esta técnica. Um outro fator observado
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€ a instabilidade deste corante, sendo necessaria a sua utilizacao a fresco para
obtencgéo de resultados confiaveis. Além disto, o processo de diferencia¢éo da
coloracdo com a utilizacdo do cloreto férrico a 2% requer bastante atencdo,
sendo o tempo de 20 segundos de imersdo nesta solugcdo o mais adequado
para amostras de endométrio equino.

A fibroelastose da vasculatura endometrial, evidenciada pelo método de
VVG demonstrou que nas endometrites cronicas equinas as alteracoes
vasculares se tornavam mais graves a medida que o grau de endometrite
aumentava. No entanto, todas as amostras mostraram algum grau de
fibroelastose. Estes dados reforcam os descritos por Inoue et al. (2000) que
relataram que ha relacdo entre as endometroses e a esclerose da intima e da
adventicia de pequenas artérias observadas no endométrio.

A avaliacdo morfométrica da fibrose perivascular revelou que quanto
maior € o grau de endometrite as alteracfes vasculares também se agravavam.
Nas amostras classificadas como endometrite categoria Il e infiltrativa o
percentual de esclerose vascular foi significativamente maior que nas éguas
normais. Porém ndo houve diferenca significativa com relacdo as alteracdes
vasculares entre as éguas normais e com endometrites infiltrativas ou
endometroses. Estes dados estdo de acordo com Walter et al (2001) que
revelaram que as alteracBes esclerdticas ndo necessariamente estdo ligadas
as endometroses. Sabe-se, no entanto, que alteracbes no ambiente uterino
produzidas pela esclerose das artérias podem contribuir para a progressao da
endometrose ou esta pode ocorrer como resultado da idade. No entanto, a
patogénese deste processo ainda permanece desconhecida.

Segundo Schoon, Schonn e Klug (1999) a degeneracdo vascular
endometrial também contribui para o retardo do clearance uterino. Desta forma,
a falha da limpeza uterina favorece o aparecimento das endometrites. Por outro
lado, a endometrose € definida como uma condi¢cdo degenerativa que resulta
de inflamacdo aguda e as éguas com endometrose podem ser incapazes de
conceber ou manter a prenhez e isto pode resultar em infeccbes cronicas
uterinas (DOIG; MCNIGHT e MILLER, 1981; DASCANIO et al., 1998). Inoue et
al (2000) citaram que o grau de comprometimento dos vasos acompanha a
gravidade da lesdo uterina e que esta afeccdo pode ser conseqiéncia da

idade, de inflamacéo crénica e possivelmente de fatores enddcrinos.



68

Gruninger et al. (1998) realizaram estudo sobre a incidéncia de
angiopatias em relacdo a idade e ao numero de partos em éguas e observaram
que a perivasculite foi observada em apenas 20,5% das amostras enquanto
que a angiose foi notada em 88,9%. Nossos resultados revelaram que 92,68%
das amostras apresentaram comprometimento vascular caracterizado pela
deposicdo de colageno em torno das arteriolas, ndo havendo, nesses casos,
sinais de processo inflamatdrio vascular.

Com relagéo a fibroelastose nossos resultados revelaram que 8,53% das
amostras apresentaram fibroelastose tipo 1, 34,15% tipo 2, 34,15% tipo 3 e
23,17% tipo 4. Nas éguas normais verificou-se que 60,00% das amostras
revelaram alteragBes vasculares discretas (tipo 2) enquanto que, nas éguas
com endometrite, as altera¢cdes observadas foram do tipo moderada (tipo 3) na
maioria das amostras. Estes dados concordam com Grininger et al (1998) que
constataram que éguas virgens ndo mostram alteragbes vasculares severas,
entretanto, nas éguas mais idosas (entre 13 e 19 anos) e multiparas, observa-
se moderada degeneracdo da membrana elastica interna e perifibrose ou
perifibroelastose. Assim também, Oikawa et al. (1993) observaram que as
artérias uterinas de éguas que tiveram mais de uma gestacao mostravam graus
variaveis de elastose das camadas intima e adventicia.

A utilizacdo dos métodos imunoistoquimicos em biopsias endometriais
equinas introduz um elemento importante de avaliacdo no diagndéstico e
prognéstico da fertilidade em éguas (MANSOUR, 2000). Estudos
imunoistoquimicos tém sido realizados em diferentes espécies no sentido de
detectar a expressdo destas enzimas no endométrio (ZHANG e
SALAMONSEN, 2002).

Neste estudo foram utilizados anticorpos monoclonais e policlonais anti-
humanos para metaloproteinases e um de seus inibidores. A auséncia de
marcagao dos anticorpos monoclonais MMP-1, MMP-2 e MMP-7 em algumas
amostras provavelmente se deve a falhas no processamento histologico do
material de arquivo. Este problema ndo ocorreu com os anticorpos policlonais.
As MMP-1, MMP-9 e TIMP-1 foram expressas por células epiteliais luminais e
glandulares, pelas células endoteliais, estromais e inflamatorias e pela parede
vascular. A MMP-2 néao foi expressa pelas células endoteliais e inflamatérias e

a MMP-7 néo foi observada na parede vascular. Estes locais de expressao de
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cada enzima variaram em intensidade em éguas normais e portadoras de
endometrite. Na maioria dos casos, observou-se aumento na intensidade da
expresséo das enzimas nas endometrites cronicas mais graves. As MMP-1 e
MMP-7 revelaram marcacdo imunoistoquimica fraca quando comparada com
as outras enzimas estudadas. Gonzalez et al. (2002) também observaram que

a marcacao da MMP-7 foi bem mais fraca que MMP-1 e MMP-2.

A MMP-1 foi expressa por diferentes tipos celulares em éguas normais e
com endometrites cronicas, porém, nos quadros crénicos observou-se aumento
da intensidade da marcacao o que sugere o envolvimento desta enzima nestes
processos. Os resultados revelaram também que a intensidade de marcacao
da MMP-1 nas células do epitélio glandular foi significativamente maior nas
endometrites crénicas Il e nas endometroses do que nas éguas normais. Os
estudos no endométrio humano revelaram que na fase pré-menstrual e
menstrual, do endométrio normal, sdo encontradas as MMP-1 e MMP-3, nas
células estromais (NOGUCHI et al., 2003). No presente estudo a MMP-1 foi
expressa pelas células estromais com baixa intensidade e n&o revelou
diferenca significativa entre as amostras normais e com endometrites crénicas.

A MMP-1 representa uma enzima do grupo das colagenases intersticiais
(MMP-1, MMP-8 e MMP-13) que degradam os colagenos fibrilares I, 1l e Il
(BRANTON e KOPP, 1999; GOFFIN et al., 2003). Nas amostras analisadas
neste estudo observou-se a deposicdo dos colagenos | e Ill. As amostras
normais mostraram predominancia do colageno tipo Il enquanto que nas
amostras de endometrite prevaleceu o colageno tipo I. Nas endometrites
cronicas categoria Ill e nas endometrites degenerativas, onde a intensidade da
MMP-1 foi maior, o colageno tipo | era predominante.

As enzimas do grupo das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) que degradam o
coldgeno amorfo e fibronectina também foram avaliadas e revelaram que a
MMP-2 foi expressa por varios tipos celulares, mas ndo foi observada nas
células endoteliais e inflamatorias. Os resultados obtidos por Zhang e
Salamonsen (2002) no uUtero humano demonstraram que esta enzima se
encontra mais amplamente distribuida, sendo detectada na maioria das células
endometriais, sejam epiteliais, estromais, vasculares, mas ndo nos leucdcitos,

porém observada em maior intensidade no tecido menstrual em degeneracao.
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Nossos resultados também revelaram que a maioria das amostras apresentou
escore 3 para expressao da MMP-2. Isto indica que, em média, apenas trés

locais do endométrio, por amostra, expressavam esta enzima.

Nas amostras de éguas normais a MMP-2 foi expressa com maior
intensidade pela parede vascular e pelas células estromais. Nas endometrites
categoria 1IB, 1l e infiltrativa a expresséo desta enzima se deu nas células do
epitélio glandular, parede vascular e células estromais e nas endometroses nas

células estromais.

Os dados revelaram que quanto maior o grau de endometrite maior é a
intensidade da expressdo desta enzima nas células epiteliais glandulares,
parede vascular e células estromais. Estes dados concordam com os achados
de Noguchi et al. (2003) que demonstraram que as MMP-2 e MMP-9 sé&o
expressas no estroma e epitélio glandular em todo o ciclo menstrual ou na fase
secretoria das mulheres. Walter et al. (2005) observaram que a MMP-2 estava
localizada no estrato compacto no endométrio de éguas saudaveis e com
endometrose. Os autores sugerem que a MMP-2 tenha um papel importante
nas alteracbes da homeostase da matriz extracelular em regides de fibrose

endometrial.

A presenca de colageno do tipo | em lesBes fibréticas pode estar
relacionada a produgdo de MMP-2. De acordo com Arthur (2000) as células
estreladas hepaticas quando ativadas e exibindo fenétipo de miofibroblastos,
secretam pro-MMP-2, induzidas pela presenca de colageno do tipo |, o mais
abundante no figado fibrético. Nas amostras endometriais deste estudo
também foi observado o colageno do tipo | como o tipo predominante,
indicando que a MMP-2 pode ter a sua expressdo aumentada devido a
presenca do coldgeno mais espesso. Porto et al (2005) afirmaram que existem
evidéncias de que a MMP-2 e a MMP-9 participem do processo fibrotico que
ocorre na endometrite crébnica das éguas. Walter et al. (2005) avaliaram a
expressdo de MMP-2 na fibrose periglandular das éguas e verificaram que a
expressdo desta enzima estava associada com a dilatacdo e a fibrose

glandular.

A MMP-9, outra enzima do grupo das gelatinases, foi expressa por células

epiteliais luminais e glandulares, pelas células endoteliais, estromais e
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inflamatoérias e pela parede vascular. A marcacdo da MMP-9 em todas
amostras foi difusa e acentuada. Nas éguas com endometrite crénica categoria
[l notou-se expressdo significativamente maior no epitélio glandular e na
parede vascular, em relacdo as outras categorias. As éguas com endometrite
infiltrativa expressaram a MMP-9 com intensidade significativamente menor na
parede vascular em relacdo a intensidade de marcacdo apresentada pelo
epitélio luminal, célula endotelial, célula inflamatoria e célula estromal, mas nédo
em relacao ao epitélio glandular desta mesma categoria. De acordo com Zhang
e Salamonsen (2002) a MMP-9 é encontrada no epitélio somente durante a
fase secretdria precoce e durante a menstruacao nas mulheres. De acordo com
estes mesmos autores a MMP-9 esta presente predominantemente em
leucocitos. Gonzalez et al. (2002) também encontraram expressdo de MMP-9

pelas células gigantes multinucleadas, células epitelidides e macrofagos.

Nas éguas, também foi verificada 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). Song, Porter e
Coomber (1999) acreditam que as células estromais ovarianas da égua
produzem importantes componentes da matriz extracelular e que estes
representam papel fundamental no remodelamento tecidual durante o
crescimento folicular.

Dentre as estromalisinas (MMP-3, MMP-7 e MMP-10) que degradam
componentes da membrana basal como colageno IV e V, laminina e outras
proteinas como a fibronectina, a MMP-7 foi a Unica avaliada no presente

estudo.

A MMP-7 neste estudo foi expressa pelas células epiteliais luminais e
glandulares, pelas células estromais, endoteliais e inflamatérias. Porém
independentemente do grau de endometrite as células inflamatodrias foram o
tipo celular que mais expressou esta enzima. Po-Yin Chu et al. (2002)
observaram a presenca de MMP-7 e MMP-9 no endométrio de cadelas com
anestro, hiperplasia cistica endometrial, piometra e durante o pés-parto. Todos

estes fatores induzem a uma resposta inflamatéria do endométrio o que
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permite supor que quanto maior a quantidade de células inflamatérias, de
acordo com os resultados deste estudo, maior seria a expressao da MMP-7.

De acordo com Branton e Kopp (1999) as MMPs podem ser inativadas
pelos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3) que
sdo produzidos principalmente por células mesenquimais e previnem a acao
descontrolada das MMPs. Os TIMP-1 e TIMP-2 tém atividade mitogénica em
variados tipos celulares, entretanto a alta expressao destes inibidores reduz o
crescimento tumoral (NAGASE e WOESSNER JR, 1999). O TIMP-1 foi
expresso pelas células estromais em diferentes estudos. No presente trabalho,
a marcacao imunoistoquimica do TIMP-1 no endométrio equino, revelou-se
intensa e difusa em todas as amostras. Nas éguas normais o TIMP-1 foi
expresso com maior intensidade pelas células estromais e endoteliais. Nos
animais com endometrite os resultados foram variados, no entanto a expressao
foi maior nas células do epitélio luminal, células estromais, células endoteliais e
células inflamatérias. A expresséo deste tipo de inibidor de metaloproteinase ja
foi identificada em outros 6rgdos do sistema genital. Song, Porter e Coomber
(1999) e Riley et al. (2001) também observaram expressdo de TIMP-1 pelas
células estromais durante o crescimento ovariano.

Lenhart et al. (2002) demonstraram que no Utero 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 placentacdo. Um estudo realizado por Freitas et
al. (1999) verificando a expressdo das MMPs e TIMPs nos vasos sanglineos
do endométrio humano constatou que ambas participam dos processos de
remodelamento durante a angiogénese e menstruacdo e sugerem que as

alterac@es ciclicas envolvem componentes vasculares.
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6.1 Consideracgdes finais

Os resultados dos estudos morfolégicos das endometrites crénicas das
éguas tém adicionado dados importantes para o entendimento da etiologia,
patogénese, diagndstico, tratamento e prognostico deste processo. No entanto,
por se tratar de uma alteracdo morfoldégica complexa, as dificuldades

enfrentadas sdo inUmeras.

As endometrites apresentam etiologias diversas e que muitas vezes nos
casos naturais ndo sdo identificadas pelos meios de diagndstico rotineiros. O
proprio sémen quando introduzido no Utero de éguas sadias altera a populacao
de células de defesa do endométrio, gerando uma resposta inflamatoria
transitoria. A resposta a esta grande variedade de agentes deve mostrar
variagdes mesmo que sutis.

A avaliacdo do histoérico reprodutivo da égua torna-se bastante importante
para adicionar dados aos achados morfologicos. Dados como a idade das
éguas e 0 numero de partos seriam fundamentais, pois permitiriam
correlacionar os achados referentes as endometroses e as alteracdes
vasculares.

A andlise histopatolégica das lesdes crénicas do endométrio fornece
informacBes sobre o estado funcional da mucosa uterina e a evolucao do
processo inflamatoério. Nestas les6es predominam o infiltrado leucocitario e as
alteracdes fibréticas. Nossos resultados, aqui apresentados, assim como os de
outros trabalhos na mesma linha, mostram que a utilizacdo de métodos
histoquimicos, aliados a analise morfométrica, podem permitir a obtencdo de
dados que esclarecam pontos importantes relacionados aos estudos
morfologicos das endometrites crénicas das éguas. Sendo a fibrose um dos
elementos principais da reacdo tecidual, a determinacdo do seu arranjo,
localizacdo e composicdo podem auxiliar na determinacdo do grau de
comprometimento do endométrio e das chances de regressdo da lesdo ja
estabelecida.

A avaliacdo da expressdo das metaloproteinases, atraves da
imunoistoquimica, sugere que as MMPs e os TIMPs desempenham papel

importante no remodelamento tecidual do endométrio equino. O estudo destas
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enzimas no endométrio normal deve ser continuado no que diz respeito as
alteracdes ciclicas endometriais e fases de placentacdo e implantagdo
embrionéria, além das pesquisas referentes as endometrites cronicas. O
estudo das MMPs e TIMPs no endométrio equino pode vir a esclarecer pontos
importantes como a patogénese e a evolucdo das endometrites nas éguas,
bem como, podera auxiliar na descoberta de novos métodos de tratamento

para esta enfermidade.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

As endometrites crbnicas foram na sua maioria classificadas como
categoria Il no sistema de Kenney e Doig (1986) e crbnicas
infiltrativas pelo sistema de Ricketts e Alonso (1991), mostrando
gue prevaleceram as alteracdes do tipo inflamatorias e fibroticas;

A distribuicdo do colageno presente na fibrose endometrial das
éguas foi preferencialmente nas regides periglandulares e
perivasculares e no estrato esponjoso;

O tipo de colageno predominante na fibrose periglandular nas
amostras endometriais de éguas normais e portadoras de
endometrite foi o do tipo I;

A esclerose vascular e o grau de fibroelastose aumentam no
endométrio equino conforme aumenta o grau de endometrite
cronica;

A MMP-1, MMP-9 e TIMP-1 foram expressas pelas células
epiteliais luminais e glandulares, estromais, endoteliais e
inflamatorias e pela parede vascular de éguas normais e com
endometrites cronicas;

A MMP-2 foi expressa pelas células epiteliais luminais e
glandulares, estromais e pela parede vascular de éguas normais e
com endometrites cronicas;

A MMP-7 foi expressa pelas células epiteliais luminais e
glandulares, estromais, endoteliais e pelas células inflamatorias em
amostras de éguas normais e com endometrites cronicas;

A MMP-1 foi expressa com maior intensidade pelas células do
epitélio glandular nas endometrites cronicas categoria Ill e nas
endometroses do que nas éguas normais;

A MMP-2 revelou maior intensidade nas células do epitélio
glandular, parede vascular e células estromais nas endometrites
categoria 1B, 1l e infiltrativa e nas células estromais nas

endometroses;
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A MMP-2 mostrou reacdo menor na parede vascular das éguas
com endometrite e mais intensa no epitélio glandular das éguas
com endometrites Il e infiltrativas;

A MMP-7 foi expressa com maior intensidade pelas células
inflamato6rias em amostras normais e com endometrites crénicas;

A MMP-9 foi expressa com maior intensidade pelo epitélio luminal,
e pelas células endoteliais, inflamatérias e estromais nas
endometrites cronicas categoria lll e infiltrativas;

O TIMP-1 foi expresso com maior intensidade pelas células
estromais e endoteliais nas éguas normais e pelas células do
epitélio luminal, células estromais, endoteliais e inflamatorias nas
éguas com endometrite;

As MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 e o TIMP-1 estdo envolvidos
nos processos fibroticos endometriais das éguas uma vez que ha
variacdo na expressao destas enzimas nas diferentes regides do

endométrio conforme o grau de endometrite.
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a expressdo das enzimas MMP-1 e MMP-7
no endométrio de éguas normais e portadoras de endometrites. Foram utilizadas 82
biopsias uterinas recebidas pelo Servico de Patologia Veterindria e de Reproducdo
Anima da FMVZ, UNESP, Botucatu, SP. As bidpsias uterinas foram fixadas em bouin
por até 24 horas e transferidas solucdo de alcool a 70%. O material foi incluido em
parafina e corado pelo método de HE para a classificagdo histoldgica (Kenney e Doig,
1986) e submetido a técnica de imunoistoquimica. Os anticorpos utilizados foram
MMP-1 (RDI-MMPlabm-E5) e MMP-7 (RDI-MMP7amb-B2). A andlise histologica
revelou que prevaleceram as alteracfes dos tipos inflamatorias e fibréticas. A MMP-1 e
MMP-7 foram expressas por diversos tipos celulares no endométrio normal e com
endometrite cronica. A intensidade de marcagdo da MMP-7 foi maior nas células
inflamatérias tanto nas éguas normais quanto com endometrites. A intensidade de
marcacdo da MMP-1 foi significativamente maior nas células do epitélio glandular nas
endometrites crénicas categorialll em relacdo as amostras normais.

Palavras-chave: endométrio, eqlino, MMP-1, MMP-7.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the expression of the enzymes MMP-1 and MM P-
7 in normal and chronic endometritis samples. eighty two uterine biopsies received at
Veterinary Pathology Service and Animal Reproduction Service of the FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP were classified according to endometrial histopathological alterations. The
uterine biopsies were fixed in bouin’ s fixative for up to 24 hours and transferred to 70%
alcohol solution, embedded in paraffin wax and staining with hematoxilyn-eosin. The
samples was classified according to Kenney and Doig (1986). The evaluation of matrix
metalloproteinaes was made by the immunohistochemical technique using as primary
antibodies MMP-1 (RDI-MMPlabm-E5) and MMP-7 (RDI-MMP7amb-B2).
Inflammatory and fibrotics were the predominant changes in endometrial samples. The
the MMP-1 and MMP-7 expressions did not showed significant difference between
normal endometrium and endometritis. The intensity of the MMP-1 expression was

higher in the glandular epithelium cells of category Il chronic endometritis when
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compared to normal endometrium. The MMP-7 labeled intensity was more intense in
inflammatory cellsin both normal and endometritis samples.

Key-words. endometrium, equine, MMP-1 e MMP-7.

INTRODUCAO

Desde a década de 70, o exame histopatol 6gico de biopsias endometriais tem sido
incluido na avaliagdo reprodutiva de éguas subférteis (Evans, Miller e Ganjam, 1998).
Esta técnica permite evidenciar a situagdo morfoldgica do endométrio e fornece dados
sobre a situagdo funcional, representando, portanto, uma gjuda valiosa no diagnéstico e
prognostico da infertilidade na égua (Doig; Mcknight e Miller, 1981; Mansour et al.,
1997).

As dteragbes mais freqlentemente observadas nas andises de bidpsias
endometriais de éguas sdo a endometrite crénica e a doenca endometrial degenerativa
crénica (endometroses) (Evans; Miller e Ganjam, 1998).

Varias tém sido as metodol ogias propostas para classificacéo do endométrio com o
objetivo de se avaliar o0 potencial reprodutivo da égua. A classificagcdo mais amplamente
utilizada foi proposta por Kenney (1978) e modificada por Kenney e Doig (1986),
segundo a qual o endométrio da égua pode ser classificado em quatro categorias (1, 1A,
1B e lll) de acordo com a presenca, distribuicdo e intensidade das |esdes observadas na
l&mina propria. Neste sistema, quanto maior o grau de classificagcdo da biopsia, menor é
a probabilidade do endométrio suportar uma gestagéo.

A fibrose é um dos principais elementos da reacdo tecidual, sendo, portanto,
importante a determinacéo de seu arranjo, localizacdo e composicdo para se avaliar o
grau de comprometimento do endométrio e as chances de regressdo da lesdo j&
estabelecida (Nunes, 2003). Este processo ndo apenas interfere com a habilidade da
égua de levar uma gestacdo a termo, como também mostra pouco ou nenhuma resposta
ao tratamento (Amaral, 2002).

Durante os processos de reparo e nos processos de fibrose em geral os fibroblastos
proliferam em larga escala em resposta a injUria, constituindo a resposta do tecido
conjuntivo a inflamagdo (Cotran; Kumar e Collins, 1999). Segundo Montenegro e
Franco (1999) o que leva as células do tecido conjuntivo a proliferar e secretar os

componentes da matriz extracelular sdo mensageiros quimicos sob a forma de peptideos
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secretados por varios tipos celulares (citocinas). Entre estas células, os macréfagos e os
linfocitos T estdo entre as mais importantes. Segundo Walter et a. (2001) os
fibroblastos representam um papel essencia na sintese e regulacéo do tecido conjuntivo
e estéo envolvidos no processo fibrético.

Varios estudos tém revelado que a matriz extracelular ndo apenas fornece aos
tecidos um suporte estrutural, mas também troca informagBes com as células,
modulando uma série de processos que incluem: desenvolvimento, migracdo celular,
adesdo, diferenciacéo e reparo (Branton e Kopp, 1999; Martinez-Hernandez, 1999). A
sintese e degradagdo da matriz acompanham dentre outros fatores os processos
fibroticos (Cotran; Kumar e Collins, 1999).

Segundo Branton e Kopp (1999) em circunstancias normais, no remodelamento
tecidual, a taxa de sintese das proteinas da matriz sdo balanceadas por proteinas de
degradacdo, catalizadas por véarias familias de enzimas, incluindo plasmina e
metal oproteinases (MMPs).

A degradacdo da matriz extracelular envolve muitas enzimas, mas as
metaloproteinases (MMP) sdo as mals importantes nesse processo, e a interagdo 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). As metaoproteinases sdo uma familia de enzimas que degradam alguns
componentes da matriz extracelular como proteoglicanos, glicoproteinas e colédgenos 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). Elas sdo divididas em vérios subgrupos distintos, baseados na especificidade ao
substrato ou semelhancas estruturais: as colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e
MMP-13) que degradam os colagenos fibrilares I, Il e Ill; as gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) que degradam o colageno amorfo e fibronectina; as estromalisinas (MMP-3,
MMP-7 e MMP-10) que degradam componentes da membrana basal como colégeno IV
e V, laminina e outras proteinas como a fibronectina;, as metaloproteinases tipo
membrana (MT-MMP-1 a 6) que degradam colageno | e Ill, fibronectina, laminina,
entactina/nidogénio, tenascina e perlecan e ainda ativam outras MMPs; e, ainda, existe
um grupo formado por enzimas de caracteristicas estruturais e acdes variadas, que inclui
MMP-12, MMP-18 a 26 (Branton e Kopp, 1999; Goffin et al., 2003.
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Estudos imunoistoquimicos tém sido realizados em diferentes espécies no sentido
de detectar a expressdo destas enzimas no endométrio. Goffin et al. (2003) relatam que
em humanos as MMP sdo responsaveis pelo remodelamento do colégeno uterino nas
fases pré-menstruais. Especificamente no trato reprodutivo feminino, estéo relacionadas
a0 remodelamento e reparo tecidual em eventos como ovulagdo, implantacdo
embrionaria, Utero pds-parto e involucdo da glandula mamaria (Bruner et al., 1995).

Segundo Noguchi et a. (2003), o endométrio humano produz diferentes classes de
MMPs. Na fase pré-menstrual e menstrual, do endométrio normal, sdo encontradas as
MMP-1 e MMP-3, nas células estromais. As MMP-2 e MMP-9 sd0 expressas no
estroma e epitélio glandular em todo o ciclo menstrual ou na fase secretoria. A MMP-
TM1 é expressa no epitélio endometrial em todas as fases do ciclo menstrual.

Po-Yin Chu et a. (2002) avadiaram a relacdo entre a atividade das
metal oproteinases e a ocorréncia de degeneracao do epitélio luminal, hiperplasia cistica
endometrial, piometra e remodelamento uterino poés-parto em cadelas. A MMP-2 e a
MMP-9 foram detectadas no Utero de todas as cadelas. A MMP-7 e a MMP-9 foram
observadas somente em uma cadela em anestro e nas cadelas com hiperplasia cistica
endometrial, piometra e nos animais entre duas e trés semanas pés-parto. Os autores
concluiram que o estudo das MMPs no endométrio canino pode representar um
importante papel na hiperplasia cistica endometrial, piometra e no pos-parto. Porém,
ndo observaram envolvimento das MMPs com a degeneracdo do epitélio luminal. Em
equinos ainda ndo existem estudos sobre 0 papel destas enzimas no endométrio.

O presente trabal ho teve por objetivos avaliar a expressao das metal oproteinases 1

e 7 no endométrio de éguas normais e portadoras de endometrites.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste estudo 82 amostras de bidpsias uterinas equinas recebidas
no Servico de Patologia Veterinaria e Reproducdo Animal da FMVZ, UNESP, no
periodo de 1987 a 2004. Este material incluiu bidpsias provenientes da rotina de
diagnostico do Hospital Veterinario, bem como aguelas enviadas por clinicas
particulares e profissionais autbnomos. Todas as amostras foram submetidas ao mesmo
processamento, ou sgja, fixagdo em solugdo de Bouin durante 24 horas seguida da

imersao em acool 70% e posterior inclusdo em parafina, de acordo com as técnicas de
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rotina histopatolégica. Dos blocos, foram obtidos cortes com cinco micrémetros (um)
de espessura para coloracdo pelo método de Hematoxilina e Eosina e para a
imunoi stogquimica.

A técnica de imunoistoquimica foi realizada no Laboratério de Pesquisa do
Servico de Patologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Botucatu, SP. Os anticorpos utilizados foram MMP-1 (RDI-MMPlabm-E5) e
MMP-7 (RDI-MMP7amb-B2).

As laminas permaneceram na estufa a 60°C por 24 horas para fixacdo do tecido e,
em seguida, foram submetidas aos processos de desparafinizacdo e hidratagdo. O
blogqueio da peroxidase enddgena foi feito em solucdo de &gua oxigenada a 10 volumes
por 15 minutos. Para a recuperacdo antigénica dos anticorpos foi utilizada a solugdo
tampao de citrato 10 mM, pH 6,0, em forno de microondas, na poténcia méaxima por 20
minutos. ApGs o procedimento, o material foi resfriado até atingir a temperatura
ambiente.

Cada anticorpo foi diluido em solucdo a 0,1% de albumina sérica bovina em
solucdo tampdo de TRIS (TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical C.O., St. Louis,
E.U.A.). Foi empregado o anticorpo secundario anti-mouse (BA2000-VECTOR) e o kit
ABC (PK6100 — VECTASTAIN ELITE). As laminas foram incubadas com os
anticorpos primarios por 18 horas a4°C, lavadas em solucéo TRIS pH 7,4 (Trizma Base
Reagent Grade — T1503 SIGMA) e incubadas com o anticorpo secundério anti-mouse a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a reacdo com 0 anticorpo secundario o
material foi lavado com TRIS e as laminas incubadas com o kit ABC, preparado 30
minutos antes do uso, a temperatura ambiente por 30 minutos.

Para visualizacdo da reacdo, as laminas foram tratadas com solucdo de
3,3’ diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466 DakoCytomation) durante cinco minutos a
temperatura ambiente. Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Harris, por
35 segundos.

Para cada caso, o tipo histologico foi caracterizado segundo a classificacdo
proposta por Kenney e Doig (1986) para as endometrites crénicas, porém sO foram
utilizadas as amostras categorizadas como normais (categoria 1) e as endometrites
cronicas mais graves (11B elll).
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Para cada anticorpo utilizado, a reagéo imunoistoquimica foi estimada conforme a
marcagdo positiva. Em cada regido onde a enzima foi observada foi adotado um valor
para a intensidade da marcacdo, sendo: O=negativo, 1=marcacdo fraca, 2=marcacdo
moderada e 3=marcacdo acentuada. Apos esta andlise estes valores eram transformados
em mediana e ent&o se obtinha a intensidade da enzima em cada elemento avaliado. Os
locais avaliados foram: epitélio luminal, epitélio glandular, parede vascular, célula
endotelial, célulainflamatéria e célula estromal.

Para a avaliacéo do grau de expressdo de cada enzima foram utilizados valores
numéricos variando de zero a seis. O valor zero correspondia a auséncia de marcacao.
Para cada local era atribuido o valor um. A expressao da enzima era calculada com base
no somatoério dos locais onde ocorria a expressao da enzima, ou sgja, de zero aseis.

Para cada variavel utilizada no experimento, as trés categorias de endometrites
foram comparadas utilizando-se a classificacéo de Kenney e Doig (1986). O teste
estatistico utilizado foi o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Zar, 1996),

adotando-se o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Apos a classificagdo histologica das 82 bidpsias de acordo com a descricéo de
Kenney e Doig (1986), 15 animais foram incluidos na categoria | (18,29%), 18 na
categoria 11B (21,95%) e 49 na categoria 1l (59,76%). Nossos resultados mostraram
que a intensidade do infiltrado inflamatério e o grau das ateractes fibréticas foram os
achados mais importantes. Deve-se destacar, no entanto, seguindo-se a classificacéo
proposta por Kenney e Doig (1986), que as lesdes fibréticas por si sO, quando muito
acentuadas, séo suficientes para que a lesio uterina sgja classificada como pertencente a
categorialll, mesmo que sgjam acompanhadas de infiltrado inflamatorio discreto.

Segundo Evans, Miller e Ganjam (1998) vérios esquemas de classificacéo,
incluindo o sistema modificado de Kenney e Doig (1986), tém auxiliado no progndstico
dos problemas reprodutivos na espécie eqliina. Estes mesmos autores afirmaram que
embora estas classificagOes descrevam a localizagdo, a frequéncia e a severidade da
fibrose periglandular as avaliagbes sdo semi-quantitativas e que a fibrose periglandular
necessita de avaliacdo mais detalhada do tamanho dos focos fibréticos, nUmero de

células envolvidas no foco fibrético e percentua de glandulas endometriais individuais
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circundadas por duas ou mais camadas de fibroblastos. No sistema de Kenney e Doig
(1986) o conjunto destas alteragdes poderia ser classificado, em uma mesma amostra,
como categoriallA, 11B ou |11, dependendo da severidade dafibrose.

Na andlise qualitativa da expressdo da enzima MMP-1 foi verificada marcacdo
fraca a moderada na maioria das amostras. A MMP-1 foi expressa por todos os tipos
celulares e regides do endométrio avaliadas. Em apenas uma amostra classificada como
endometrite cronica categoria lll houve auséncia da marcagdo de MMP-1.

Das 15 amostras classificadas como categoria | a maioria (quatro casos) revelou
escore de expressdo 6, indicando que a MMP-1 foi observada em diferentes tipos
celulares no endométrio normal. Nas amostras com endometrites cronicas foram
observados 0s seguintes resultados: na categoria |1B a maioria das amostras apresentou
escore 2 e 5 (cinco amostras em cada escore) e na categoria lll, onze casos revelaram
escore 5 e 14 escore 6. Estes resultados revelaram que as éguas com endometrite
cronica apresentaram os maiores escores (5 e 6), ha maioria dos casos, indicando que a
enzima € expressa por mais tipos celulares durante o processo cronico.

Embora os dados tenham revelado que nas endometrites a expressdo das enzimas
aumenta, aMMP-1 ndo apresentou diferenca significativa, com relacdo a expressao, nas
diferentes categorias de endometrite, conforme a Tab. 1.

Com relacdo a distribuicdo da MMP-1 no endométrio equino, os dados revelaram
que esta enzima foi expressa em todas as regides analisadas, porém ndo houve diferenca
significativa na sua intensidade de marcagdo, independente do local observado, em cada
categoria de endometrite.

Quando observada quanto a intensidade da marcacdo da MMP-1, em cada local do
endométrio, observou-se que na categoria |, embora esta enzima fosse expressa por
Varios tipos celulares, a marcacdo era fraca ou moderada na maioria das amostras. A
marcacdo intensa sO foi observada em trés amostras. Também foi observado que nas
células dos epitélios luminal e glandular a marcagdo da MMP-1 foi ausente na maioria
das amostras (nove casos). Nas endometrites cronicas a intensidade da marcagéo era
moderada a intensa e a maioria das células expressasvam MMP-1. Estes resultados
demonstraram que a intensidade da marcacdo de MMP-1 foi maior nas éguas com

endometrites mostrando diferenca significativa entre as categorias. Nas endometrites
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categoria Il a MMP-1 foi observada com maior intensidade nas células do epitélio
glandular em relagdo as éguas normais, conforme mostraaFig. 1 eaTab. 2.

Segundo Cotran, Kumar e Collins (1999) as MMP-1 representam as colagenases e
s80 responsaveis pela degradacdo dos colagenos fibrilares enquanto que a MMP-7, as
estromalisinas, agem em uma variedade de componentes da matriz incluindo
proteoglicanos, laminina, fibronectina e colageno amorfo.

A MMP-1 foi expressa por diferentes tipos celulares em éguas normais € com
endometrites cronicas, porém, nos quadros cronicos observou-se aumento da
intensidade da marcacdo 0 que sugere 0 envolvimento desta enzima nestes processos.
Os resultados revelaram também gue a intensidade de marcacéo da MMP-1 nas células
do epitélio glandular foi significativamente maior nas endometrites crénicas 11l do que
nas éguas normais. Os estudos no endométrio humano revelaram que na fase pré-
menstrual e menstrual, do endométrio normal, sdo encontradas as MMP-1 e MMP-3,
nas células estromais (Noguchi et a., 2003). No presente estudo a MMP-1 foi expressa
pelas células estromais com baixa intensidade e ndo revelou diferenca significativa entre
as amostras normais e com endometrites cronicas.

Na andlise da expressdo da enzima MMP-7 foi verificada que a marcagéo variou
de fraca a moderada. A marcag&o intensa foi observada em apenas trés amostras. Esta
enzimafoi expressa por varios tipos celulares, porém a marcacéo na parede vascular foi
ausente em todas as amostras analisadas.

Com relacéo ao escore de expressao observou-se que independente da categoria de
endometrite a maioria das amostras apresentou escore 1, sendo nove amostras da
categoria |, sete da categoria |1B e 26 da categoria Ill. A auséncia de marcacdo para
MMP-7 foi observada em apenas uma amostra da categoria lll. Os resultados referentes
a MMP-7 revelaram que ndo existem diferencas significativas entre a expresséo desta
enzima nos diferentes tipos de processo, independentemente da classificaco
histol 6gica, conforme demonstraa Tab.3.

No que diz respeito a intensidade de marcagdo para MMP-7 observou-se que,
independente da classificagdo utilizada, as células que expressaram escores de
intensidade significativamente maiores para esta enzima foram as células inflamatorias

em relacdo aos outros elementos avaliados, conforme mostra a Fig. 2. N&o houve
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diferenca entre a intensidade da expresséo nos diferentes locais do endométrio entre as
categorias de endometrite. Estes resultados estéo apresentados na Tab. 4.

Dentre as estromadisnas (MMP-3, MMP-7 e MMP-10) que degradam
componentes da membrana basal como coldgeno 1V e V, laminina e outras proteinas
como a fibronectina, aMMP-7 foi a Unica avaliada no presente estudo.

A MMP-7 neste estudo foi expressa pelas células epiteliais luminais e glandulares,
pelas células estromais, endoteliais e inflamatdrias. Porém independentemente do grau
de endometrite as células inflamatérias foram o tipo celular que mais expressou esta
enzima. Po-Yin Chu et al. (2002) observaram a presenca de MMP-7 e MMP-9 no
endométrio de cadelas com anestro, hiperplasia cistica endometrial, piometra e durante
0 pos-parto. Todos estes fatores induzem a uma resposta inflamatoria do endométrio o
gue permite supor que quanto maior a quantidade de células inflamatérias, de acordo
com os resultados deste estudo, maior seria a expressao da MMP-7.

Nossos resultados, assm como os de outros trabalhos na mesma linha, mostraram
que por meio da utilizagdo da imunoistoquimica podem ser obtidos dados morfol 6gicos
importantes sobre 0 endométrio equiino. As metal oproteinases parecem ter influéncia no
processo de reparo endometrial, visto que em algumas situacfes alguns tipos celulares
mostraram maior intensidade de expressdo de determinada enzima. No entanto os dados
deste estudo ndo permitem concluir se MMP-1 e MMP-7 interferem ou n&o nos

processos cronicos endometriais.
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Tabela 1. Valores medianos da expressdo de MMP-1 nas diferentes categorias de

endometrites crénicas diagnosti cadas segundo Kenney e Doig (1986).

Categoria de endometrite Expressdo de MM P-1
Categorial 3,0a"
CategoriallB 3,0a
Categorialll 5,0a

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

Tabela 2. Valores medianos da intensidade da marcacdo de MMP-1 nos diferentes
locais do endométrio de acordo com as categorias de endometrites cronicas

diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categorial CategoriallB  Categorialll
Epitdio lumina OaA® 1aA 1aA
Epitélio glandular 0aA 1aAB 2aB
Célulaendotelial 1aA 28A 1aA
Parede vascular 1aA 0,58A 1aA
Céulainflamatoria 2aA 2aA 2aA
Céulaestromal 1aA 1aA 1aA

"Medianas seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitiscula na linha ndo
diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-
Wallis

Tabela 3. Valores medianos da expressdo de MMP-7 nas diferentes categorias de
endometrites cronicas diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Categoria de endometrite Expressdo de MM P-7
Categorial 1,0a"
CategoriallB 2,0a
Categorialll 1,0a

'N&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis
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Tabela 4. Valores medianos da intensidade da marcacdo de MMP-7 nos diferentes
locais do endométrio de acordo com as categorias de endometrites cronicas

diagnosticadas segundo Kenney e Doig (1986).

Local no endométrio Categorial CategoriallB  Categorialll
Epitdio lumina OaA® 0aA 0aA
Epitélio glandular 0aA 0aA 0aA
Célulaendotelial 0aA 0aA 0aA
Parede vascular 0aA 0aA 0aA
Céulainflamatoria 1bA 2bA 1bA
Céula estromal 0aA 0aA 0aA

"Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha ndo
diferem significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-
Wallis
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Figura 1. Amostra P90/04. Endométrio eqlino com endometrite crénica categoria
degenerativa / Ill. Marcagdo positiva de MMP-1 (1:100) nas células do epitélio
glandular (EG), na fibrose periglandular (FPG) na regi&o do estrato compacto e nas
células do epitéio luminal (EL).

EG

EL
FPG

EG

Figura 2. FIGURA 18. Amostra P202/02. Endométrio eqliino com endometrite crénica
infiltrativa / 111. Marcag8o positiva de MMP-7 (1:100) em células inflamatérias intra-
epiteliais glandulares (setas) naregido do estrato esponjoso (Barra= 50um).
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