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RESUMO

PORTO, C.D. Expressdo de TGF-B1, metaloproteinases e avaliagdo dos
indices de proliferagcdo celular e apoptdtico nas endometrites cronicas das
éguas. Botucatu, 2009. 124 p. Tese de Doutorado, Universidade Estadual

Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

O presente trabalho teve por objetivos avaliar os indices de proliferagcéo celular
e apoptético, nos endométrios sadios, portadores de endometrite crénica e com
endometrose por método imunoistoquimico. Ainda, verificou-se a expressao e
distribuicdo do TGF-B1 e das metaloproteinases (MMP) 2 e 9 e sua relagéo
com os indices de proliferagdo celular e apoptéticos, além da inter-relacéo
entre esse fator de crescimento e as enzimas colagenoliticas estudadas. Os
resultados obtidos foram comparados aos diferentes graus de alteracado
endometrial das éguas, e os tipos de colageno presentes e sua proporgéo nas
endometrites cronicas, especificados por técnicas histoquimicas. Foram
utilizadas 60 bidpsias endometriais classificadas histologicamente de acordo
com Kenney e Doig (1986) e segundo as definicbes de Ricketts & Alonso
(1991) para endometrite crénica infiltrativa e endometrose. A avaliacédo do
colageno foi realizada pelos métodos histoquimicos Tricrdbmico de Masson e
Picrosirius Red - Polarizagédo. Estudo morfométrico da fibrose periglandular foi
realizado utilizando-se a técnica histoquimica do Picrosirius Red - Polarizagao.
Os resultados mostraram que nos endométrios portadores de endometrite
grave ha deposicdo de colageno do tipo Illl e do tipo |, sendo este
predominante. Nao houve diferenca significativa na extensdo da fibrose
periglandular entre as endometrites crénicas infiltrativas e endometroses. A
expressdo do TGF-B1 foi escassa, presente nos endométrios normais € com
alteracbes inflamatorias e degenerativas, e teve como principal fonte as células
inflamatérias, embora tenha mostrado positividade nas células estromais em
grande numero de amostras, esparsamente. Nao foi possivel relacionar a
presenca do TGF-B1 com a gravidade das endometrites nem com o tipo de
apresentacao morfolégica, tampouco com a proliferacao celular e apoptose. A

MMP-2 apresentou imuno-reatividade mais intensa nas células do epitélio



glandular nas endometrites da categoria Ill e parede vascular nos endométrios
da categoria I. A MMP-9 apresentou imuno-reatividade menos intensa na
parede vascular das bidpsias da categoria IIB. Nao houve relagcdo na
expressado imunoistoquimica das metaloproteinases estudadas com o tipo de
endometrite, com a presenca do TGF-$1, nem com os indices de proliferacéo
celular e apoptético. Nao houve diferenga nos indices gerais de proliferacéo
celular e apoptéticos entre as diferentes categorias de endométrio nem entre
lesGes inflamatorias e fibréticas. Entretanto, as células estromais associadas a
fibrose mostraram indices proliferativos significativamente menores do que as
células estromais ndo associadas a fibrose. O epitélio glandular mostrou
indices menores de proliferagdo celular nas endometrites graves. Em geral, os
indices apoptoticos foram maiores nas células epiteliais e menores nas
estromais. Os indices apoptéticos do epitélio glandular foram maiores nas

endometrites graves.

Palavras-chave: endométrio equino, proliferacdo celular, apoptose,

metaloproteinase, TGF-beta1



ABSTRACT

PORTO, C.D. Expression of TGF-B1, metalloproteinases and evaluation of cell
proliferation and apoptosis in chronic endometritis of mares. Botucatu, 2009.
124 p. Doctorate Thesis, Sdo Paulo State University - UNESP, School of
Veterinary Medicine and Animal Science.

The aim of this study was to evaluate the indexes of cellular proliferation and
apoptosis in healthy endometrium and with chronical lesions by means of
immunohistochemical method. It was also verified the expression and
distribution of TGF-B1 and metalloproteinases (MMP) 2 and 9 and its relation
with the rates of cellular proliferation and apoptosis, besides the interrelation
between that growth factor and the studied collagenolytic enzymes. The results
were compared to the different degrees of endometrial alteration of the mares,
and the present types of collagen and its proportion in chronical lesions,
specified by histochemical techniques. Sixty endometrial biopsies were
classified in agreement with Kenney and Doig (1986) and according to the
definitions of Ricketts & Alonso (1991) for infiltrative chronic endometritis and
endometrosis. The collagen evaluation was made by Masson’s trichrome and
Picrosirius Red staining methods. The endometrial periglandular fibrosis
morphometric analysis was carried out by using Picrosirius Red stained slides.
Deposition of type Ill collagen and type | collagen was seen in severe
endometritis with type | predominance. The chronic infiltrative endometritis and
endometrosis didn’t show significant difference in the extension of periglandular
fibrosis. The expression of TGF-B1 was scanty, present in normal endometrium
and with chronical lesions, and it had as main source the inflammatory cells,
although it has shown assertiveness in the stromal cells in a great number of
samples, sparsely. It was not possible the correlation of TGF-B1 with the gravity
of endometritis nor with the type of morphologic presentation, either with the
cellular proliferation and apoptosis. MMP-2 presented more intense
immunoreactivity in the cells of glandular epithelium in the category Il

endometritis and vascular wall in the category | biopsies. MMP-9 presented less



intense immunoreactivity in vascular wall of the category IIB biopsies. There
was no relation in expression of the metalloproteinases studied with the
endometritis type, with the presence of TGF-B1, nor with the rates of cellular
proliferation and apoptosis. There was no difference in the general indexes of
cellular proliferation and apoptosis among the different endometrium categories
nor between inflammatory and fibrotic lesions. However, there was decreased
proliferative activity in stromal cells related to the fibrosis than the stromal cells
not related to the fibrosis. The glandular epithelium showed lower proliferative
activity in severe endometritis. In general, the apoptotic indexes were greater in
the epithelial cells and lower in the stromal ones. The apoptotic indexes of

glandular epithelium were greater in severe endometritis.

Key words: equine endometrium, cell proliferation, apoptosis,

metalloproteinase, TGF-beta1
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1. INTRODUGAO

A infertilidade nas éguas ainda é causa de grande perda
econdmica na criacdo de equlinos por inviabilizar a produ¢cao de um potro por
égua a cada ano (AMARAL, 2002, EIGENHEER-MOREIRA et al., 2007).

Dos ultimos 50 anos até hoje, a endometrite é considerada uma
das principais causas de infertilidade nas éguas, além de ser o problema de
maior importancia clinica nos eqlinos depois da cdélica e das enfermidades do
trato respiratério (TRAUB-DARGATZ et al., 1991; TROEDSSON, 1999; LIU &
TROEDSSON, 2008).

Varias podem ser as causas de endometrite, e incluem-se a
endometrite aguda associada a infecgdo venérea, endometrites infecciosas
crbnicas, endometrite persistente pds-monta e endometrites crénicas
degenerativas, também denominadas endometroses (FUMUSO et al., 2003).

Por décadas, o valor da bidpsia endometrial na avaliagdo da
subfertilidade e infertilidade em éguas €& reconhecido internacionalmente.
Especialmente em éguas que nao apresentam sinais clinicos ou tém
dificuldade para emprenhar, a investigagdo histopatolégica tem demonstrado
importancia diagndstica e prognoéstica, tornando a bidépsia o método mais
preciso por permitir a avaliacdo da situacdo morfofuncional do endométrio
(DOIG et al., 1981; SCHOON & SCHOON, 2003).

Por serem os padrdes de distribuicdo da fibrose e do infiltrado
inflamat6rio as principais caracteristicas para o diagnostico das endometrites,
Kenney (1978) prop6s um sistema de classificagdo para esta enfermidade,
posteriormente modificado por Kenney & Doig (1986). Outras classifica¢cdes
também sao utilizadas, como a descrita por Ricketts & Alonso (1991), que
procura separar entidades distintas de acordo com o padrdo morfolégico da
doenca.

Estudos sobre a classificacdo dos tipos de colageno e tipificagéo
do infiltrado inflamatério procuram caracterizar o processo (NUNES, 2003),
enquanto pesquisas mais recentes envolvendo enzimas envolvidas na

degradacdo da matriz extracelular, a caracterizacdo das células que estéo
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presentes na fibrose periglandular e sua associacdo com fatores que
promovem a fibrolise buscam elucidar parte de sua patogénese ainda nao
totalmente compreendida (NUNES, 2006; PORTO, 2006; MASSENO, 2009).

Sabe-se que os processos inflamatoérios e fibréticos apresentam
condigdes distintas do tecido normal, as quais levam a modifica¢cdes do padréo
de proliferagdo celular e morte por apoptose, associadas a diferentes fatores
soluveis liberados no meio (CHUJO et al., 2009). No entanto, poucos séo os
trabalhos que associam mediadores quimicos e estudos da proliferacao celular
e apoptose nas endometrites crdénicas das éguas.

Conhecer as interagdes celulares e moleculares na inflamagéo e
fibrose que ocorrem no utero equino pode ser Util para proporcionar bases para

o desenvolvimento de novas terapias especificas num futuro préximo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A endometrite € a principal causa de redugdo da fertilidade em
éguas sendo considerado o problema de maior importancia clinica nos eqlinos
depois da cdlica e das enfermidades do trato respiratério, e responsavel pela
reducdo na producgéo anual de potros produzindo grandes perdas econémicas
(TRAUB-DARGATZ et al., 1991; TROEDSSON, 1999; LIU & TROEDSSON,
2008).

Os mecanismos de defesa uterinos sao complexos e a falha
nestes mecanismos leva a inflamacéo persistente que pode resultar em
lutedlise prematura e perda embrionaria (KATILA, 1996; TROEDSSON, 1999).

A biépsia endometrial fornece informacdes valiosas com relagao a
reducdo da inflamagédo ap6s o tratamento, se a égua € portadora de
degeneragdo, que afeta a limpeza uterina e o fluxo sanguineo e se terapia
adicional € necessaria. Os achados da camada mucosa préxima ao epitélio,
alteracdes no tamanho e forma epiteliais, grau do edema endometrial
considerando a fase do ciclo estral, angiose, lacunas linfaticas, fibrose
periglandular, figuras mitéticas no epitélio glandular e degeneragéo glandular,
sdo informacdes associadas a processos patoldgicos especificos e a presenca
de cada uma dessas alteracdes dita uma estratégia terapéutica distinta. Eguas
com edema endometrial excessivo podem possuir incompeténcia cervical,
defeitos na drenagem uterina ou inflamagéo crénica. Angiose ocorre em
conjunto com lacunas linfaticas e indica que o fluxo sanguineo no endométrio
estd anormal e a drenagem pode estar prejudicada. Degeneragédo glandular
cistica ou figuras mitdticas no epitélio glandular podem estar associadas a
inflamacgéo crénica ou irritacao endometrial (LEBLANC, 2008).

Estudos mais recentes, comparando a biopsia endometrial a
outras técnicas diagnosticas, concluem que a biépsia endometrial ainda é o
método mais sensivel e especifico para o diagndstico de endometrite na égua
(LIU et al., 2008). Portanto, a biopsia endometrial € o método definitivo para o
diagnostico da endometrite cronica e o prognostico da fertilidade (MEDICE et

al., 1991). Kenney (1978), baseando-se na intensidade das alteragbes
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fibréticas e inflamatorias endometriais propés um sistema de classificagdo das
endometrites cronicas em categorias, considerando a possibilidade de a égua
manter a gestagdo. Posteriormente, Kenney & Doig (1986) modificaram esta
classificacdo, principalmente no que diz respeito a avaliagdo da fibrose
endometrial, e sua relagdo com a manutengcdo da prenhez e a resposta do
animal a terapia. Outros autores também propuseram sistemas de classificacéo
para as endometrites. Ricketts & Alonso (1991) observaram que as
endometrites poderiam estar ou hdo acompanhadas por infiltrado mononuclear,
denominando de endometrite cronica infiltrativa as que apresentavam sinais de
inflamacédo e de doenca endometrial degenerativa crénica, ou endometrose,
aquelas em que estavam presentes apenas alteracgdes fibréticas com auséncia
de células inflamatérias.

A fibrose é um dos principais elementos da reacdo endometrial,
sendo, portanto, relevante a determinacdo de seu arranjo, localizacdo e
composi¢cao para se avaliar o grau de comprometimento do endométrio e as
chances de regresséo da lesao ja estabelecida (NUNES, 2003).

A avaliagédo do grau de fibrose endometrial é importante, pois, ao
contrario das alteragcdes inflamatérias, é permanente. Nestas lesdes a
deposi¢ao de colageno ocorre mais comumente ao redor das glandulas ou
associada a membrana basal (KENNEY & DOIG, 1986). Essa alteragédo
compromete a integridade e a funcao das glandulas endometriais, estruturas
necessarias desde o periodo de pré-implantacdo embrionaria até o
desenvolvimento placentario completo, por serem responsaveis pela sintese e
secrecgao de substancias histotroficas (GRAY et al., 2001).

Porto (2006) verificou que, entre as lesdes encontradas nas
endometrites mais graves, as alteracbes fibroticas foram as mais
freqientemente observadas, sendo verificadas nas regides periglandular,
intersticial e perivascular.

Evans et al. (1998) asseguram que a morfometria realizada com
auxilio de programa computacional de bidpsias uterinas pode ser incorporada
ao diagnéstico e avaliagéo da fibrose endometrial das éguas. Em conjunto com
a avaliagcao histopatolégica, a determinacdo da porcentagem de colageno
periglandular endometrial permite conhecer com maior precisdo a fibrose

periglandular no endométrio.
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Nunes (2003), estudando o padrdo de distribuicdo e tipos de
colageno nas endometrites crbnicas, observou maior concentracdo de
colageno nas regides periglandular e perivascular e no estrato esponjoso. Ao
relacionar a gravidade da endometrite com a distribuicdo do colageno, concluiu
que quanto maior o grau, mais acentuado foi o acumulo de colageno ao redor
das glandulas. Verificou também, empregando a técnica do Picrosirius —
Polarizagcédo, que o colageno do tipo | foi mais freqlente nas lesdes fibréticas
periglandulares nas biopsias que apresentavam lesbes mais graves. Esses
achados foram posteriormente corroborados por Nunes (2006) e Porto (2006),
sendo que neste trabalho foi utilizado, além da técnica do Picrosirius -
Polarizagédo, o método da Reticulina para a diferenciagao dos tipos de colageno
pela afinidade com a prata.

Hoffmann et al. (2009) relatam que as células estromais da fibrose
periglandular sdo aptas a secretar componentes da matriz extracelular e
fibronectina, contribuindo ainda mais para o acumulo da matriz nesta regiao.
Estes mesmos autores afirmam que algumas destas células expressam
moléculas que as caracterizam fenotipicamente como miofibroblastos, ao
mesmo tempo em que expressam receptores hormonais de forma inadequada.
Como resultado as células estromais do foco fibrético tornam-se incapazes de
responder aos estimulos enddcrinos ciclicos e tornam-se independentes dos
mecanismos de controle hormonais do utero.

No processo fibrético, ha a substituicdo dos depdésitos de acido
hialurénico e fibronectina, que ocorrem desde o inicio do processo inflamatério,
por colageno tipo | e lll principalmente. Outros tipos de colageno também sao
encontrados nesses processos, porém em menor quantidade. O tipo de
colageno presente expressa a cronologia da lesao, ja que o colageno tipo Ill &
0 primeiro a ser depositado durante os processos reparativos e fibréticos em
geral, sendo posteriormente substituido pelo do tipo | (MARTINEZ-
HERNANDES, 1999; BOCHSLER & SLAUSON, 2002). Um método utilizado
para essa tipificacdo € o Picrosirius Red, que diferencia os colagenos pela
intensidade da birrefringéncia das fibras em microscopico Optico de luz
polarizada. Dessa forma, diferentes tonalidades s&o observadas conforme o
tipo de arranjo molecular presente (JUNQUEIRA et al., 1978; MONTES &
JUNQUEIRA, 1991; BORGES et al., 2007). Este tipo de avaliagdo se torna
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importante, pois em lesdes granulomatosas com fibrose persistente ocorre
formagdo progressiva de pontes de ligacdo de colageno e consequente
bloqueio de sitios de reacdo com as enzimas colagenoliticas, 0 que impede a
degradacdo das moléculas de colageno (ANDRADE et al., 1999). No
endomeétrio equino, € citado que o Picrosirius Red € uma técnica histoquimica
promissora, que em conjunto com sistemas de analise computacionais tem sido
utilizada para a avaliagcéo da fibrose (SCHLAFER, 2007).

Nunes (2003) observou que a medida que a lesdo endometrial
piora ha substituicdo progressiva do colageno tipo Ill por colageno do tipo | na
regido periglandular, corroborado por Nunes (2006) e Porto (2006). Troedsson
(1999) denomina a fibrose periglandular associada a dilatagdo glandular como
endometrose ou endometrite degenerativa cronica, sendo esta uma condigc&o
observada ndo s6 em éguas suscetiveis a endometrite persistente, mas
também naquelas mais idosas sem historico conhecido de inflamacao. Isto
sugere um processo fibroplasico degenerativo do endométrio e, portanto, muito
mais uma consequéncia do envelhecimento do que da inflamagéo uterina.
Walter et al. (2001) citam que a endometrose é uma das razbes mais
frequentes da infertilidade em éguas, levando a altera¢cdes graves do tecido
conjuntivo uterino e das glandulas.

Em um estudo realizado por Abd-Elnalim et al. (2006) foi
constatado que nas éguas com endometrose houve o desenvolvimento
anormal da placenta, com malformagcdo nos microplacentomas.
Concomitantemente, pdde ser verificado que o indice ponderal dos fetos
dessas éguas foi menor do que os de éguas jovens primiparas. Os autores
afirmaram que esse menor indice nos fetos das fémeas com endometrose
indica que o déficit deve-se ao desenvolvimento microcotiledonario sub-6étimo
nas por¢cdes do alantocérion posicionadas particularmente nas regides
fibréticas do endométrio, juntamente com a reduzida quantidade de histotrofo
produzida por glandulas endometriais degeneradas. Também, o peso fetal
bastante diminuido pdde ser notado precocemente.

Para que se entenda o mecanismo patolégico da fibrose é
necessario que, primeiramente, se compreenda o funcionamento normal dos

mecanismos de interagcado da matriz extracelular.
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A regulacdo da composi¢cao desta matriz promove a integridade
dos tecidos e fornece sinais bioativos que podem afetar o comportamento
celular (BRUNER et al., 1995).

A resposta a injuria tecidual envolve complexa inter-relacao de
diversos elementos humorais e do tecido conjuntivo que limita a leséo e acaba
restabelecendo a integridade tissular (BUCKLEY, et al., 2001).

Entre os fatores de crescimento conhecidos, aqueles que tém
funcdo proeminente na cicatrizagao sédo os pertencentes a superfamilia do fator
de crescimento transformante 3, ou TGF-B. Essas proteinas regulam uma
ampla variedade de fungdes bioldgicas, incluindo a proliferacédo celular,
apoptose, diferenciagdo, adesdo, imuno-regulacdo, produgdo de matriz
extracelular, angiogénese e génese tumoral. Essa superfamilia compreende
perto de 100 proteinas distintas, todas homédlogas, com pelo menos uma regiao
similar na seqiéncia dos aminoacidos. O TGF- é uma proteina produzida
predominantemente por células T, sendo, no entanto expresso de forma
ubiquitaria pelas células do organismo animal. Outras principais fontes sao
plaquetas, neutréfilos, ossos, placenta, rins, endométrio e células malignas
(CHIN et al., 2004; LU et al., 2005; WILGUS et al., 2008). Durante a fase
precoce da cicatrizagdo, os macrofagos sao as principais fontes de TGF-f3
(KAPOOR et al., 2006).

O TGF-B foi descoberto em 1983, como substancia derivada da
placenta, por cientistas que estudavam fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento epidermais (EGF, TGF-a). Este
fator foi identificado devido sua capacidade em “transformar” fibroblastos de
ratos. Inicialmente era denominado fator de crescimento de sarcoma (SGF).
Posteriormente, reconheceram-se dois fatores distintos — TGF-a e TGF-B. O
TGF-a é atualmente chamado de EGF e geralmente estimula a proliferacédo em
uma ampla variedade de tipos de células epiteliais (CHIN et al., 2004; HSU &
CHANG, 2004).

Nguyen et al. (2005) afirmam que o TGF-B1 acelera a
diferenciacdo espontdnea de mondcitos em macrofagos, tendo papel
importante no processo inflamatério. Especificamente no processo inflamatério,
Ogawa et al. (2004) citam que o TGF- € um modulador imune multifuncional

que tem fungdo essencial na manutencdo da homeostasia do sistema imune,
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porque coordena eventos criticos para a progressao e modulagdo das
respostas inflamatérias. Essa acdo envolve o recrutamento de células
inflamatorias, a ativacao de linfocitos, a modulagdo da fungdo de macréfagos e
a expressdo de moléculas de adesdo pelas células endoteliais, mondcitos e
linfécitos.

Nos processos de reparo tecidual e cicatrizacdo essa superfamilia
€ considerada como crucial. O TGF-B é expresso em altos niveis durante o
remodelamento e influencia significativamente a formag&o do tecido conjuntivo.
O excesso desse fator durante a cicatrizagdo cutanea pode causar fibrose.
Além disso, a administracao sistémica e local de TGF-B1, 2 e 3 aumenta a taxa
de reparo tecidual e a forgca tensora nas cicatrizes. Com o bloqueio do TGF-
nas feridas de pele ha diminuicdo da formacdo de cicatriz (LU et al., 2005).
Durante o processo reparativo, o TGF- tem ainda as fungbes de mediar a
quimiotaxia de mondcitos, linfocitos, neutréfilos e fibroblastos. Esse fator de
crescimento € um potente estimulante da produgcdo de matriz extracelular in
vivo e esta envolvido na sintese de colageno pelos fibroblastos (KAPOOR et
al., 2006).

O TGF-B1 regula muitas respostas bioldgicas, incluindo a
angiogénese, quimiotaxia, progressdo do ciclo celular, diferenciacdo e
apoptose. Essa citocina também esta relacionada a regulagcdo do
remodelamento da matriz extracelular, expressdo de genes do colageno e
degradacado de proteinas da matriz durante o processo de injuria tecidual e
reparo (WANG et al., 2005; HASSOUN et al., 2009).

O TGF-B1 é considerado o principal mediador quimico na fibrose
em todos os 6rgaos. Entretanto, em alguns casos, como na fibrose intestinal,
esse fator n&o esta relacionado diretamente a proliferacéo de fibroblastos. No
entanto, desempenha esta funcdo de forma indireta devido a sua capacidade
de aumentar a expressao de receptores para o fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF), aumentar a sintese de fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) e promover a expressao do fator de crescimento semelhante
a insulina-1 (IGF-1). Dessa forma, a fungcédo do TGF-B1 estara mais relacionada
a diferenciacdo celular e a secrecdo de fatores soluveis do que com a
proliferagcao celular (RIEDER & FIOCCHI, 2008).
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Fujiwara et al. (2005) relatam que a sintese de colageno
aumentou em cultivo de fibroblastos normais e também naqueles obtidos de
queldide como resultado do estimulo exercido pelo TGF-B1 e diminuiu pelo
tratamento com anticorpo neutralizante anti-TGF-31. Esse resultado deveu-se a
diminuigéo na produgado de MMP-1 e aumento na sintese de TIMP-1, ja que um
dos mecanismos de regulagcdo das proteases que regulam a degradacédo da
matriz é pela liberacao de fatores soluveis, entre eles o TGF-31. Esses autores
citam que a MMP-1 é necessaria para a contragdo da matriz e sugerem que
tanto a MMP-1 quanto a MMP-2 podem desempenhar funcado importante na
migracao e invasao de fibroblastos durante a formacé&o do queldide. Citam
também que a expressdo de TIMP-1 poderia contribuir diretamente para o
acumulo de matriz extracelular pela inibicdo de sua degradacgéo, porque o
TIMP-1, além de ser o inibidor mais ativo da maior parte das formas ativas de
MMP, também tem sido relacionado a outros efeitos como prolifera¢ao celular e
apoptose.

Dos fatores que estao envolvidos no processo de fibrogenénese,
o TGF-B1, interleucina-1 beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
sdo aqueles capazes de induzir nos miofibroblastos presentes nos focos
fibréticos a sua mobilidade caracteristica, além da capacidade de proliferacéo e
de sintese de matriz extracelular. Entretanto, € a presenca do TGF-31 que mais
se relaciona com a extensao da fibrose e a indugéo de células miofibroblasticas
(FORBES et al., 2004; GARRETT, et al., 2004; KASAI et al., 2005). Estudos
prévios ja demonstraram a presenca de miofibroblastos e buscaram sua
relacdo com o processo fibrético no endométrio das éguas (WALTER et al.,
2001; MASSENO, 2009). Os miofibroblastos sao fibroblastos diferenciados com
funcao contratil e fonte de colageno fibrilar e fatores soluveis que influenciam a
fiborose (ARTHUR, 2000; HOLT et al., 2008). Outros trabalhos relatam ainda
que em varias doencas fibréticas, como a fibrose renal, hepatica e pulmonar, o
TGF-B1 promove a transicdo de células epiteliais para células mesenquimais,
apresentando fenétipo de miofibroblastos. Esse processo € denominado
transicdo epitelial-mesenquimal, e ocorre sob condi¢gbes patolégicas como a
cicatrizacdo. Durante a transicdo epitelial-mesenquimal ha a dissociacdo de
juncdes de aderéncia celular e desmossomos concomitantemente ou em

momento préximo ao rearranjo do citoesqueleto, com aumento de RNAm para
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proteinas filamentosas, possibilitando a promogédo do fendtipo mesenquimal.
Nesse processo, o TGF-B1 diminui a expressdo de E-caderina, uma proteina
transmembrana cujo dominio extracelular interage com outro dominio
extracelular da molécula de E-caderina da célula adjacente. Assim, esta
proteina desempenha papel critico para uma adesao celular estavel, mantendo
a polaridade celular e a estabilidade epitelial. O complexo de caderinas evita a
desagregacao de células epiteliais, e com isso, o evento fundamental para a
transicdo epitelial-mesenquimal é a desregulacdo de E-caderina. Ainda, a
transicdo do fendtipo epitelial ao mesenquimal iniciado pelo TGF-B1 é
acompanhada pela expressdo aumentada do fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) (GARRETT, et al., 2004; KASAI et al., 2005).

Promover a inducdo do CTGF é uma das atividades bem
conhecidas do TGF-B1, estando aquele fator envolvido na manutencdo da
fibrogénese (KASAI et al.,, 2005). O CTGF é uma proteina produzida por
fibroblastos sob estimulo do TGF-1. Como o TGF-3, o CTGF atua como um
agente quimioatrativo e mitogénico e também estimula a produgdo de
componentes da matriz extracelular. O gene do CTGF ¢ ativado pelo TGF- e
medeia muitas atividades de fibroblastos estimulados pelo TGF-B. Estando a
matriz colagena sob controle do CTGF, o TGF-B1 tem capacidade de gerar
forga tracionadora nos fibroblastos presentes (DANIELS et al., 2003; HORAN et
al., 2005).

O TGF-B regula a expressao de proteinas da matriz extracelular,
incluindo os colagenos fibrilares e a fibronectina. O TGF- também suprime a
degradagdo da matriz extracelular pela inibicdo da expressdo de
metaloproteinases e proteases serina, e aumentando a expressao dos
inibidores de proteases tais como os inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) e inibidores do ativador de plasminogénio (PAls). Dessa maneira, o
TGF-B é considerado um potente fator anabdlico que aumenta a deposi¢ao de
tecido conjuntivo e o reparo tecidual (JAVELAUD & MAUVIEL, 2004).

Kim et al. (2005) citam que o TGF-B1 estimula a producao de
MMP-9 em queratindcitos, odontoblastos, fibroblastos humanos e células
neoplasicas. Esses pesquisadores investigaram a acado do TGF-1 nas células
epiteliais da cornea humana, e observaram que essa citocina estimulou a

producdao de MMP-9 em uma relacdo dose-dependente. A MMP-9 estimulada
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pelo TGF-f1 pode mediar a migracdo de células epiteliais durante a
cicatrizagdo e envolve a patogénese das doengas na superficie ocular tais
como ulceracéo e ceratoconjuntivite seca.

O TGF-B1 também tem func¢do importante no desenvolvimento da
fibrose hepatica. Essa citocina aumenta a expressdo dos colagenos do tipo |,
do tipo Il e do tipo Ill pelas células estreladas hepaticas, além de estimular
estas células a aumentar a expressao da MMP-2. Os efeitos pro-fibrogénicos
do TGF-B1 estdo aumentados para proteger a matriz extracelular da
degradagdo. O TGF-B1 regula a producdo de MMPs, mas este efeito é
diferente de acordo com o tipo molecular de MMP (MIGITA et al., 2006; WANG
et al., 2006).

E relatado que o TGF-B1 aumenta a expressdo de MMP-2
enquanto diminui a da MMP-1 e MMP-3. Resultados de um estudo realizado
por Wang et al. (2006) demonstraram que o TGF-B1 aumentou a expressao da
MMP-2 ativa e da pro-MMP-2 nas células estreladas hepaticas durante a
fibrose hepatica.

O TGF-B ja foi detectado no endométrio da mulher, e é um
potencial regulador das fun¢bes reprodutivas e pode atuar no crescimento e
funcionamento uterino (DUMONT et al., 1995; ARICI et al., 1996; GODKIN &
DORE, 1998). Rodriguez et al. (2008) relatam que, em primatas, este fator de
crescimento tem sido relacionado com a indu¢do da apoptose induzida por
horménio no ovario e do epitélio uterino. Ganjam & Evans (2006) pesquisaram
a presenca do TGF-B1 no endométrio das éguas utilizando a técnica do ELISA
sanduiche, e observaram que a quantidade desse fator de crescimento
aumenta de acordo com a gravidade da endometrite, sugerindo que a
magnitude da fibrose periglandular no endométrio equino esteja relacionada a
esse fato. Entretanto, Cadario et al. (2002), observaram que, utilizando Real
Time PCR, ndo houve diferencgas significativas na expressdao de RNAm nos
endométrios com alteragbes degenerativas.

Em casos especificos, sdo necessarios estudos para que se
entenda o processo de fibrose, ja que ndo esta totalmente compreendido se
este se desenvolve a partir da inflamagcédo ou se pode ocorrer de forma
independente, total ou parcialmente, tendo a inflamacédo somente como gatilho.

A partir do momento em que a causa estiver determinada, havera melhores
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condigbes para se estabelecer uma intervencéo terapéutica anti-inflamatéria,
tendo como alvo o sistema imune ou entdo as células ou produtos da linhagem
mesenquimal (RIEDER & FIOCCHI, 2008).

A inibicdo da produgé&o de matriz tem sido o principal alvo das
terapias antifibréticas até o momento. Alguns meios tém sido testados, como o
bloqueio direto da sintese da matriz extracelular, ou indiretamente pela inibi¢cao
da atividade do TGF-B1, a principal citocina fibrogénica. No figado, inibidores
da sintese de colageno, que atuam sobre a enzima prolilhidrolase, estdo entre
os primeiros componentes antifibréticos testados, mas com sucesso limitado.
Atualmente, tem-se estudado a regulacdo da expresséo de genes que regulam
a sintese de colageno. No tratamento do queldide, o anticorpo anti-TGFp1
pode ter potencial terapéutico pela inibicdo da sintese de colageno pelo
bloqueio do efeito de TGF-f1 e também por acelerar a degradagdo dos
colagenos do tipo | e do tipo Il promovendo a produgdo de MMP-1. Dessa
forma, antagonistas do TGF-B tém sido amplamente testados devido a essa
citocina apresentar duplo efeito sobre a matriz extracelular: o de inibir a
producéo ou acelerar sua degradacgéo. Varios antagonistas do TGF- estédo
sendo desenvolvidos e poderdo ser testados em breve (FUJIWARA et al.,
2005; FRIEDMAN, 2008).

Além do TGF-B, outros fatores também exercem fungdes
importantes para a manutencdo da homeostasia da matriz extracelular nos
diferentes tecidos.

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

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

As MMPs estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos de

remodelamento tecidual, mas em geral estdo associadas a condi¢cdes
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patoloégicas como invasdo tumoral, processos fibroticos (ZHANG &
SALAMONSEN, 2002).

Juntas, as metaloproteinases sdo capazes de degradar a maior
parte das proteinas da matriz extracelular e regular a atividade de outras
proteases, fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e receptores
celulares. Portanto, as MMPs tém complexas fungdes, atuando na modulagéo
do comportamento celular normal, nas comunicagbes célula-célula, bem como
em condi¢des patologicas (MATHISEN et al., 2006; MEIJER, et al., 2007).

Os produtos resultantes da clivagem do colageno séao
rapidamente desnaturados em gelatinas, que posteriormente serdo degradadas
pelas gelatinases. Estas ultimas sdo também conhecidas como colagenases do
tipo IV, e degradam preferencialmente colageno desnaturado e componentes
da membrana basal (POLETTE et al., 2004; NEWBY, 2006).

Alguns membros da familia, como a MMP-2 (ou gelatinase A), sdo
expressos em tecidos normais, tendo papel na sua homeostasia. No entanto, a
maioria das MMPs n&o é expressa nessa condigdo. Para que ocorra tal
fenbmeno, é necessario que essas enzimas sejam ativadas nas condi¢bes
patologicas. Nestes locais, células ativadas expressam varias MMPs de forma
concomitante. A produgcéo dessas enzimas € regulada por sinais especificos
que sao temporariamente limitados e espacialmente confinados, tendo fatores
e citocinas que induzem (IL-1, TNF-a, TGF-a, EGF, FGF e PDGF) ou suprimem
(TGF-B e IL-4) a transcricdo dos genes de MMP (BIRKEDAL-HANSEN, 1995;
RA & PARKS, 2007).

Nos processos patologicos progressivos, como a fibrose hepatica,
ha excesso de deposicdo de proteinas da matriz no espago extracelular
podendo resultar em cirrose. Esse processo esta relacionado a regulagédo da
sintese e degradacgao de matriz. Nestas lesbes, ocorre deposicdo de uma rede
de matriz fibrilar, constituida principalmente por colagenos tipo | e lll,
relativamente resistentes a atividade das proteases. As células estreladas
hepaticas quando ativadas, exibindo fenotipo de miofibroblastos, secretam pro-
MMP-2, induzidas pela presenca de colageno do tipo |, o principal no figado
fibrético. A pro-MMP-9, no figado, tem como principal fonte as células de
Kupffer ativadas (ARTHUR, 2000).
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As metaloproteinases sao responsaveis pela renovacado e
degradacdo da matriz extracelular, contudo a degradacéo da matriz ndo € a
principal funcdo dessas enzimas. Varios estudos recentes tém demonstrado
que varias MMPs atuam em proteinas ndo pertencentes a matriz, como
citocinas, quimiocinas, receptores e peptideos antimicrobianos. Portanto, as
MMPs n&o devem ser vistas como proteinases que exercem exclusivamente
uma acgdo catalitica, mas também como enzimas de processamento
extracelular, envolvidas na regulacdo célula-célula e sinalizacdo de eventos
célula-matriz. Dessa forma, as MMPs podem ativar, desativar ou modificar a
atividade de moléculas sinalizadoras, direta ou indiretamente (PAGE-MCCAW
et al., 2007; RA & PARKS, 2007).

A MMP-2 ja foi encontrada, na sua forma inativa, em figados
saudaveis (ZHOU et al. 2004). Entretanto, Hemmann et al. (2007) citam que no
figado normal o RNAm e a pro-proteina de MMP-2 s&o dificiimente
encontrados, e que quando induzida a fibrose, hd um aumento na expressao
desse RNAmM. Os mesmos autores afirmam que a MMP-2 é um fator autdcrino
de proliferagdo e migragdo para as células estreladas hepaticas. Outros
autores também relatam a presenca de maior atividade da MMP-2 na fibrose
intersticial cardiaca, e sua inibicdo diminui essa alteracdo (MATSUSAKA et al.,
2006).

Fisiologicamente, no utero das éguas ha uma subpopulagéo de
células trofoblasticas (chorionic girdle cells) que desenvolve um fendtipo
altamente invasivo durante a formagéo da cinta coridnica. A invasao dessas
células durante a formacdo da cinta coribnica € dependente da acédo de
metaloproteinases (VAGNONI et al., 1995; ALLEN et al., 2007).

Trabalhos recentes tém investigado a participacao da MMP-2 e da
MMP-9 no processo fibrético endometrial das éguas. Porto et al. (2005)
observaram marcag¢ao imunoistoquimica para essas enzimas em diferentes
tipos celulares no endométrio de éguas portadoras de endometrite crénica: A
imuno-reatividade para MMP-2 foi constatada nas células do epitélio luminal e
glandular, além da parede vascular. A expressdo da MMP-9 foi detectada nas
células do infiltrado inflamatoério presentes na periferia de glandulas fibréticas.
Walter et al. (2005) também observaram imuno-reatividade para MMP-2 na

fibrose periglandular de éguas com endometrose. Posteriormente, Porto (2006)
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constatou que a analise da presengca de MMP-2 nas endometrites severas
indica que a intensidade da imunomarcagdo para esta enzima tende a
aumentar no epitélio glandular conforme aumenta a gravidade da lesdo
endometrial e, por conseguinte, a deposicao de colageno, e foi sugerido que
esse fendbmeno talvez contribua para a modificagéo da secregdo glandular no
endométrio das éguas, constatada por Walter et al. (2001) empregando a
técnica de lectinaistoquimica. No mesmo trabalho realizado por Porto (2006),
na parede vascular foi observado fendmeno inverso. Nesta regido, a
intensidade da imunomarcagédo para a enzima MMP-2 foi inversamente
proporcional ao aumento da gravidade da lesdo endometrial, e
conseqientemente a deposicdo do colageno. Este achado poderia estar
associado a presenca de mediadores quimicos liberados por células
perivasculares, fonte de interleucinas, e outros mediadores quimicos (PORTO,
2006). Outros estudos sugerem que a presenca de mediadores da inflamacéao,
fatores de crescimento especificos e padrdes dos filamentos intermediarios
podem ajudar a caracterizar as lesdes endometriais (SCHLAFER, 2007).
Investigagbes a respeito da inter-relagéo entre citocinas e outros fatores pro-
inflamatérios com as metaloproteinases sao necessarias para que se entenda
melhor o papel das MMP na regido da parede vascular do endométrio equino
(PORTO 2006), bem como em outras localizagdes, e sugere que a expressao
de MMP-2 pode estar relacionada a deposi¢do do colageno do tipo I, que é
mais espesso, ho endométrio equino (NUNES, 2006). Sabe-se que a MMP-2,
além de apresentar atividade proteolitica e degradar colageno desnaturado,
gelatinas e varias moléculas da matriz extracelular, incluindo laminina e
colagenos amorfos como do tipo IV, V e Xl, digere os colagenos do tipo |, Il e lll
de maneira semelhante as colagenases (MURPHY & NAGASE, 2008).

Nunes (2006), ao estudar a imunomarcagcdgo de MMP-9 no
endométrio de éguas notou expressao significativamente maior no epitélio
glandular e na parede vascular em endometrites classificadas como grau lll
segundo Kenney & Doig (1986). Porto (2006) também verificou marcagéo de
MMP-9 no epitélio luminal, nas células endoteliais, leucécitos, epitélio
glandular, parede vascular e células estromais. Neste trabalho, a parede
vascular mostrou menor intensidade de reagao para MMP-9 nas endometrites

cronicas infiltrativas; por sua vez, as células inflamatérias apresentaram
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intensidade de reacdo maior nas amostras de endométrio higido e de
endometrite crénica infiltrativa do que nas endometroses, e foi sugerido que os
processos endometriais degenerativos sdo mais graves por haver a tendéncia
a diminuicdo da expressao das enzimas colagenoliticas e, consequentemente,
maior deposicdo de colageno. Deve-se destacar que a MMP-9 é produzida
principalmente por leucocitos, entre eles linfocitos e macréfagos, que a
secretam apds estimulos proé-inflamatérios (ABRAHAM et al., 2005; BERGIN et
al., 2005). Nunes (2003) observou que linfocitos T estavam presentes nas
endometrites crénicas das éguas e que sua populacdo € maior nas lesdes mais
graves; linfocitos B também foram encontrados, porém em menor numero e
ndo houve diferenca em relacdo a gravidade do processo. Macréfagos
puderam ser notados em 50,65% das amostras de endométrio de éguas,
contudo ndo havia relacdo com o agravamento da lesdo endometrial. No
entanto, Porto (2006) constatou que as células inflamatérias estavam ausentes
ou em quantidades discretas nos processos degenerativos do endomeétrio.
Freitas et al. (1999) relacionaram a presenca da MMP-9 ao ciclo menstrual em
mulheres. Estes autores detectaram forte marcagédo para MMP-9 em células
arredondadas ou alongadas distribuidas pelo estroma. As primeiras
encontravam-se freqientemente agrupadas e proximas ao epitélio glandular,
sendo a maioria delas positivas para CD68, marcador especifico de
macrofagos.

A avaliacéo especifica e objetiva da proliferagdo celular e dos
componentes da matriz extracelular utilizando-se a bidépsia do endométrio
equino podera ser de grande valor para o estudo de condi¢des patologicas e
para avaliagdo do prognéstico de fertilidade (MANSOUR, 2000).

A pratica da histopatologia envolve o acesso direto ou, mais
comumente, indireto a proliferacao celular e fenbmenos correlatos, como por
exemplo a diferenciagédo celular, em vaérias situagcbes (HALL & LEVISON,
2000).

Os eventos da fase mitética fazem parte de uma pequena porgéo
do ciclo celular total; em uma célula tipica de um mamifero, essa fase dura
menos de uma hora. As células em crescimento permanecem a maior parte do
tempo entre divisbes celulares, chamada interfase, que inclui a fase G1, S e

G2. Na fase S (S=sintese) ocorre a duplicagdo do DNA. Essa fase é precedida
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pela fase G1, que separa a fase S da mitose prévia (fase M) e ocorre o inicio
da sintese. A fase S é seguida pela fase G2, intervalo para a préxima fase
mitética. Algumas células podem permanecer por longos periodos na fase G1 e
sdo chamadas células no estado GO (BECKER et al., 2000; HALL & LEVISON,
2000).

Os anticorpos tém se tornado um importante meio para a
avaliacao da proliferacdo celular. Uma vantagem particular do método
imunoistoquimico € a possibilidade de identificar as células em proliferacao
determinando sua localizagcdo no tecido normal e nas areas de lesdo. A
imunomarcacéo com Ki-67 tem sido amplamente empregada. Este anticorpo
reconhece um antigeno nuclear associado ao ciclo celular que é expresso em
todas as fases exceto a GO. Entretanto, o Ki-67 tem algumas limitagbes quanto
ao seu uso, pois o antigeno é muito sensivel aos fixadores e pode deteriorar
com o tempo mesmo quando o material é estocado a -20°C. Outro anticorpo
bastante utilizado para a pesquisa de células em proliferacdo € o PCNA. O
PCNA (antigeno nuclear de proliferacédo celular) é uma proteina bem
conservada durante a evolugdo das espécies e encontrada em todos os
eucariotos. Uma das fungdes dessa proteina é fazer a replicagdo do DNA. O
PCNA foi originalmente descrito como um antigeno de doencga autoimune e
posteriormente foi associado a proliferagéo celular. Desde entédo, tem sido util
como marcador biolégico para o estudo de células em proliferagao. Anticorpos
monoclonais que reconhecem o PCNA tém sido usados em materiais
citologicos e histologicos, inclusive em material parafinizado, com resultados
comparaveis aos obtidos com a técnica da citometria de fluxo (HALL &
LEVISON, 2000; STOIMENOQOV & HELLEDAY, 2009).

O endométrio consiste de populagbes celulares que sofrem
constantes renovagbes. A proliferacédo celular, as alteragcdes morfologicas e
fisiolégicas que ocorrem neste tecido sdo dependentes de hormoénios, e
envolvem o crescimento e a regressao do tecido em padrao ciclico (LEBLOND,
1981; MEDH & THOMPSON, 2000; SCHOON et al., 2000).

Poucas pesquisas envolvendo a determinagdo da proliferacéo
celular tém sido realizadas no estudo do endométrio eqlino para
caracterizacao das diferentes fases do ciclo estral. Mansour (2000) demonstrou

qgue nao houve diferenca significativa entre o estro e o diestro no endométrio de
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éguas utilizando o anticorpo PCNA, mas pbéde verificar que o padrédo de
distribuicdo da marcacao nas células epiteliais foi caracteristico em cada fase:
no segundo dia de cio e ovulagédo a proliferagao celular do epitélio luminal e
ductal foi significativamente maior que no sétimo dia apds a ovulagao (diestro),
e no sétimo dia apos a ovulagao foi encontrada predominancia da proliferacao
celular em porgdes secretoras das glandulas endometriais. No mesmo trabalho,
a autora relata que as células estromais e endoteliais do endométrio equino
também apresentaram positividade, mas sem padrao diferenciado entre as
fases do ciclo estral, e sugere que a investigacdo da atividade proliferativa
dessas células podera contribuir para o estudo da fibrose periglandular,
inclusive sua patogénese, e, nesse sentido, cita que seria interessante
estabelecer a relacdo entre a atividade proliferativa das células do endométrio
e os processos inflamatoérios que o acometem. Roberto da Costa et al. (2007)
também verificaram imuno-reacdo com marcadores para células em
proliferagdo, sendo associado o indice de células em proliferacao relacionado a
fase do ciclo estral.

Por outro lado, a ocorréncia de morte celular “natural”, ou
fisiologica, € um evento inconspicuo nos organismos multicelulares, ainda que
prevalente. Had 30 anos foi salientada a significancia da remogéo celular
controlada e descreveram-se as caracteristicas morfolégicas desse fenémeno
programado, o qual foi proposto como tendo papel “complementar mas oposto
a mitose na regulagédo da populagéo celular animal” (FADEEL & ORRENIUS,
2005).

A apoptose € um tipo de morte celular programada, regulada de
maneira ordenada por uma série de reagdes em cascata sob certas condigdes;
desempenha fungdo essencial ao crescimento, desenvolvimento e resposta
imune, além de limitar o numero de células no tecido e remover as células
anormais. E também um importante modo pelo qual os organismos podem
manter uma quantidade de células constante (FAN et al., 2005, LIN et al.,
2008). Durante o desenvolvimento precoce, a apoptose é necessaria para o
desenvolvimento do organismo funcional, tendo papel fundamental na
embriogénese, organogénese e morfogénese. Nos estagios tardios do
desenvolvimento e durante a vida adulta, tem importancia central para

eliminacdo de células indesejaveis com mutagcdes potencialmente perigosas,
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assumindo importante fungdo na manutencdo da homeostasia em varios
tecidos (MENDOZA-RODRIGUEZ et al., 2002; HOSAKA et al., 2005; OLIVER
& VALLETE, 2005; MASUOKA et al., 2009; NASU et al. 2009).

Por ser dependente da ativacdo de enzimas e clivagem de
proteinas celulares especificas ou “substratos de morte” presentes na célula, a
apoptose pode ser vista, em termos bioquimicos, como uma forma de morte
celular mediada por caspases. A liberagdo do citocromo C apés dano
mitocondrial tem sido reconhecida como evento comum mediando a ativagao
de proteases aspartato-especificas conhecidas como caspases em células de
mamiferos. Varios marcadores bioquimicos importantes de apoptose tém sido
identificados, incluindo a fragmentacéo nuclear do DNA, ativagdo de caspases,
e exteriorizagdo de residuos de fosfatidilserina — PS (FADEEL & ORRENIUS,
2005; YUAN, 2006; CHAVEZ-GALAN et al., 2009).

Nos mamiferos, sado identificadas 12 caspases. Elas sao
sintetizadas de acordo com a fungdo que desempenham, incluindo inflamacao
e apoptose, e estdo dividas em dois grupos. O primeiro esta envolvido na
maturagéo de citocinas e o segundo esta relacionado a apoptose. De acordo
com sua homologia na seqUéncia de aminoacidos, essas enzimas podem ser
dividas ainda em trés subfamilias: 1) ativadoras da apoptose ou iniciadoras —
caspase-2, caspase-8, caspase-9 e caspase-10; Il) executoras da apoptose -
caspase-3, caspase-6 e caspase-7; lll) mediadoras da inflamacgéao — caspase-1,
caspase-4, caspase-5 e caspase-14 (FADEEL & ORRENIUS, 2005; FAN et al.,
2005; HO & HAWKINS, 2005; LAUNAY et al., 2005; OLIVER & VALLETE,
2005).

As caspases executoras sao responsaveis pela clivagem da
maioria dos substratos apoptdticos conhecidos, como por exemplo o fator 45
de fragmentacdo do DNA (DFF45), poli-(ADP-ribose)polimerase (PARP).
Dentre essas caspases, a caspase-3 € o fator chave na execugéo da apoptose
(FAN et al., 2005; MENDOZA-RODRIGUEZ et al., 2009).

Duas principais vias celulares estdo envolvidas na ativagdo das
caspases executoras pelas caspases iniciadoras: o receptor de morte com as
caspases 8 e 10 como iniciadoras e a caspase-3 como principal caspase

executora, e a via mitocondrial com a caspase-9 como iniciadora, sendo
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ativada mediando a formacgéo de apoptossomo e tendo como alvo as caspases
3,6 e 7 (GREEN, 2005; OLIVER & VALLETE, 2005).

A apoptose durante o processo inflamatorio € um processo de
extrema importancia para a remocgdo de células inflamatérias cuja
desintegracdo com liberagdo de conteudo nocivo no espago extracelular
poderia prolongar a inflamacédo. O processo de limpeza celular ndo € um
evento passivo, mas participa ativamente na resolugdo do processo
inflamatorio, pela produgdo de citocinas anti-inflamatorias pelos macréfagos,
como o TGF-B e a supressédo de mediadores pro-inflamatérios como o TNF-a.

Varios métodos sao utilizados para detectar células apoptéticas, o
que pode trazer discrepancias e inconsisténcias nos dados obtidos em diversas
pesquisas. O TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase — [TdT]-mediated
doxyuridine triphosphate nick —end labelling) talvez seja o mais comumente
usado, entretanto € relatado que essa técnica esta sujeita a erros técnicos,
além de néao ser especifico para apoptose. Ja a imunomarcagao da caspase-3
tem sido usada para identificar células apoptéticas em muitos estudos
recentes. Em eqiinos, essa técnica tem sido usada para identificar condrécitos
apoptéticos na cartilagem articular para investigar a relacdo entre o processo
de morte celular e o grau de degradacéo da cartilagem nas osteoartrites. Foi
verificado que a expressdo da caspase-3 e a degradacdo da cartilagem
articular estavam intimamente relacionadas, ou seja, observou-se alta
incidéncia de condrécitos apoptéticos na matriz cartilaginosa gravemente
degenerada (THOMAS et al., 2007). Nesta espécie, a mesma metodologia foi
empregada para a observagdo da ocorréncia e a funcdo da apoptose na
degeneragdo do tendao flexor digital superficial. Pesquisadores observaram
numero maior de tendindcitos apoptoéticos nas amostras de tenddes inflamados
do que nos normais, e concluem que a apoptose excessiva contribui para a
diminuicdo do numero dessas células, o que leva a diminuigdo na habilidade de
sintese e degradacédo de matriz extracelular. Essa caracteristica contribui n&o
somente como causa intrinseca de degeneracéo tendinea, mas também como
causa de alteracdo do seu metabolismo. Os mesmos estudiosos citam ainda
que o sinal da apoptose também desempenha uma funcdo importante na
regulacdo da degradacdo do colageno pela indugdo da atividade da

colagenase no tecido conjuntivo. Relatam que o gene p53, promotor da
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apoptose, liga-se a MMP-2 humana, e sugerem que 0s sinais apoptoticos
podem suprimir a deposi¢cdo de colageno por: 1) reduzir o numero de
fibroblastos, resultando na diminuigdo ou estagnacéo da sintese de colageno, e
2) aumentando a atividade da colagenase (HOSAKA et al., 2005).

A apoptose endometrial durante o ciclo estral tem sido estudada
em varias espécies e esta relacionada as concentragdes dos hormonios
esterdides (VAN CRUCHTEN et al., 2003)

No endométrio equiino, Roberto da Costa et al. (2007) pesquisou a
presenca de células apoptéticas empregando o anticorpo contra a enzima
caspase-3. Esses autores observaram a expressido da caspase-3 nas células
do epitélio luminal, células glandulares, estromais e do endotélio vascular nas
fases luteal e folicular do ciclo estral, havendo diferenca da porcentagem de
células apoptéticas entre as diferentes fases do ciclo conforme o tipo celular
pesquisado. PGde-se notar que a porcentagem de células epiteliais apoptéticas
era maior na fase luteal, ao passo que a maior porcentagem de células
estromais apoptoticas foi observada durante a fase folicular, e esses resultados
foram relacionados ao indice de células em proliferacédo e concluiram que as
atividades proliferativas e apoptéticas do endométrio eqliino parece ser
dependente principalmente da oscilagdo hormonal ovariana. Os mesmos
relatam que a apoptose no endométrio das éguas parece ser mediada pela
caspase-3 e as alteragbes celulares ciclicas uterinas pode envolver a
coordenacado dos processos de proliferacdo celular e apoptose. No utero
equino, a apoptose foi também estudada durante a involugéo uterina (JISCHA,
2008).

A apoptose também tem sido investigada durante os processos
de reparo tecidual. Recentemente, pesquisas vém demonstrando o acumulo e
a persisténcia de miofibroblastos durante o reparo tecidual, o que tem sido
proposto como causa de fibrose. Nos processos fibroticos, algumas vezes
parece ndo haver remodelamento, e o tecido de granulacdo se desenvolve
para cicatriz hipertréfica, contendo miofibroblastos e producdo alterada de
matriz extracelular, j& que essas células tornam-se refratarias ao mecanismo
da apoptose (WALLACH-DAYAN et al., 2007; HANIFFA et al., 2009).

Diante do exposto, nota-se que como a patogénese da fibrose

endometrial eqlina ainda permanece obscura, estudos sobre seus
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mecanismos devem ser desenvolvidos. Esta alteracdo compromete a funcao
uterina, impedindo a fémea de manter a prenhez até o final, o que leva a
grandes perdas econb6micas. Estudos envolvendo o indice de renovacao
celular no endométrio eqiiino em diferentes estagios do processo inflamatorio
crbnico, bem como sua caracterizacdo nas afecgbes inflamatorias e
degenerativas, além de compara-lo com outros fatores, como agentes proé-
inflamato6rios e promotores da homeostasia da matriz extracelular, podem
contribuir para o entendimento da patogénese dessa enfermidade.
Investigacdes a respeito do TGF-B1, das metaloproteinases e sua inter-relacao
nesse tipo de processo ainda sao escassos, principalmente no que tange aos
sitios onde essas proteinas podem ser observadas. A verificagcdo desses dados
auxilia a compreensdo da patogenia da enfermidade, ja que esses elementos
participam ativamente do remodelamento tecidual nos processos fibroticos.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como principais objetivos:

v Verificar por método imunoistoquimico a expressao e a
distribuicdo do marcador de proliferacdo celular PCNA e do marcador de
células apoptéticas caspase-3 clivada no endométrio saudavel, nas

endometrites crénicas e nas endometroses;

v Verificar por método imunoistoquimico a expressdo e
distribuicdo do fator de crescimento transformador-1 (TGF-B1) no endométrio
saudavel, nas endometrites cronicas e nas endometroses, bem como sua

relacdo com os indices de proliferacao celular e apoptético;

v Verificar por método imunoistoquimico a expressao e
distribuicdo das metaloproteinases 2 e 9 e sua relagédo com o TGF-B1, com o
indice de proliferacao celular e apoptético no endométrio saudavel, nas

endometrites crénicas e nas endometroses;

v Avaliar o processo fibrotico endometrial das éguas por
método histoquimico do Picrosirius Red associado a microscopia de luz
polarizada para verificacéo do tipo de colageno presente bem como a extensao

da fibrose nos diferentes graus e processos endometriais das éguas;

v Comparar  os resultados obtidos na analise
imunoistoquimica com o tipo de colageno predominante nos processos
fibréticos do endométrio, bem como com a quantidade de colageno presente na

regiao periglandular.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PROCEDENCIA DO MATERIAL

No presente estudo, foram utilizadas 60 bidpsias endometriais.
Estas foram colhidas em periodos hormonalmente semelhantes, sendo
preconizada a fase do diestro. O material foi proveniente do Servigo de
Patologia Veterinaria e do Servigo de Reprodugcéo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu, SP, oriundo
da rotina do Hospital Veterinario desta instituicdo, de clinicas particulares e de
profissionais autbnomos, abrangendo o periodo entre 1987 e 2005.

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

Experimentacéo Animal (protocolo 02/2007).

4.2. PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

Todas as bidpsias sofreram o mesmo tipo de processamento
laboratorial. A fixacado foi realizada em Bouin, substituido apds 24 horas por
solugcédo de alcool a 70%. Posteriormente, por padronizagdo da técnica, os
fragmentos foram lavados em agua corrente, deixados em solugédo de alcool
amoniacal a 10% por 18 horas e, novamente, lavados em agua corrente por
quatro horas. Apds processamento histolégico foi realizada inclusdo em
parafina.

Os blocos selecionados foram submetidos a microtomia em
micrétomo rotativo semi-motorizado programavel (Leica RM2155). Os cortes
histoldgicos foram obtidos com trés micrometros de espessura.

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

foram obtidas oito laminas histologicas.
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4.2.1. TECNICAS HISTOQUIMICAS
4.2.1.1. TRICROMICO DE MASSON

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

Depois da confecgdo, as laminas permaneceram em estufa a
60°C por 12 horas, ap6s o que foram posicionadas em bergos de coloragéo e
submetidas ao processo de desparafinizacéo e hidratagio.

As laminas ficaram submersas em solu¢cao de Bouin em estufa a
60°C por uma hora, que se seguiu por resfriamento até a temperatura
ambiente. Depois deste procedimento, foram lavadas em agua corrente por 15
minutos e rapidamente em agua destilada. Apos esta etapa, as laminas foram
posicionadas em suporte de coloragdo e os corantes aplicados sobre as
mesmas na seguinte ordem: hematoxilina férrica por cinco minutos, lavagem
em agua corrente por cinco minutos e depois em agua destilada; fucsina acida
adicionada de ponceau por dez minutos, lavagem em agua corrente por um
minuto e depois em agua destilada; acido fosfomolibdico a 5% por cinco
minutos até o clareamento dos cortes, lavagem em agua corrente e agua
destilada rapidamente; azul de anilina a 0,5% por cinco minutos, lavagem em
agua corrente e agua destilada rapidamente; acido acético por um minuto.

Apds a passagem nessas solugdes, as laminas foram novamente
postas em bergco de coloragdo e submetidas aos processos de desidratacao,

diafanizagdo e montagem com resina sintética.

4.2.1.2. PICROSIRIUS RED

A utilizacdo desta técnica, descrita por Junqueira et al. (1978),
seguiu o roteiro da Apostila de Técnicas de Coloragbes Especificas do
Laboratério de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ —
UNESP.

Para esta coloragao, foram obtidos cortes com cinco micrometros
de espessura. Apés sua confecgéo, as laminas foram posicionadas em bergo

de coloracéo e submetidas aos processos de desparafinizacao e hidratacao.
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O material entdo foi imerso em solu¢ao de acido fosfomolibdico a
0,2% por dois minutos e posteriormente lavado em agua corrente e agua
destilada. Apds este processo, permaneceu imerso em solugcao a 0,1% de
Direct Red (Direct Red 36554-8, Sigma Chemical CO., St. Louis MO, EUA)
dissolvido em &acido picrico a 1,5% (aquoso saturado) por 110 minutos. Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em solugéo de acido cloridrico a 0,1 N
por dois minutos. Depois destas etapas, o material foi lavado em solucao de
alcool a 70% durante 45 segundos e submetido aos processos de
desidratacéo, diafanizagdo e montagem em resina sintética.

4.2.2. TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

A padronizacdo da técnica imunoistoquimica foi realizada no
Laboratério de Pesquisa do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP.

Os anticorpos primarios utilizados neste trabalho foram:

» TGF-B1 (c6d. NCL-TGFB, clone TGFB17) — Anticorpo produzido em
camundongo contra o regulador celular TGF-f1 de origem humana

(Novocastra).

» MMP-2 (RDI-MMP2abm-5D, clone 42-5D11) — Anticorpo produzido em
camundongo contra a enzima MMP-2 de origem humana (Research

Diagnostics Inc. — RDI Division of Fitzgerald Industries, Concord, USA);

» MMP-9 (C-20) (sc-6840) — Anticorpo policlonal produzido na espécie
caprina contra a por¢ao C-terminal da enzima MMP-9 de origem humana

(Santa Cruz Biotechnology, Inc.);

» Ki-67 (M7240, clone MIB-1) — Anticorpo produzido em camundongo

contra a proteina nuclear Ki-67 de origem humana (Dako Denmark A/S);
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» PCNA (M0879, clone PC10) — Anticorpo produzido em camundongo
contra o antigeno nuclear de proliferacdo celular de origem murina
(Dako Denmark A/S);

» Caspase-3 clivada (Asp175) (9661) — Anticorpo policlonal produzido
em coelho contra a enzima caspase-3 ativa de origem humana (Cell

Signaling Technology, Inc.).

A Tabela 1 demonstra os anticorpos e suas respectivas diluicbes

no endométrio equino.

TABELA 1. Anticorpos primarios utilizados para marcagéao imunoistoquimica no
endomeétrio de éguas sadias e portadoras de endometrite crénica.

ANTICORPO CLONE PRODUGCAO DILUICAO FABRICANTE

TGF-31 TGFB17 camundongo 1:1200 Novocastra

MMP-2 42-5D11 camundongo 1:200 RDI

MMP-9 policlonal cabra 1:100 Santa Cruz
Biotechnology

Ki-67 MIB-1 camundongo 1:75 Dako

PCNA PC10 camundongo 1:2000 Dako

Caspase-3 clivada  policlonal coelho 1:400 Cell Signaling
Technology.

Durante a padronizacdo da técnica, foram utilizados como
controle positivo placenta humana, para os anticorpos MMP-2 e MMP-9 e
linfoma canino e carcinoma de células escamosas proveniente da espécie
eqliina para os anticorpos Ki-67, PCNA e caspase-3 clivada.

Cortes com trés micrébmetros de espessura foram posicionados
sobre laminas pré-tratadas com adesivo (Poli-L-lisina, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) e mantidos em estufa a 60°C por 18 horas.

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

destilada.
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Seguiu-se o bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-se
solucao de perdxido de hidrogénio a 30% em metanol na proporgéo 1:9, por 10
minutos. Para a remoc¢ao do peréxido do tecido, as laminas foram lavadas em
agua destilada.

A recuperagao antigénica foi executada em solucdo de acido
citrico a 10 mM, pH 6,0. Para os anticorpos MMP-2 e MMP-9 foi empregado o
forno de microondas a 750 watts (poténcia maxima). Os tempos de radiacéo
foram: para o anticorpo MMP-2, quatro ciclos de 5 minutos cada, totalizando 20
minutos, e para o anticorpo MMP-9 um ciclo de 5 minutos. Para os anticorpos
TGF-B1, Ki-67 e caspase-3, foi empregada a Pascal, panela de presséo
microprocessada (Dako Denmark A/S), a 125°C por 30 segundos. O material
foi entdo submetido a resfriamento por 20 minutos em temperatura ambiente.
Por conseguinte, as laminas foram lavadas em agua destilada e imersas em
tampao TRIS pH 7,5 por cinco minutos.

Para o anticorpo PCNA a recuperagao antigénica foi eliminada, ja
que o material apresentou intensa marcagéo inespecifica quando realizada
esta etapa durante a padronizacgéo.

Com a finalidade de evitar reagdes inespecificas com proteinas
teciduais, os cortes foram imersos em solucéo de leite em p6 desnatado” a 3%
em tampao TRIS por uma hora.

A incubacdo com os anticorpos primarios por 18 horas a 4°C,
conforme as diluicbes descritas na Tabela 1, foi efetuada em bandeja com
tampa lacrada com fita adesiva, precedida da remo¢ao do excesso de leite das
ldminas. A diluigdo foi feita em solugédo de BSA a 1%.

Os cortes foram lavados com tampao TRIS e submetidos a
reacdo com o anticorpo secundario e sistema de visualizacdo. Para os
anticorpos TGF-B1, Ki-67 e caspase-3 clivada, foi empregado o sistema
NovoLink Max Polymer (RE7260-K, Novocastra Laboratories, Newcastle Upon
Tyne, United Kingdom), o qual consiste em sistema de amplificagdo por
polimero n&o biotinilado para os anticorpos MMP-2, MMP-9 e PCNA foi
empregado o kit ABC (VECTASTAIN Elite ABC Kit, PK-6100, Vector

Laboratories, Inc.). O anticorpo secundario empregado para os anticorpos

"Molico®, Nestlé.
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primarios MMP-2 e PCNA foi o anti-imunoglobulina de camundongo (BA-2000,
Vector Laboratories, Inc.) titulado a 1:200, e para o anticorpo MMP-9 foi
utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti-imunoglobulina de cabra (sc-
2347, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) na diluigdo 1:100, ambos incubados por
uma hora em temperatura ambiente. Os dois sistemas foram aplicados
conforme instrugdes dos fabricantes.

Para visualizacdo da reacdo, as laminas foram tratadas com
solugdo de 3,3" diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466, DakoCytomation)
durante cinco a sete minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram
contra-corados com hematoxilina de Harris, por 15 segundos. Em seguida,
procederam a desidratacéo, diafanizacdo e montagem em resina sintética.

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

corte de endométrio eqtiino, sendo incubado somente o diluente.
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4.3. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

4.3.1. APLICACAO DA CLASSIFICACAO
ENDOMETRITES CRONICAS EQUINAS

Para cada caso,

DAS

utilizou-se a classificacdo histopatologica
conforme proposto por Kenney & Doig (1986) e Ricketts & Alonso (1991) para
as endometrites cronicas.

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

QUADRO 1. Classificagao histopatolégica das bidpsias endometriais das éguas
segundo Kenney & Doig, 1986.

ALTERAGOES CATEGORIAI CATEGORIA IIA CATEGORIAIIB CATEGORIA Il
Consideragées | endométrio sem alteragdes discretas alteragbes moderadas | alteragbes
alteragdes acentuadas

patoldgicas, ou
sao discretas e
bem dispersas

Infiltrado discreto a moderado no difuso e em focos difuso e acentuado
inflamatorio estrato compacto ou focos | moderados
discretos e frequentes no
estrato compacto e
esponjoso
Alteragoes discretas e frequentes de difusa com distribuicdo | difusa e uniforme
fibroticas glandulas individuais em uniforme e 4 ou mais de glandulas com 5
qualquer grau de camadas (2 ou 4 ou mais ninhos por
acometimento ou menos ninhos por campo campo linear de
de 2 ninhos por campo linear de 5,5 mm em 5,5 mm
linear de 5,5 mm (média média de 4 campos)
de 4 campos)
Lacunas extensas extensas acentuadas
linfaticas
Outras éguas com atrofia éguas com atrofia
alteragoes endometrial parcial no fim endometrial grave

da estagcdo de monta s&o
incluidas nesta categoria

na estacado de
monta estédo
incluidas

QUADRO 2. Classificacdo das endometrites equinas segundo Ricketts &

Alonso, 1991.

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Endometrite cronica infiltrativa

Doenca endometrial degenerativa crénica

(endometrose)

CARACTERISTICAS

predominio de alteracdes inflamatérias, com presenca de
células mononucleares que incluem histiécitos, linfocitos e
plasmécitos infiltrando o estroma

predominio de altera¢des degenerativas glandulares (ninhos

e/ou cistos) associadas a fibrose periglandular e/ou fibrose

estromal difusa
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Os cortes corados pelo método do Tricrdmico de Masson foram
utilizados para determinar a localizacdo e a extensdo da fibrose, permitindo a

classificagcao do grau da lesdo endometrial.

4.3.2. AVALIACAO DO COLAGENO

As laminas coradas com Picrosirius Red foram utilizadas para a
avaliacao do tipo de colageno endometrial. Para analise dos cortes, utilizou-se
microscopio de luz polarizada, modelo Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Alemanha),
do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP.

4.3.2.1. ANALISE QUALITATIVA

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

Foi realizada a classificagdo qualitativa do colageno presente na
fiborose endometrial. Pelo método do Picrosirius - Polarizagdo foi possivel a
identificacdo do colageno do tipo lll, fibrilar, com refringéncia verde, e do
colageno do tipo |, denso, que apresenta refringéncia amarelada a

avermelhada.

4.3.2.2. ANALISE MORFOMETRICA

Para a analise morfométrica do colageno as laminas coradas pelo
método de Picrosirius Red foram observadas em microscopio de luz polarizada
dispondo de camara digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha)
acoplado a um microcomputador. As imagens foram processadas pelo
programa computacional Axiovision Software Rel. Versdo 4.6.1 (Zeiss Vision,
Alemanha).

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

Foi mensurado o acumulo de colageno ao redor de glandulas
individuais e de ninhos fibréticos, em cinco campos diferentes em objetiva de

10x. A area da fibrose foi calculada subtraindo-se a area ocupada pelo
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colageno pela area ocupada pelo lumen glandular. O resultado foi dividido pela
area total da amostra e multiplicado por 100. Assim, o valor resultante

correspondeu ao percentual do colageno presente na regido periglandular.

4.3.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

A avaliagao descritiva para a imuno-reatividade com os anticorpos
TGF-B1, MMP-2 e MMP-9 foi realizada considerando-se os tipos celulares
positivos entre as diferentes estruturas marcadas. Consideraram-se o epitélio
luminal, epitélio glandular, célula endotelial, parede vascular, célula inflamatéria
e célula estromal. Foram avaliadas a freqiiéncia e a intensidade, atribuindo-se
escores, que posteriormente corresponderam a um numero. Os escores
estabelecidos foram: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e acentuado (3).

A avaliacdo das células em proliferagcdo e apoptéticas com os
anticorpos PCNA e caspase-3 clivada, respectivamente, foi realizada por
porcentagem, conforme descrito por Gerstenberg et al. (1999) Os tipos
celulares analisados foram epitélio luminal, epitélio glandular superficial, epitélio
glandular profundo, células estromais superficiais, células estromais profundas,
epitélio glandular na glandula fibrética e célula estromal na glandula fibrotica. A
propor¢cao de células positivas foi contada em cinco campos do estrato
superficial e cinco campos do estrato esponjoso, selecionados de forma
randémica. O estrato superficial (epitélio luminal, estrato compacto e glandulas
superficiais) foi analisado no aumento de 400X, sendo contadas 30 células do
epitélio luminal, 20 células do epitélio glandular superficial e 30 células
estromais em cada campo, perfazendo o total de 150, 100 e 150 células
respectivamente. O estrato esponjoso foi avaliado no aumento de 200x, e
foram contadas 80 células do epitélio glandular, 80 células de epitélio glandular
com fibrose periglandular, 130 células estromais e 130 células estromais em
regido de fibrose periglandular em cada campo, totalizando 400, 400, 650 e

650 células respectivamente.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

O percentual de fibrose encontrado nas diferentes categorias de
endometrite foi avaliado utilizando-se o teste estatistico ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (ZAR, 1996), adotando-se o nivel de 5% de significancia.

Este mesmo método foi empregado para o estudo da associacéo
entre a intensidade da expressao das metaloproteinases 2 e 9 e do TGF-31
com os diferentes grupos de endométrio nas classificagcbes propostas por
Kenney & Doig (1986) e Ricketts & Alonso (1991).

No estudo da associagédo entre a porcentagem das células em
proliferacdo e em apoptose com as diversas categorias de endométrio, foi
empregado o teste F da anélise de variancia (ANOVA) e comparagao post hoc
usando o teste de Scheffé, adotando-se o nivel de 5% de significancia. Para
tanto, os percentuais obtidos na contagem foram transformados na escala

logaritmica [log (x+1)].



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

5.1.1. CLASSIFICACAO DAS ENDOMETRITES
CRONICAS

Das 60 bidépsias de endométrio eqiliino, submetidas a classificacéo
de Kenney & Doig (1986), 13 éguas foram incluidas na categoria | (23,33%), 17
na categoria IlA (26,67%), 15 na categoria IIB (25%) e 15 na categoria Il
(25%). Os resultados da classificagdo histopatolégica desses 60 casos estado

apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. Distribuicao das 60 biépsias de endométrio equino classificadas de
acordo com Kenney & Doig (1986).

CLASSIFICAGAO NUMERO DE CASOS PERCENTUAL
Categoria | 13 21,67
Categoria Il1A 17 28,33
Categoria |IB 15 25
Categoria 15 25

Total 60 100

Histopatologicamente, os endométrios saudaveis, classificados
como pertencentes a categoria | (Figura 1), caracterizaram-se por apresentar
epitélio luminal cilindrico baixo com areas compostas por epitélio cilindrico alto
e pseudoestratificado. As alteragbes observadas foram predominantemente de
origem circulatoria: congestdo, edema, dilatagdo de vasos linfaticos,
hemorragia e hemossiderose. Oito casos apresentaram infiltrado inflamatério
discreto focal predominantemente mononuclear, representando 61,54% das
amostras, e trés casos (23,01%) apresentaram alteragcbes fibroticas,
caracterizadas por acumulo do colageno na regido perivascular (trés casos) e

intersticial de forma discreta e focal (um caso).
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As bidpsias classificadas como IIA demonstraram epitélio luminal
cilindrico e eventualmente epitélio cubico. Uma amostra apresentou eroséo,
caracterizada pela perda focal do epitélio luminal e manutengdo da membrana
basal. Fibrose periglandular discreta foi encontrada em 52,94% dos casos e foi
caracterizada pela deposi¢ao discreta de colageno em glandulas individuais.
Ninhos foram observados em cinco amostras (29,41%), mas em quantidade
discreta (um ou dois ninhos por biopsia). Apenas uma amostra mostrou um
ninho com deposicdo moderada de colageno. Uma amostra apresentou fibrose
intersticial moderada. Fibrose perivascular foi observada em 29,41% dos
endométrios. Houve presenca de lacunas linfaticas em 23,53% dos casos, e
dilatacdo glandular discreta em 29,41% das bidpsias. Infiltrado inflamat6rio
mononuclear foi encontrado em 82,35% dos casos, sendo predominantemente
de intensidade moderada, confinando-se na regido do estrato compacto em
58,82% das amostras. Quatro casos (23,53%) apresentaram infiltrado
inflamatério perivascular.

As bidpsias classificadas como 1B segundo Kenney & Doig (1986)
apresentaram  epitélio luminal cilindrico com areas de epitélio
pseudoestratificado. Entre as alteragbes fibréticas, a fibrose periglandular foi
encontrada em 80% dos casos e caracterizou-se por deposicdo moderada de
colageno e média de cinco ninhos fibréticos por campo de cinco milimetros
lineares. Fibrose intersticial (60%) e perivascular (53,33%) também foram
observadas com freqiiéncia nessas amostras. Lacunas linfaticas, bem como
dilatagdes glandulares, estavam presentes em 40% e 20% dos casos
respectivamente. O infiltrado inflamatorio foi encontrado em 86,67% dos casos,
sendo distribuido principalmente de forma difusa e constituido
predominantemente por mononucleares.

Na categoria lll (Figuras 2, 3, 4 e 5) o epitélio luminal apresentou-
se cilindrico alto ou baixo, com areas de epitélio pseudoestratificado. Assim
como nas biopsias da categoria IIB, os principais achados foram as alteragdes
fibréticas, mas com intensidade maior, sobretudo na regido periglandular.
Nesta regido, a fibrose caracterizou-se pela deposi¢do acentuada de colageno
(mais de cinco camadas) e alta freqiéncia de ninhos fibroticos, sendo
observadas mais de 10 ninhos por campo. 66,67% dos casos apresentaram

fibrose perivascular e 73,33% apresentaram fibrose intersticial. 73,33% das
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bidpsias apresentaram infiltrado inflamatério mononuclear, sendo que desses
casos, 40% das bidpsias apresentaram distribuicdo difusa, intensidade
moderada ou acentuada (Figura 2).

Ao ser aplicada a classificagédo de Ricketts & Alonso (1991), 13
bidpsias foram consideradas sem alteragées histopatoldgicas dignas de nota, e
corresponderam a categoria | da classificagcdo anterior, 35 casos foram
classificados como endometrite crénica infiltrativa e 12 foram classificados

como endometrose. Na Tabela 3 sao apresentados estes dados.

TABELA 3. Distribuicdo das 60 biépsias de endométrio equino classificadas de
acordo com Ricketts & Alonso (1991).

CLASSIFICAGAO NUMERO DE CASOS PERCENTUAL
Endométrio higido 13 21,67
Endometrite crénica infiltrativa 35 58,33
Endometrose 12 20

Total 60 100

As amostras classificadas como endometrite cronica infiltrativa
(Figura 2) apresentaram epitélio luminal cilindrico com areas de epitélio
pseudoestratificado. O infiltrado inflamatério apresentou distribuicdo difusa,
mas em algumas amostras (28,57%) o aspecto foi focal. O grau de intensidade
do infiltrado nesta categoria variou de moderado a acentuado. A fibrose
periglandular foi discreta em 28,57%, moderada em 37,14% e acentuada em
22,85% dos casos, levando frequentemente a formacao de ninhos fibréticos. A
fibrose perivascular foi observada em 54,28% dos casos, da mesma forma a
fibrose intersticial esteve presente em 48,57% das bidpsias.

Nos casos diagnosticados como endometrose (Figuras 3, 4 € 5), o
tipo de epitélio luminal mais freqiientemente observado foi semelhante ao das
endometrites infiltrativas. A fibrose intersticial, sobretudo de forma difusa, e a
fibrose perivascular foram observadas em 41,87% e 33,33% dos casos
respectivamente. Houve incidéncia discreta de ninhos fibréticos em apenas
uma amostra, moderada em 33,33% e alta incidéncia em 41,67% dos casos. A

deposigao do colageno foi discreta (25%), moderada (16,67%) ou grave (25%).
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Foi observado que nas endometrites mais graves, em ambas as

classifica¢des, a densidade glandular foi relativamente menor (Figura 5).

FIGURA 1. Endométrio eqlino - categoria |. Auséncia de alteracbes
inflamatorias e fibréticas. Hematoxilina e Eosina. Objetiva: 20x.
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FIGURA 2. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrite cronica
infiltrativa. Infiltrado inflamatério mononuclear acentuado difuso no estrato
esponjoso, associado a dilatacdo glandular e fibrose periglandular.
Hematoxilina e Eosina. Objetiva: 20x.

FIGURA 3. Endométrio equino - categoria lll. Endometrose. Grandes
ninhos fibroéticos, fibrose periglandular acentuada, dilatagdo glandular e
fibrose intersticial. Hematoxilina e Eosina. Objetiva: 20x.
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FIGURA 4. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrose. Alteracbes
degenerativas: dilatagdo glandular, achatamento do epitélio glandular,
fibrose periglandular acentuada, fibrose intersticial, fibrose perivascular

(seta). Tricrébmico de Masson. Objetiva: 20x.

FIGURA 5. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrose. Rarefagéo
glandular, fibrose intersticial acentuada no estrato esponjoso, fibrose

perivascular. Tricromico de Masson. Objetiva: 20x.
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5.1.2. AVALIAGAO HISTOQUIMICA DO COLAGENO
5.1.2.2. PICROSIRIUS - POLARIZAQAO

Nos endométrios saudaveis (Figura 6), houve predominancia de
colageno do tipo lll, com distribuicdo reticular pelo endométrio. A regido que
apresentou maior deposicédo de colageno do tipo | foi a perivascular, em
53,85% das amostras, sendo que em 23,08% das amostras estava mesclado
com o colageno do tipo Ill, denominado como colageno do tipo I-Ill.

Nas bidpsias classificadas como lIA, na classificagdo de Kenney &
Doig (1986), a distribuicdo do colageno foi semelhante @ das amostras da
categoria |, mas a deposicao foi mais intensa. Houve predominio do colageno
do tipo Ill, além da mescla dos colagenos do tipo | e do tipo Ill, denominada tipo
I-11l, em todas as regides, em propor¢des semelhantes.

Na categoria IIB, houve predominéncia do colageno do tipo |. A
regido que mostrou maior acumulo de colageno foi a perivascular, em 53,33%
das amostras. Os estratos compacto e esponjoso, além da regido
periglandular, mostraram deposicao de colageno moderada. Somente na
regido subepitelial, o colageno que predominou foi o do tipo lll, depositado de
forma discreta.

A categoria Il (Figura 7) caracterizou-se pela deposicao
acentuada de colageno, sendo observada a predominancia do tipo I. A regiao
que apresentou maior acumulo de colageno foi a periglandular, em 80% das
amostras.

Quando empregada a classificagéo de Ricketts & Alonso (1991),
nas endometrites crénicas infiltrativas pode-se verificar que de maneira geral
houve deposigdo moderada de colageno, sendo o do tipo | predominante na
regido periglandular e o do tipo I-lll predominante nas regibes do estrato
compacto e esponjoso. A regido perivascular apresentou variagdo na
quantidade de colageno depositado, mas houve predominancia do colageno do
tipo | (67,7%). Na regido subepitelial houve deposi¢do discreta de colageno,
principalmente o do tipo Ill (44,12%). Em cinco amostras (14,7%) n&o foi
possivel distinguir esta regido pela quantidade excessiva de colageno presente

no estrato compacto.
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Nas endometroses (Figura 7) a deposicdo do colageno foi
moderada ou acentuada, prevalecendo o do tipo | em grande parte das
amostras estudadas, exceto na regido subepitelial, onde predominaram os
colagenos dos tipos Il e I-lll, depositado de forma discreta ou moderada. As
regides que apresentaram deposicdo mais intensa foram a periglandular e
perivascular.

Utilizando-se esta técnica histoquimica, ficou evidenciada a
diminuicdo do numero de glandulas no endométrio fibrético, mormente as

bidpsias que apresentaram fibrose intersticial acentuada.
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FIGURA 6. Endométrio eqlino - categoria |. Distribuicdo reticular do
colageno do tipo lll (verde) e presenga do colageno do tipo | (amarelo) em
menor proporgao. Picrosirius — Polarizacdo. Objetiva: 10x.

FIGURA 7. Endométrio equino - categoria lll. Endometrose. Predominancia
do colageno do tipo | (amarelo/vermelho) nos ninhos fibréticos e intersticio.
Picrosirius — Polarizagéo. Objetiva: 10x.
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5.2. MORFOMETRIA DO COLAGENO
PERIGLANDULAR

A avaliagdo morfométrica da fibrose periglandular revelou que
houve diferenca significativa entre os endométrios considerados saudaveis
(categoria I) e com alteragbes acentuadas (categorias 1B e Ill), mas entre estas
ultimas néo foi verificada diferenca.

Considerando a classificacdo de Kenney & Doig (1986), nao
houve diferenca entre os endométrios saudaveis (categoria |) e aqueles
classificados como categoria IlA, que apresentaram lesdes discretas. Também
nao foi verificada diferenca significativa entre as amostras com lesdes discretas
(categoria IIA) e as mais acentuadas (categoria Ill).

Comparando os grupos na classificagdo conforme Ricketts &
Alonso (1991), houve diferenca significativa entre os endométrios higidos e
aqueles com alteragdes, sejam inflamatérias ou exclusivamente degenerativas.
Entretanto, ndo houve diferenca na quantidade de colageno depositado na
regido periglandular entre as endometrites crénicas infiltrativas e as
endometroses.

As Tabelas 4 e 5 apresentam os resultados da analise estatistica
realizada no estudo do colageno nas duas formas de classificagcdo de

endomeétrio equino.

TABELA 4. Medianas do percentual de fibrose periglandular avaliado por
método morfométrico das bidpsias endometriais classificadas de acordo com
Kenney & Doig (1986).

CLASSIFICAGAO FIBROSE PERIGLANDULAR %
Categoria | 0,80a’
Categoria IIA 2,41ac
Categoria IIB 4,28b
Categoria 4,27bc

'Medianas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, a 5% de probabilidade,
pelo teste de Kruskal-Wallis.
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TABELA 5. Medianas do percentual de fibrose periglandular avaliado por
método morfométrico das bidpsias endometriais classificadas de acordo com
Ricketts & Alonso (1991).

CLASSIFICACAO FIBROSE PERIGLANDULAR %
Endométrio higido 0,80a’
Endometrite crénica infiltrativa 2,74b
Endometrose 2,89b

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

5.3. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA
5.3.1. TGF-B1

A expressao de TGF-B1 foi observada em 76,67% das amostras
de endométrio. A imuno-reatividade pode ser observada no epitélio luminal,
epitélio glandular, célula endotelial, parede vascular, células inflamatérias e
estromais. A intensidade da marcacgao citoplasmatica variou de fraca a intensa,
sendo maior nas células inflamatérias e estromais. A quantidade de células
marcadas positivamente sempre se apresentou discreta e de forma esparsa,
sendo localizada em células individuais, exceto nas células inflamatorias
mononucleares, nas quais puderam ser verificados agregados de células
positivas de acordo com a sua distribuicao (Figura 8). Entre estas, a marcacao
foi freqlente.

Nas amostras de endométrio saudavel, categoria | e grupo higido,
segundo as classificagbes de Kenney & Doig (1986) e Ricketts & Alonso (1991)
respectivamente, houve marcacéo imunoistoquimica para TGF-B1 em 92,3%
das amostras. As estruturas que demonstraram imuno-reatividade para este
fator de crescimento foram as células inflamatérias e as estromais. As células
inflamato6rias marcadas apresentaram-se distribuidas predominantemente de
forma difusa e no estrato esponjoso, mas em 23,01% das amostras deste
grupo estiveram presentes no estrato compacto de forma esparsa. A imuno-
marcacgao dessas células na regiao periglandular também foi observada, porém
de forma discreta.

Nas bidpsias classificadas na categoria IIA segundo a descri¢ao

de Kenney & Doig (1986) houve imuno-reatividade em 87,5% das amostras.
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Dessas, todas mostraram positividade em células inflamatérias presentes no
estrato esponjoso. A distribuicdo dessas células foi predominantemente difusa.
Houve presenca de imunomarcagéo desse tipo celular na regido periglandular
e raramente na perivascular. O segundo tipo celular mais marcado foram as
células estromais, em 40% das amostras. Estas células encontraram-se
principalmente no estrato esponjoso e regido periglandular, mas também foram
observadas na regido perivascular. Raramente notou-se a presenga desse tipo
celular no estrato compacto. Nao houve diferenca entre as formas de
distribuicdo focal e difusa. Ainda, pode ser notada marcacgéo no epitélio luminal,
epitélio glandular e em raras amostras na parede vascular, porém de forma
mais discreta.

Nas amostras incluidas na categoria 1IB houve 60% de imuno-
reatividade para o fator de crescimento TGF-B1. O tipo celular mais
frequentemente marcado expresso foram as células inflamatérias, em 53,33%
dos casos. Estas células encontraram-se principalmente no estrato esponjoso,
mas observou-se marcagdo também no estrato compacto. A distribuicdo das
células marcadas foi predominantemente difusa. Verificou-se ainda que houve
imunomarcacao para estas células na regidao periglandular. Em 20% dos
animais houve marcagdo para este fator nas células estromais do estrato
esponjoso, € em uma amostra foi verificada também na regido periglandular.
Além desses tipos celulares, houve marcagdo do epitélio glandular em uma
amostra.

Entre as amostras da categoria Ill, a imuno-reatividade foi
observada em 80%. Houve positividade nas células inflamatérias em 66,67%
dos casos. Estas células, difusamente distribuidas, localizaram-se no estrato
esponjoso, podendo ser observadas também no estrato compacto e regiao
periglandular, mas com menor freqiéncia. Sessenta por cento das amostras
demonstraram expressdo nas células estromais, observadas no estrato
esponjoso e raramente no estrato compacto, com distribuicdo
predominantemente difusa. Notou-se reacédo positiva nas células estromais
periglandulares e perivasculares. Células positivas do endotélio vascular e
epitélio glandular puderam ser observadas.

A analise estatistica revelou diferencga significativamente maior na

intensidade da imuno-reagdo para TGF-B1 nas células inflamatérias e
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estromais quando comparadas as estruturas avaliada s na categoria |I. Na
categoria 1lIA, a intensidade foi significativamente maior nas células
inflamatorias. Observando esse parametro na categoria Ill, houve maior
intensidade de marcacdo nas células inflamatérias e estromais, contudo,
apenas as células inflamatérias mostraram diferenca significativa. Comparando
os diferentes locais na categoria IIB, ndo houve diferenca na intensidade da
expressdo do TGF-B1. Nao houve diferenca significativa na intensidade da
reacdo imunoistoquimica para TGF-B1 entre as diferentes categorias em
nenhum local estudado. A Tabela 6 demonstra os resultados do estudo

estatistico para as classificagdes de Kenney & Doig (1986).

TABELA 6. Medianas da intensidade da marcacgéo imunoistoquimica de TGF-
B1 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo
com Kenney & Doig (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA| CATEGORIAIIA CATEGORIAIIB CATEGORIAIII
Epitélio luminal 0 bA' 0 bA 0aA 0 bA
Epitélio glandular 0 bA 0 bA 0aA 0 bA
Célula endotelial 0 bA 0 bA 0aA 0 bA
Parede vascular 0 bA 0 bA 0aA 0 bA
Célula inflamatoria 2 aA 3aA 0aA 2 aA
Célula estromal 2 aA 0 bA 0aA 1 abA

"Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha no diferem
significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.

Quando aplicadas as definicdes de Ricketts & Alonso (1991), nas
endometrites cronicas infiltrativas 75% das amostras de endométrio
apresentaram imuno-reatividade para o fator TGF-1. Em 70,59% houve
marcacgao positiva para células inflamatérias. As células inflamatérias positivas
localizaram-se predominantemente no estrato esponjoso, e poucas amostras
mostraram infiltrado positivo também no estrato compacto. A distribuicao
dessas células foi predominantemente difusa. Apenas um caso apresentou
marcagao localizada somente no estrato compacto, distribuido focalmente, o
que também ocorreu na regido perivascular. Células inflamatérias positivas
puderam ser verificadas na regido periglandular, com menor freqiéncia.
Células estromais expressaram TGF-B1 em 35,29% dos casos de endometrite

cronica infiltrativa. Estas se localizaram principalmente na regido do estrato
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esponjoso, tendo distribuicdo predominantemente difusa. Com menor
freqUéncia, células estromais das regides periglandular e perivascular também
mostraram imunomarcac¢ao positiva. Em raros casos houve expressdo no
epitélio glandular, epitélio luminal, célula endotelial e parede vascular.

Nas endometroses houve 75% de positividade para o fator de
crescimento TGF-B1. Mesmo nessa categoria, houve predomindncia da
marcacao em células inflamatorias, mas de forma mais discreta, presentes no
estrato compacto, de forma difusa e esparsa. Em 25% dos casos houve
reatividade desse tipo celular na regido periglandular. Presenca de células
estromais positivas foram verificadas principalmente no estrato esponjoso.
Pode ser notada positividade desse tipo celular também na regido
periglandular, perivascular e raramente no estrato compacto, mas de forma
mais freqliente neste ultimo local. Células endoteliais e do epitélio glandular
também mostraram reatividade.

A analise estatistica revelou que considerando os diferentes
grupos nao houve diferenca significativa na intensidade da expressao de TGF-
B1 entre os endométrios higidos, com endometrite crbnica infiltrativa e
endometrose. Entretanto, nas endometroses houve diminuicdo da intensidade
da marcacgéo nas células inflamatorias. Os animais incluidos no grupo higido
mostraram intensidade significativamente maior nas células inflamatérias e
estromais. Nas endometrites crbénicas infiltrativas, somente as células
inflamatorias foram positivas para TGF-B1. Nas endometroses, embora
houvesse marcacdo em células inflamatérias e estromais, esta ocorreu em
menor intensidade do que nos endométrios saudaveis e sem diferenca
estatisticamente significativa em relagdo aos outros elementos. A Tabela 7
demonstra os resultados do estudo estatistico para a intensidade da marcacao
do fator de crescimento TGF-B1 quando empregada a classificagdo de Ricketts
& Alonso (1991).
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TABELA 7. Medianas da intensidade da marcacgao imunoistoquimica de TGF-
B1 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo
com Ricketts & Alonso (1991).

. ENDOMETRITE
ESTRUTURA EN?_%’:EBR'O CRONICA ENDOMETROSE

INFILTRATIVA
Epitélio luminal 0 bA' 0 bA 0 aA
Epitélio glandular 0 bA 0 bA 0 aA
Célula endotelial 0 bA 0 bA 0 aA
Parede vascular 0 bA 0 bA 0 aA
Célula inflamatoéria 2 aA 2 aA 1 aA
Célula estromal 2 aA 0 bA 1 aA

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

A B !

FIGURA 8. Endométrio eqlino - categoria IIA. Endometrite crbnica
infiltrativa. Marcagéao imunoistoquimica para TGF-B1. A: Imuno-reatividade
em células inflamatérias mononucleares no estrato esponjoso. B: Imuno-
reatividade em células inflamatorias (ponta de seta) e estromais na regido
periglandular e perivascular (setas). Objetiva: 20x.
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5.3.2. MMP-2

A expresséo de MMP-2 foi observada em 95% das amostras de
endométrio equino.

A marcagdo imunoistoquimica foi observada nas células
estromais do estrato compacto, sobretudo nas bidpsias de endométrio
saudavel. Essas células também se mostraram reativas ao redor das glandulas
fibréticas e/ou dilatadas, nas quais o epitélio também mostrou intensa reagao
positiva para esse anticorpo. No entanto, a marcagéo positiva nas células do
epitélio glandular ndo foi limitada as glandulas com alteragdes fibroticas. A
regido da parede vascular, excluindo-se o endotélio, mostrou intensa marcacao
para MMP-2, principalmente na regido mais profunda do estrato esponjoso. A
Figura 9 ilustra a marcagao imunoistoquimica para a enzima MMP-2.

Entre os elementos considerados neste estudo, ndo houve imuno-
reatividade em células inflamatérias, nem em células endoteliais.

Nos endométrios saudaveis, 92,31% das amostras mostraram
imuno-reatividade para a enzima MMP-2. A regido da parede vascular e as
células estromais foram as estruturas que mostraram marcagdo num maior
namero de bidpsias, seguidas pelo epitélio glandular. Entretanto, foram as
células estromais que apresentaram maior freqliéncia de células positivas. Nas
glandulas endometriais, a reacdo ocorreu de forma esparsa, mas todas as
células da unidade glandular foram positivas. Neste grupo, a menor quantidade
de células positivas foi observado no epitélio luminal.

Considerando a classificacdo de Kenney & Doig (1986), todas as
amostras incluidas na categoria IlA, todas as bidpsias mostraram imuno-
reatividade para MMP-2. As estruturas que demonstraram marcagdo num
maior numero de amostras foram as células estromais, mas com freqténcia
discreta na maior parte das amostras estudadas. As células mais
freqientemente marcadas foram as do epitélio luminal. O epitélio glandular
também apresentou imuno-reatividade expressiva para a enzima.

Na categoria 1IB, 93,33% dos casos demonstraram positividade
para MMP-2. Entre as estruturas analisadas, a marcagao positiva foi mais
frequente no epitélio glandular, a parede vascular e células estromais. O grau

de expressao variou de discreto a acentuado.
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Na categoria lll, 93,33% das biopsias foram positivas para MMP-
2. O epitélio glandular e a parede vascular foram as estruturas que
demonstraram imuno-reatividade em maior numero dentre as amostras
estudadas nesta categoria, seguidas pelas células estromais. As células
marcadas positivamente com maior freqiéncia nas amostras deste grupo
estiveram localizadas no epitélio glandular, além das células estromais.

Quanto a intensidade da marcagao, comparando as diferentes
categorias de endométrio, houve aumento da expressédo no epitélio glandular
conforme aumentou o grau de lesdo. A intensidade da expressdao de MMP-2
por este tipo celular foi maior na categoria Ill, do que na categoria |, resultado
estatisticamente significativo. Nas categorias intermediarias IIA e 1IB, o epitélio
glandular mostrou intensidade moderada de expressdo, mas nao houve
diferenca estatistica significativa com as demais categorias.

A parede vascular mostrou reacdo moderada na categoria |.
Imuno-reacgao discreta nesta regiao foi verificada nas categorias IIB e Ill. Na
categoria lIA, a parede vascular ndo mostrou marcagao positiva na maior parte
das amostras. Entretanto, diferenca significativa na intensidade da reacgéo
imunoistoquimica foi observada somente entre as categorias | e IIA.

Entre as células estromais, embora as categorias |, IIB e Il
apresentassem reacdo de intensidade moderada, nao houve diferenca
significativa em relagdo as amostras incluidas na categoria IlA, cuja intensidade
caracterizou-se por ser discreta.

Pode-se observar que nos endométrios saudaveis, as estruturas
que apresentaram maior intensidade de marcagao imunoistoquimica para a
enzima MMP-2 foram a parede vascular e as células estromais. O epitélio
glandular mostrou intensidade discreta, porém sem diferenga significativa com
as demais estruturas. Na maior parte das biopsias, ndo houve reacao positiva
para o epitélio luminal ou esta foi discreta.

Comparando-se as diferentes estruturas dentro de cada grupo, as
amostras da categoria IIA mostraram marcagao intensa no epitélio luminal,
moderada no epitélio glandular e discreta nas células estromais, mas sem
diferenca significativa. Intensidade de expresséo significativamente maior da
MMP-2 foi verificada somente nas células do epitélio luminal e do epitélio

glandular em relacéo as células endoteliais, inflamatérias e parede vascular.
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Na categoria IIB, houve maior intensidade da marcagao no epitélio
glandular e nas células estromais. Houve diferenca na intensidade dessas
estruturas quando comparadas a intensidade da reacdo presente no epitélio
luminal, nas células endoteliais e inflamatérias. Células estromais
apresentaram marcacao positiva discreta, sem diferenca significativa com as
demais estruturas endometriais pesquisadas.

Entre as amostras da categoria lll, verificou-se que o epitélio
glandular foi a estrutura que apresentou maior intensidade de marcacao,
seguido pelas células estromais e parede vascular, de forma gradativamente
menor. O estudo estatistico revelou haver diferenga significativamente maior no
grau da expressao do epitélio glandular e células estromais com o epitélio
luminal, células endoteliais e inflamatoérias, mas sem significancia quando
comparado com a intensidade da reacgéo da parede vascular.

A Tabela 8 demonstra os resultados da analise estatistica da
intensidade da reacédo imunoistoquimica para MMP-2, realizada nas bidpsias

classificadas de acordo com Kenney & Doig (1986).

TABELA 8. Medianas da intensidade da marcagao imunoistoquimica de MMP-
2 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo
com Kenney & Doig (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA| CATEGORIAIIA CATEGORIAIIB CATEGORIAIII
Epitélio luminal 0 bB' 3aA 0 bB 0 bB
Epitélio glandular 1 abB 2 aAB 2 aAB 3aA
Célula endotelial 0 bA 0 bA 0 bA 0 bA
Parede vascular 2aA 0 bB 1 abAB 1 abAB
Célula inflamatéria 0aA 0 bA 0 bA 0 bA
Célula estromal 2aA 1 abA 2 aA 2aA

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

Quando aplicada a classificagédo de Ricketts & Alonso (1991),
94,12% das amostras mostraram imuno-reatividade positiva para MMP-2 nas
endometrites crénicas infiltrativas. Neste grupo, o epitélio glandular foi a
estrutura que marcou positivamente na maior parte das amostras, seguido pela

parede vascular, células estromais, e epitélio luminal, diminuindo
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gradativamente. Foi também o epitélio glandular o elemento expressado com
maior freqiiéncia nas amostras, seguidas pelas células estromais.

Nas endometroses, 91,67% das amostras foram imuno-reativas
para MMP-2. A freqiéncia de amostras com marcagéo positiva para este
anticorpo foi expressivamente maior nas células estromais, seguidas pela
parede vascular, epitélio glandular e epitélio luminal. Foram as células
estromais que também demonstraram positividade com maior freqiiéncia, mas
esta foi variavel entre as amostras. A freqiéncia da positividade nas células
estromais foi sucedida pela do epitélio glandular, da parede vascular e
finalmente pelo epitélio luminal.

Quanto a intensidade da imuno-reatividade para MMP-2,
observou-se que o epitélio glandular mostrou maior expressdo nas
endometrites cronicas infiltrativas. Na parede vascular esta caracteristica foi
observada nos endométrios higidos; nas células estromais, foi maior nos
endométrios higidos e nas endometroses. Notou-se que a intensidade da
marcacgao para MMP-2 no epitélio luminal foi maior nas endometroses, ja que
nos demais grupos, grande parte dessas células ndo demonstrou positividade.
Entretanto, a analise estatistica do grau de intensidade da imuno-reatividade
dos elementos estudados entre os diferentes grupos nao demonstrou diferenca
significativa.

Considerando a intensidade da expressdao de MMP-2 entre as
diferentes estruturas dentro de cada grupo classificado conforme Ricketts &
Alonso (1991), verificou-se que nas endometrites cronicas infiltrativas o epitélio
glandular, apresentou maior intensidade da reagéo imunoistoquimica. Notou-se
expressado discreta na parede vascular e células estromais. Entretanto, o
estudo estatistico demonstrou diferenca significativa somente entre as células
do epitélio glandular quando comparadas as do epitélio luminal, do endotélio
vascular e do infiltrado inflamatério. Ja nas endometroses, as células que
apresentaram maior grau de expressédo foram as do estroma, seguidas pelo
epitélio glandular, epitélio luminal e parede vascular. Entretanto, o resultado da
andlise estatistica demonstrou diferenga significativa somente entre a
intensidade da reac&o imunoistoquimica das células estromais, que foi maior

em relagcéo a imuno-reatividade das endoteliais e inflamatorias.
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A Tabela 9 demonstra os resultados do estudo estatistico dos
graus de intensidade para amostras classificadas de acordo com Ricketts &
Alonso (1991).

TABELA 9. Medianas da intensidade da marcagao imunoistoquimica de MMP-
2 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo
com Ricketts & Alonso (1991).

. ENDOMETRITE
ESTRUTURA EN?_I?Q’I'EBR'O CRONICA ENDOMETROSE
INFILTRATIVA
Epitélio luminal 0 bA' 0 bA 1 abA
Epitélio glandular 1 abA 2 aA 1.5 abA
Célula endotelial 0 bA 0 bA 0 bA
Parede vascular 2 aA 1 abA 1 abA
Célula inflamatoéria 0 bA 0 bA 0 bA
Célula estromal 2 aA 1abA 2aA

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

FIGURA 9. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrite cronica
infiltrativa. Marcagédo imunoistoquimica para MMP-2. Imuno-reatividade
intensa e freqliente nas células epiteliais glandulares dilatadas, associadas
a fibrose glandular. Presenca de marcagao heterogénea em algumas
gléandulas. Objetiva: 10x.
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5.3.3. MMP-9

A expressao de MMP-9 foi constatada em todas as amostras de
endométrio equino.

A marcacgédo imunoistoquimica para este anticorpo mostrou ser
difusa por todo o endométrio. Todos os elementos considerados neste estudo
apresentaram  imuno-reatividade em intensidade predominantemente
acentuada. As células estromais marcaram intensamente em grande parte das
biopsias, sobretudo no estrato compacto e regido superficial do estrato
esponjoso. A Figura 10 ilustra a marcagdo imunoistoquimica para a enzima
MMP-9.

Nos endométrios saudaveis, foi observada marcacgéo positiva para
MMP-9 no epitélio glandular e nas células estromais em todas as amostras
estudadas. Células inflamatorias mononucleares e epitélio glandular
expressaram MMP-9 em 92,3% dos casos. A regido da parede vascular foi
positiva em 84,61% e o epitélio luminal em 76,92%. As células que marcaram
positivamente com maior freqléncia nas bidpsias foram as do epitélio
glandular, seguidas pelas células estromais, células inflamatérias e células
endoteliais. As células do epitélio luminal mostraram freqténcia variavel.
Quanto a intensidade da reagdo imunoistoquimica, as células endoteliais,
inflamatorias e estromais apresentaram grau maior, mostrando-se acentuado,
enquanto que o epitélio glandular e a parede vascular mostraram intensidade
moderada. Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
a expressao de nenhum dos elementos estudados.

Quando aplicada a classificacdo de Kenney & Doig (1986), na
categoria IlA, células do epitélio glandular, do endotélio, parede vascular e do
estroma mostraram imuno-reatividade em todas as amostras estudadas.
Marcagéao positiva no epitélio luminal e células inflamatérias foi observada em
93,75% dos casos. Os elementos marcados com maior freqiéncia nas bidpsias
foram o epitélio glandular e as células inflamatérias, seguidos pelas células
endoteliais.

Na categoria |IB o epitélio glandular, as células endoteliais e as
estromais foram positivas em todas as amostras estudadas. As células

inflamatorias e o epitélio luminal mostraram imuno-reatividade em 86,67% dos



Resultados |59

casos, enquanto a regiao da parede vascular demonstrou reagéo positiva em
60% dos animais. As estruturas positivas observadas com maior freqiéncia
nesta categoria foram as células do epitélio glandular.

Na categoria lll, epitélio glandular, células endoteliais e estromais
positivas para MMP-9 foram observadas em todas as amostras. Epitélio
luminal, células inflamatoérias e parede vascular mostraram imuno-reatividade
em 93,33%, 80% e 73,33% dos casos, respectivamente. As estruturas que
expressaram essa enzima mais freqientemente foram as células endoteliais,
seguidas pelo epitélio luminal.

Quando comparadas as frequéncias dos diferentes elementos
marcados entre as categorias de endométrio, nas células do epitélio glandular,
do endotélio vascular e as do infiltrado inflamatério ndo houve modificagdes
evidentes. No epitélio luminal e na regido da parede vascular observou-se que
houve diminuicdo do numero de células que demonstraram positividade para
MMP-9 conforme aumentou o grau de leséo. Ja nas células estromais, houve
uma diminuigdo gradativa discreta na quantidade de células positivas entre os
endométrios saudaveis e aqueles com lesbes discretas e intermediarias,
enquanto que endométrios da categoria lll apresentaram maior quantidade de
células que expressaram a enzima, mas ainda em menor nimero do que os da
categoria |.

Ao se observar a intensidade da reagao imunoistoquimica para a
enzima MMP-9, ao se comparar cada estrutura nas categorias diversas,
observou-se que somente a parede vascular demonstrou diferenca
estatisticamente significativa, sendo menor na categoria [IB quando comparada
a categoria llIA. O epitélio luminal e as células endoteliais sempre expressaram
intensidade acentuada; ja o epitélio glandular mostrou intensidade moderada
em todos as categorias. Considerando as células inflamatoérias, houve
diminuicdo da intensidade nas endometrites mais graves, incluidas na
categoria lll. Ja nas células estromais, este fato foi observado nos endométrios
da categoria IIB. Porém, estes resultados n&do foram estatisticamente
significativos.

Ao se comparar os elementos dentro de cada categoria,
observou-se que na categoria IIA a reatividade foi menor no epitélio glandular.

Na categoria 1IB, os elementos expressos com maior intensidade foram o
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epitélio luminal, as células endoteliais e as inflamatorias. Ja na categoria lll,
reacao mais intensa ocorreu no epitélio luminal, células endoteliais e estromais.
Entretanto, ndo houve diferengca significativa na intensidade da reacao
imunoistoquimica para MMP-9 comparando as categorias entre si.

Os resultados da analise estatistica na avaliagdo da intensidade
da reagao imunoistoquimica para a enzima MMP-9 nas bidpsias classificadas

de acordo com Kenney & Doig (1986) sao apresentados na Tabela 10.

TABELA 10. Medianas da intensidade da marcacao imunoistoquimica de
MMP-9 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com Kenney & Doig (1986).

ESTRUTURA CATEGORIA| CATEGORIAIIA CATEGORIAIIB CATEGORIAII
Epitélio luminal 3aA’ 3 aA 3 aA 3 aA
Epitélio glandular 2 aA 2 aA 2 aA 2 aA
Célula endotelial 3aA 3 aA 3 aA 3 aA
Parede vascular 2 aAB 3aA 1aB 2 aAB
Célula inflamatéria 3aA 3 aA 3aA 2aA
Célula estromal 3aA 3aA 2 aA 3aA

'Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha n3o diferem
significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.

Quando aplicada a classificagdo de Ricketts & Alonso (1991),
100% das amostras apresentaram imuno-reatividade para MMP-9 em todas as
estruturas estudadas nas endometrites crénicas infiltrativas, com excecéo da
parede vascular, que expressou esta enzima em 78,79% dos casos. O epitélio
glandular foi a estrutura que demonstrou maior freqiiéncia de células positivas,
seguido das células endoteliais.

Nas endometroses, houve imuno-reatividade para MMP-9 em
todas as amostras no epitélio luminal, epitélio glandular, células endoteliais e
fibroblastos. O epitélio glandular apresentou maior freqliéncia de células
positivas, seguido pelas células endoteliais, células do infiltrado inflamatério e
células estromais.

Quando comparados os diferentes elementos estudados entre os
endométrios higidos, com endometrite crbnica infiltrativa e endometrose, nao
foram evidenciadas modificagdes na frequiéncia de células positivas no epitélio
luminal e células endoteliais. Embora no epitélio glandular houvesse

predominancia da expressdao de MMP-9 em quantidade acentuada nos trés
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grupos, notou-se que houve menor numero de amostras apresentando essa
caracteristica nos grupos acometidos por altera¢cdes de ordem inflamatéria ou
degenerativa, fato também observado nas células estromais. O epitélio
glandular do grupo higido expressou a enzima de forma acentuada em 92,3%
das amostras; o que ocorreu em 81% das endometrites crénicas infiltrativas e
em 75% das endometroses. Ja nas células estromais, ndo houve diferenga
entre os grupos com lesdes inflamatdrias ou degenerativas, mas o numero de
células que expressaram MMP-9 nos dois grupos foi discretamente menor do
que no grupo higido. Considerando a parede vascular, as endometroses
demonstraram menor freqiéncia da marcagdo para MMP-9 do que os
endométrios higidos e nos que prevaleceram as alteragdes inflamatorias.

Quando considerada a intensidade da reagéo imunoistoquimica,
ndo houve diferenca significativa entre os elementos estudados quando
comparados entre si em cada grupo isolado ou entre grupos distintos.

Os resultados do estudo estatistico para a variavel MMP-9 na

classificagcao de Ricketts & Alonso (1991) estdo demonstrados nas Tabela 11.

TABELA 11. Medianas da intensidade da marcag&o imunoistoquimica de
MMP-9 nas diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de
acordo com Ricketts & Alonso (1991).

: ENDOMETRITE

ESTRUTURA EN?_I?('!:EBR'O CRONICA ENDOMETROSE
INFILTRATIVA

Epitélio luminal 3 aA’ 3 aA 3 aA
Epitélio glandular 2 aA 2 aA 2 aA
Célula endotelial 3 aA 3 aA 3 aA
Parede vascular 2 aA 2 aA 2 aA
Célula inflamatéria 3 aA 3 aA 2,5aA
Célula estromal 3 aA 3aA 3 aA

'Medianas seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha néo diferem
significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis.
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b

FIGURA 10. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrite crbnica
infiltrativa. Marcag&o imunoistoquimica para MMP-9. Imuno-reatividade
difusa. Reagdo de intensidade acentuada no epitélio glandular, célula
inflamatoria (seta) e células estromais superificiais (ponta de seta). Epitélio
luminal com positividade segmentar. Objetiva: 40x.
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5.3.4. PROLIFERAGAO CELULAR

Para o estudo da proliferagdo celular foram utilizados os
anticorpos primarios Ki-67 e PCNA.

As amostras de endométrio eqlino ndo mostraram marcacao
positiva para o anticorpo Ki-67 em nenhuma técnica testada durante a
padronizacao do método imunoistoquimico, embora amostras controle (linfoma
canino e carcinoma de pele na espécie eqlina) demonstrassem imuno-
reatividade evidente. Dessa forma, a analise da proliferacdo celular foi
realizada empregando-se o anticorpo PCNA.

Em alguns casos que apresentaram lesbes fibréticas menos
evidentes, nao foi possivel a contagem do numero total de células presentes na
fibrose periglandular, fato mais freqiente nas células estromais. Por outro lado,
nas amostras em que esse tipo de alteragao ocorreu de forma intensa, houve
bidpsias que nao apresentaram glandulas normais nos campos pesquisados.

Nos endométrios com alteragbes histopatologicas, as glandulas
que apresentaram modificagbes degenerativas possuiram segmentos de
células epiteliais proliferativas e outros segmentos com células néo
proliferativas com freqliéncia, dado pouco observado ou ausente nos
endométrios saudaveis.

Observou-se atividade proliferativa em células estromais
fenotipicamente distintas, ou seja, naquelas que se apresentavam
morfologicamente como fibroblastos ou como fibrécitos. A presenga mais
frequente de células estromais proliferativas na regido préxima da membrana
basal foi um achado comum nos ninhos fibréticos maiores. Porém, células
marcadas positivamente foram também encontradas proximo de vasos
sanguineos normais ou daqueles que mostravam fibrose periférica. No entanto,
na contagem final do numero de células estromais proliferantes ndo foi feita a
distingao entre localizacdes.

De maneira geral, atividade proliferativa mais intensa foi
observada na regido do estrato compacto. Entre as células epiteliais, o epitélio
glandular superficial mostrou maior indice de proliferagéo. As células estromais
superficiais demonstraram alto indice proliferativo quando comparado com os

demais tipos celulares estudados. Entretanto, n&o houve diferenca
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estatisticamente significativa na porcentagem dos diferentes tipos celulares
marcados positivamente para o PCNA, exceto quando houve presenca de
fibrose periglandular. Nas glandulas fibréticas, a atividade proliferativa foi
significativamente menor, tanto nas células epiteliais quanto nas células
estromais. O resultado do estudo estatistico estda demonstrado na Tabela 12 e

Figura 11.

TABELA 12. Médias das porcentagens de proliferacéo celular nas diferentes
estruturas endometriais nas amostras classificadas conforme Kenney & Doig
(1986). Valores expressos em log.

LOCAIS MEDIAS
Epitélio luminal 1,15 ab’
Epitélio glandular superficial 1,21 a
Célula estromal superficial 1,36 a
Epitélio glandular profundo 1,10 ab
Célula estromal profunda 1,21 a
Epitélio glandular (fibrose periglandular) 0,84 bc
Célula estromal (fibrose periglandular) 0,73¢c

'Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade.

1.60 - 3
~ 1.40 A
X ab 2 ab 2
;':’ 1.20 T
Z 1.00 1 be .
o 0.80 -
g 0.60 -
?
@ 0.40 -
S 0.20 -
Lﬁ .
0.00 -
Epitélio Epitélio Célula Epitélio Célula Epitélio Célula
luminal glandular estromal glandular estromal glandular estromal
superficial superficial profundo profunda (fibrose (fibrose
periglandular) periglandular)
Estruturas

FIGURA 11. Médias das porcentagens de proliferacao celular nas diferentes
estruturas do endométrio equino, nas bidpsias classificadas conforme Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.
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Comparando-se as categorias definidas por Kenney & Doig (1986)
entre si, sem distingdo entre as estruturas, nota-se que houve aumento da
atividade proliferativa nas bidpsias que mostravam lesao discreta ou moderada,
e diminuigdo nos casos de lesdo grave. Entretanto, estes resultados néo
mostrarm diferenca estatisticamente significativa. A Tabela 13 e a Figura 12

demonstram o estudo estatistico realizado para este dado.

TABELA 13. Médias das porcentagens de proliferagdo celular nas categorias
definidas por Kenney & Doig (1986). Valores expressos em log.

CLASSIFICACAO MEDIAS
Categoria | 1,04"
Categoria IIA 1,19
Categoria 11B 1,14
Categoria 0,97

'Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (ANOVA).

1.40
;\3 1.20
= | -
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®
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Q  0.40
Q.
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w  0.20 ~
0.00
I A 1B 11}
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FIGURA 12. Médias das porcentagens de proliferacao celular no endométrio
equino de diferentes categorias nas biopsias classificadas conforme Kenney &
Doig (1986). Valores expressos em log.

Pode-se verificar que nos endométrios da categoria | e nos que
tinham alteragdes discretas (categoria 11A), o epitélio glandular profundo e as

células estromais superficiais foram as estruturas que mostraram maior
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atividade proliferativa (Figura 18). Nas amostras da categoria |IB isso ocorreu
nas células do epitélio glandular superficial e células estromais profundas.
Entretanto, ndo foi constatada diferenga estatisticamente significativa para
esses dados.Ja na categoria lll, as células com percentual significativamente
mais alto de proliferacédo foram as do estroma superficial e epitélio glandular
superficial.

Das estruturas consideradas neste estudo houve diminuicdo da
atividade proliferativa no epitélio luminal, células estromais superficiais, epitélio
glandular profundo e células estromais profundas, além das células epiteliais
glandulares e estromais das glandulas fibréticas, conforme o grau de
comprometimento do endométrio aumentou. Isso ficou evidenciado no epitélio
glandular, o qual mostrou diferenca significativamente menor na porcentagem
de células positivas para PCNA nos endométrios da categoria Ill (Figura 20) em
relacdo as categorias | e IlA, quando classificados conforme Kenney & Doig
(1986). No epitélio glandular superficial e células estromais superficiais também
foi observada reducao da proliferacdo celular nos endométrios com alteracao
histopatolégica, mas que nao seguiram o mesmo padréo gradativo, observado
na Figura 13. Embora o resultado n&o tenha sido estatisticamente significativo,
no epitélio glandular superficial, houve reducédo da atividade proliferativa nas
biopsias da categoria |IA. Esta atividade foi aumentando nas amostras com
lesbes moderadas e graves. Ja nas células estromais superficiais, as
categorias intermediarias apresentaram reducéo gradativa da proliferacéo, mas
aumentou discretamente na categoria lll, ainda permanecendo menor do que
na categoria I.

Nas estruturas presentes nas glandulas fibroticas, observou-se
que as lesbBes discretas e graves apresentaram porcentagem de células
proliferativas semelhantes. Entretanto, embora ndo tenha sido significativo
estatisticamente, houve aumento de atividade na categoria IIB. Comparando-se
glandulas normais e fibréticas, com excec¢éo da categoria llA, pode-se observar
que houve uma tendéncia ao aumento da atividade proliferativa nas células
epiteliais, mais evidente na categoria Ill. J&4 nas células estromais profundas,
houve reducdo da atividade proliferativa em endométrios que apresentavam
qualquer grau de lesdo, porém sem significancia estatistica. Estes dados estéo

apresentados na Figura 14.
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A Tabela 14 demonstra as médias das porcentagens (apds
transformacao logaritmica) nas diferentes estruturas endometriais que

expressaram PCNA, classificados conforme Kenney & Doig (1986).

TABELA 14. Médias das porcentagens de células em proliferacdo nas
diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas conforme Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log.

ESTRUTURA CATEGORIA|  CATEGORIAIIA  CATEGORIAIIB  CATEGORIAIII
Epitélio luminal 1,23a’' 1,15 1,15 1,09 ab
Epitélio glandular superficial 1,38 a 1,08 1,23 1,17 a
Célula estromal superficial 1,56 aA 1,53 A 1,11 A 1,26 aA
Epitélio glandular profundo 1,62 aA 1,43 A 1,01 AB 0,41 bB
Célula estromal profunda 1,49 a 1,24 1,20 0,94 ab
Epitélio glandular 0 bB 1,05 A 1,18 A 1,05 abA

(fibrose periglandular)

Célula estromal 0 bB 0,88 A 1,09 A 0,87 abA
(fibrose periglandular)

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha nao diferem
significativamente a 5% de probabilidade. A auséncia de letras minusculas na coluna ou
maiusculas na linha implica que o teste F da analise de variancia foi ndo-significativo.
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o 1.00 A
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&3 0.80 A
L B
Q. 0.60 A
g .
L
0.40 A
0.20 A
0.00 B B
Epitélio Epitélio Célula Epitélio Célula Epitélio Célula
luminal glandular estromal glandular estromal glandular estromal
superficial superficial profundo profunda (fibrose (fibrose

periglandular. periglandular)
Estruturas

FIGURA 13. Médias das porcentagens de proliferacédo celular nas estruturas do
endométrio equino, nas diferentes categorias definidas de acordo com Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.
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FIGURA 14. Médias das porcentagens da proliferacédo celular nas estruturas do
endométrio eqliino agrupadas por categoria, na classificacdo conforme Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.

Nas bidpsias classificadas conforme Ricketts & Alonso (1991),
comparando-se 0s grupos entre si, foi possivel a identificagcdo de aumento da
atividade proliferativa nos endométrios que apresentaram alteragdes
morfolégicas, sendo mais elevada nas endometroses. Entretanto, essa
caracteristica ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa. A Tabela 15

e a Figura 15 ilustram a analise estatistica para este estudo.

TABELA 15. Médias das porcentagens de proliferagcdo celular entre as
categorias definidas por Ricketts & Alonso (1991). Valores expressos em log.

CLASSIFICACAO MEDIAS
Endométrio higido 1,04
Endometrite crénica infiltrativa 1,06
Endometrose 1,23

'N4o significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (ANOVA).
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FIGURA 15. Médias das porcentagens de proliferacao celular no endométrio
equino de diferentes categorias nas biopsias classificadas conforme Ricketts &
Alonso (1991). Valores expressos em log.

Em todas as células estudadas, sem considerar as glandulas
fibréticas, ha diminuigédo da proliferagédo celular tanto nas endometrites crénicas
infiltrativas como nas endometroses. Considerando os tipos de processos,
verificou-se que, exceto no epitélio luminal, nas endometrites cronicas
infiltrativas  houve  menor indice proliferativo. Contudo, diferenca
estatisticamente significativa ocorreu somente nas células do epitélio glandular
profundo, que proliferam menos nas endometrites cronicas infiltrativas do que
no endométrio higido. Estes achados estdo demonstrados na Figura 16.

Nas glandulas do estrato esponjoso, embora nao tenha sido
observada significancia estatistica, ha aumento da atividade proliferativa nas
células epiteliais das glandulas fibréticas tanto nas endometrites cronicas
infiltrativas (Figura 19) quanto nas endometroses, ocorrendo o inverso nas
células estromais (Figura 17).

A Tabela 16 mostra os resultados da avaliagao estatistica nas
diferentes estruturas endometriais e grupos classificados conforme Ricketts &
Alonso (1991).
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TABELA 16. Médias das porcentagens de células em proliferacdo nas
diferentes estruturas do endométrio de bidpsias classificadas conforme Ricketts
& Alonso (1991). Valores expressos em log.

- ENDOMETRITE

ESTRUTURA EN?_I?('::EBRIO CRONICA ENDOMETROSE
INFILTRATIVA

Epitélio luminal 123a' 1,15 1,07
Epitélio glandular superficial 1,38 a 1,13 1,25
Célula estromal superficial 1,56 a 1,23 1,51
Epitélio glandular profundo 1,62 aA 0,93B 0,98 AB
Célula estromal profunda 1,49 a 1,04 1,36
Epitélio glandular 0 bB 1,03 A 1,27 A
(fibrose periglandular)
Célula estromal 0 bB 0,87 A 117 A

(fibrose periglandular)

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha nao diferem
significativamente a 5% de probabilidade. A auséncia de letras minusculas na coluna ou
maiusculas na linha implica que o teste F da analise de variancia foi ndo-significativo.

2.00 T~ [OHigido
1.80 - A M Endometrite cronica infiltrativa
= _ OEndometrose
2 1.60 - A
- - T A
<Z( 1.40 AB
O 1.20 ~ - B L A
o A
S 1.00 -
§ 0.80 -
g 0.60 ~
|.|>j 0.40 ~
0.20 ~
B
0.00 B
Epitélio Epitélio Célula Epitélio Célula Epitélio Célula
luminal glandular estromal glandular estromal glandular estromal
superficial superficial profundo profunda (fibrose (fibrose

periglandular)  periglandular)

Estruturas

FIGURA 16. Médias das porcentagens da proliferagdo celular nas diferentes
estruturas do endométrio eqliino, nas bidpsias classificadas conforme Ricketts
& Alonso (1991). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.
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FIGURA 17. Médias das porcentagens da proliferacédo celular nas estruturas do
endométrio eqliino agrupadas de acordo com as caracteristicas morfoldgicas,
na classificacao conforme Ricketts & Alonso (1991). Valores expressos em log.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade.

FIGURA 18. Endométrio equiino - categoria |I. Marcagéo imunoistoquimica
para PCNA. Imuno-reatividade frequente nas células do epitélio glandular e
estromais (setas). Objetiva: 40x.
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FIGURA 19. Endométrio eqiino - categoria Ill. Endometrite cronica
infiltrativa. Marcacao imunoistoquimica para PCNA. Imuno-reatividade nas
células do epitélio glandular e estromais (setas). Objetiva: 40x.

50 pm

FIGURA 20. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrose. Marcagéo
imunoistoquimica para PCNA. Imuno-reatividade esparsa nas células do
epitélio glandular. Objetiva: 40x.
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5.3.5. APOPTOSE

Para o estudo da apoptose foi empregado o anticorpo primario
caspase-3 clivada.

A reacao imunoistoquimica mostrou positividade
predominantemente em corpos apoptoticos, sobretudo nas células epiteliais.

A expressdo da caspase-3 clivada foi observada em todas as
regides analisadas.

Considerando as estruturas endometriais entre si, independente
do grupo a que pertence a amostra dentro da classificagdo de KENNEY &
DOIG (1986), o epitélio demonstrou maior porcentagem de células apoptéticas
do que as células estromais. O epitélio luminal mostrou diferenca
significativamente maior do percentual de células em apoptose do que todos os
outros tipos celulares. As células estromais na regido da fibrose periglandular
mostrou valor significativamente menor de apoptose. O epitélio das glandulas
fibroticas mostrou menor indice apoptético quando comparado com as
glandulas profundas normais, embora sem diferengca estatisticamente
significativa. A Tabela 17 e a Figura 21 mostram os resultados estatiscos nesta

analise.

TABELA 17. Médias das porcentagens de células apoptéticas entre as
diferentes estruturas endometriais nas amostras classificadas conforme
Kenney & Doig (1986).Valores expressos em log.

LOCAIS MEDIAS
Epitélio luminal 0,24 a'
Epitélio glandular superficial 0,12b
Célula estromal superficial 0,02c
Epitélio glandular profundo 0,15b
Célula estromal profunda 0,07 bc
Epitélio glandular (fibrose periglandular) 0,08 bc
Célula estromal (fibrose periglandular) 0,01c

'Médias seguidas pela mesma letra minGscula na nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 21. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas diferentes
estruturas do endométrio eqliino, nas biopsias classificadas conforme Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.

Comparando-se as categorias entre si, observou-se que o
fendbmeno da apoptose foi mais freqiente nos endométrios da categoria I. A
quantidade de células marcadas diminuiu conforme aumentou o grau da leséao
endometrial, estabilizando-se nos endométrios que apresentaram alteragdes
acentuadas (categoria Ill). Contudo, ndo houve significancia estatistica. A
Tabela 18 e a Figura 22 mostram o resultado do estudo estatistico para estas

caracteristicas.

TABELA 18. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas categorias
definidas por Kenney & Doig (1986). Valores expressos em log.

CLASSIFICACAO MEDIAS
Categoria | 0,14
Categoria Il1A 0,10
Categoria 11B 0,09
Categoria Il 0,09

"Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (ANOVA).



Resultados |75

3 018
~  0.16
T 014 [
@ 0.12 1 | T
o -
2 0.10 - I T |
O 0.08 | i
o 1
S 0.06 A
@ 0.04 -
< 0.02 1
W 0.00
| A B 1
Categorias

FIGURA 22. Médias das porcentagens de células apoptéticas no endométrio
equino de diferentes categorias nas biopsias classificadas conforme Kenney &
Doig (1986). Valores expressos em log.

Na categoria | (Figura 29), houve maior porcentagem de células
apoptéticas no epitélio luminal, dado estatisticamente significativo, seguido pelo
epitélio glandular superficial e profundo. Nas células estromais, o maior indice
apoptoético foi verificado no estrato esponjoso, sem no entanto significancia
estatistica.

Na categoria IIA, a apoptose ocorreu com maior freqiéncia no
epitélio glandular profundo, resultado estatisticamente significativo. Entre as
células estromais, houve maior indice apoptdético no estrato compacto.
Observou-se que as células estromais na regido da fibrose periglandular e na
regido superficial apresentaram valores significativamente menores no numero
de apoptoses.

Ja na categoria 1B, observou-se que o epitélio luminal teve valor
significativamente maior do indice apoptético.

As amostras da categoria Ill mostraram maior quantidade de
células em apoptose no epitélio luminal e no epitélio glandular associado a
fibrose periglandular. Entretanto, ndo houve diferengas significativas.

Pode-se observar que, em todas as categorias, a proporgcao de
células estromais apoptoéticas no estrato esponjoso foi menor nas glandulas
fibréticas. Essa relagdo foi observada nas células epiteliais glandulares

secretoras (profundas) nos endométrios da categoria IIA e 1IB, mas na
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categoria Il houve aumento do indice apopt6tico dessas células nas glandulas
fibréticas. Esses resultados nao foram estatisticamente significativos.

Comparando-se as diferentes categorias, observou-se que houve
indice apoptético significativamente maior nas células epiteliais do epitélio
glandular acometido por fibrose nas biopsias da categoria Ill. Ainda nas
glandulas fibréticas, notou-se que o numero de apoptoses entre as células
estromais diminuiu conforme aumentou o grau da lesdo endometrial, dado nao
significativo estatisticamente.

Outro fendbmeno observado foi que as estruturas do estrato
compacto, ou seja, o epitélio glandular superficial as células estromais
superficiais, houve reducdo do numero de células apoptéticas conforme se
acentuaram as altera¢des morfoldgicas.

No epitélio glandular profundo, houve discreto aumento da
expressdo da caspase-3 clivada, mas nas categorias IIB e Ill a expressdo
diminuiu gradativamente (Figura 30). As células estromais profundas
demonstraram diminuicdo da apoptose nas categorias intermediarias, porém, a
categoria Ill, embora possuisse indice menor do que os endométrios da
categoria |, mostrou valor maior do que as demais amostras com alteragdes
histopatolégicas. Estes resultados ndo foram estatisticamente significativos.

Os resultados do estudo estatistico estdo apresentados na Tabela
19 e Figuras 23 e 24.
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TABELA 19. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas diferentes
estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo com Kenney &

Doig (1986). Valores expressos em log.

ESTRUTURA CATEGORIA|  CATEGORIAIIA  CATEGORIAIIB  CATEGORIAIII
Epitélio luminal 0,33a’ 0,19 ab 0,36 a 0,18 b
Epitélio glandular superficial 0,21 ab 0,15 ab 0,04 b 0,09b
Célula estromal superficial 0,07 b 0,02b Ob Ob
Epitélio glandular profundo 0,21 ab 0,23 a 0,10 b 0,07 b
Célula estromal profunda 0,10b 0,08 ab 0,03b 0,07 b
Epitélio glandular 0bB 0,06 abAB 0,06 bAB 0,18 bA
(fibrose periglandular)

Célula estromal Ob Ob 0,01b 0,03 b

(fibrose periglandular)

'Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem significativamente a 5%
de probabilidade. A auséncia de letras minusculas na coluna implica que o teste F da analise

de variancia foi ndo-significativo

0.50

O Categoria |
< 045 - W Categoria IIA
w 040 1 B Categoria IIB
[0} - .
@ 0.35 0O Categoria lll
2 0.30 ~
@© i
8 025 A
g 020 A
@ 0.15 -
5 oos- }h M
W 0.05 -
B
0.00 ﬂ—l_l_
Epitélio Epitélio Célula Epitélio Célula Epitélio Célula
luminal glandular estromal glandular estromal glandular estromal
superficial superficial profundo profunda (fibrose (fibrose
periglandular) periglandular)
Estruturas

FIGURA 23. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas estruturas do
endométrio equino, nas diferentes categorias definidas de acordo com Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.
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FIGURA 24. Médias das porcentagens de células apoptoticas nas estruturas do
endométrio eqliino agrupadas por categoria, na classificacdo conforme Kenney
& Doig (1986). Valores expressos em log. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente a 5% de probabilidade.

Embora esse padrdo tenha sido observado pela verificagao da
média das porcentagens de células positivas para a reacado imunoistoquimica,
durante a analise da distribuicdo das células apoptéticas notou-se que houve
maior freqiiéncia de glandulas endometriais apresentando células apoptéticas
nos endométrios sem alteragdes histopatoldgicas. Entretanto, ao se realizar a
contagem nos focos com a presenca de células positivas para caspase-3
clivada, como foi obedecido o mesmo padrdao da contagem de células em
proliferagdo, no qual as células marcadas eram contadas por unidade
glandular, esse dado néo foi evidenciado.

Empregando-se as definicbes de RICKETTS & ALONSO,
observou-se que, quando comparados 0s grupos entre si, observou-se que o
epitélio luminal mostrou indice apoptético significativamente maior nas células
apoptéticas. As células epiteliais foram as que mais apresentaram apoptose, e
entre as células estromais, houve maior niumero e células apoptoéticas no
estrato esponjoso (profundas). Numero significativamente menor de apoptoses
foi verificado nas células estromais, localizadas no estrato compacto

(superficiais) e na regido da fibrose periglandular. O epitélio glandular



Resultados |79

associado a fibrose periglandular mostrou menos apoptoses do que o epitélio
glandular secretor normal (profundo), contudo, sem diferenca significativa. A

Tabela 20 e a Figura 25 mostram os resultados do estudo estatistico.

TABELA 20. Médias das porcentagens de células apoptoticas entre as
diferentes estruturas endometriais nas amostras classificadas conforme
Ricketts & Alonso (1991). Valores expressos em log.

LOCAIS MEDIAS
Epitélio luminal 0,26 a'
Epitélio glandular superficial 0,12b
Célula estromal superficial 0,02c
Epitélio glandular profundo 0,15b
Célula estromal profunda 0,07 bc
Epitélio glandular (fibrose periglandular) 0,08 bc
Célula estromal (fibrose periglandular) 0,01c

'Médias seguidas pela mesma letra minGscula na nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade.
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FIGURA 25. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas diferentes
estruturas do endométrio eqliino, nas bidpsias classificadas conforme Ricketts
& Alonso (1991). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade.
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Ao se comparar os diferentes grupos, verificou-se que o0s
endométrios higidos apresentaram maior indice de células em processo de
apoptose, embora nao tenha sido estatisticamente significativo. A Tabela 21 e

a Figura 26 mostram os resultados da analise estatistica.

TABELA 21. Médias das porcentagens de células apoptoticas nas categorias
definidas por Ricketts & Alonso (1991). Valores expressos em log.

CLASSIFICAGAO MEDIAS
Endomeétrio higido 0,14
Endometrite croénica infiltrativa 0,09
Endometrose 0,09

'A auséncia de letras implica que a diferenca foi ndo significativa a 5% de probabilidade, pelo
teste F (ANOVA).
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Expresséo Caspase-3 (%)
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Categorias

FIGURA 26. Médias das porcentagens de células apoptéticas no endométrio
equino de diferentes categorias nas biopsias classificadas conforme Ricketts &
Alonso (1991). Valores expressos em log.

Pode-se verificar que nas endometrites cronicas infiltrativas, o
epitélio luminal apresentou quantidade significativamente maior de células
apoptéticas. Ja as células estromais das regides superficial e periglandular

foram as que apresentaram indice apoptético significativamente menor.



Resultados |81

Nas endometroses, maior freqliéncia de apoptose foi verificada no
epitélio luminal, no epitélio glandular superficial e no epitélio glandular
associado a fibrose periglandular. Entre as células estromais, o menor indice
apoptético foi observado nas células estromais superficiais.

As glandulas fibréticas apresentaram diminuicdo da apoptose nas
células estromais nos dois grupos de doencas endometriais. Entretanto,
verificou-se que no epitélio glandular, nas endometrites crénicas infiltrativas
houve diminuicdo da apoptose nas glandulas associadas a fibrose, enquanto
que nas endometroses, verificou-se que o indice apoptotico foi maior nas
gléandulas alteradas.

Entretanto, as variacbes observadas entre os grupos de
endométrio ndo mostrou diferencas significativas. O estudo estatistico da
porcentagem de células apoptéticas para as biopsias classificadas conforme
Ricketts & Alonso (1991) estdo demonstrados na Tabela 22 e nas Figuras 27 e
28.

TABELA 22. Médias das porcentagens de células apoptéticas nas diferentes
estruturas do endométrio de bidpsias classificadas de acordo com Ricketts &
Alonso (1991). Valores expressos em log.

2 ENDOMETRITE
ESTRUTURA NGO CRONICA  ENDOMETROSE
INFILTRATIVA
Epitélio luminal 0,33a’ 0,27 a 0,17
Epitélio glandular superficial 0,20 ab 0,07 bc 0,16
Célula estromal superficial 0,08 bA 0,01 cA 0A
Epitélio glandular profundo 0,21 ab 0,16 ab 0,04
Célula estromal profunda 0,10 b 0,06 bc 0,08
Epitélio glandular Ob 0,09 bc 0,13
(fibrose periglandular)
Célula estromal Ob 0,01 ¢ 0,03

(fibrose periglandular)

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e mailscula na linha néo diferem
significativamente a 5% de probabilidade. A auséncia de letras minusculas na coluna e
maiusculas na linha implica que o teste F da anélise de varidncia foi nao-significativo.
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FIGURA 27. Médias das porcentagens de células apoptoticas nas estruturas do
endométrio eqlino, nas diferentes categorias definidas de acordo com Ricketts
& Alonso (1991). Os valores estao expressos em log. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade.
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FIGURA 28. Médias das porcentagens de células apoptoticas nas estruturas do
endométrio eqliino agrupadas por categoria, na classificagcdo conforme Ricketts
& Alonso (1991). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade.
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Uma amostra entre os endométrios saudaveis e duas amostras
em cada uma das categorias em que se identifica lesdo endometrial néo
mostraram imuno-reatividade. Ao se verificar o tipo de lesdo predominante
nesses casos negativos para caspase-3 clivada, também n&o houve predilecao

entre os tipos inflamatério e degenerativo.
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FIGURA 29. Endométrio equino - categoria |I. Marcagéo imunoistoquimica
para caspase-3 clivada. Imuno-reatividade em célula estromal (seta) e em
corpos apoptéticos freqlentes no epitélio glandular (pontas de seta).
Objetiva de 40x.

'4

FIGURA 30. Endométrio equino - categoria Ill. Endometrite cronica
infiltrativa. Marcagdo imunoistoquimica para caspase-3 clivada. Imuno-
reatividade esparsa em corpos apoptéticos nas células do epitélio glandular
(setas).
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foram empregados dois sistemas de
classificacao das endometrites crénicas das éguas. Ao ser empregada a
classificacao de Kenney & Doig (1986) foi possivel a relagdo dos resultados
obtidos nas diferentes avaliagcdes propostas com as diversas intensidades de
comprometimento endometrial, enquanto que com a classificagao de Ricketts &
Alonso (1991) buscou-se a relagcdo dos resultados com as diferentes
apresentacdes de alteracdo no endométrio, considerando os processos de
origem inflamatéria ou fibrética.

Ao se verificar a propor¢cado dos tipos de alteracdo endometrial,
obedecendo-se os critérios de Ricketts & Alonso (1991), observou-se que a
maior parte das amostras foram incluidas nas endometrites crénicas
infiltrativas. Entretanto, dentre elas, a fibrose pode ser verificada em diferentes
graus, ja que pode ser observada em bidpsias com alteragbes discretas,
moderadas e graves. Entretanto, a maior parte das amostras classificadas
como endometrose foi oriunda das endometrites com alteragdes
histopatolégicas mais graves (categoria lll).

Isso sugere que as endometroses, além da origem desconhecida
citada por alguns pesquisadores (WALTER et al., 2001), podem corresponder a
etapa final do reparo tecidual com substituicdo das estruturas funcionais por
tecido fibroso. Porto (2006) menciona que as lesbes endometriais mais graves
parecem ter como causa primaria principalmente os processos de origem
inflamatéria, e aqueles de origem degenerativa seriam responsaveis pela
enfermidade endometrial menos freqientemente. Assim, também puderam ser
identificados dois processos distintos morfologicamente e que provavelmente
possuem causas diferentes, conforme proposto por Nunes (2003).

Entretanto, conforme observado por Porto (2006), a alteracéo
fibrética também pode ser verificada em amostras de endométrio saudavel.
Nestas bidpsias, a alteracdo fibrética foi encontrada predominantemente na
regido perivascular. Porto (2006) cita que esse critério ndo é considerado na

classificacdo de Kenney & Doig (1986), e relata que este tipo de
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comprometimento vascular precisa ser estudado de forma mais aprofundada,
para que possa ser esclarecida a sua real participacdo nos problemas
reprodutivos das éguas, ja que a sua freqliiéncia é relativamente alta, mesmo
nos animais considerados normais, fato ja descrito por Nunes (2003). Nesse
ambito, Nunes (2006), verificando a presenca de fibroelastose na regido
perivascular, relatou que esta alteracéo esteve presente em todas as amostras
estudadas, mesmo naquelas de endométrio considerado sadio, que mostraram
a alteracao de forma discreta.

Neste trabalho, foram empregados os métodos histoquimicos do
tricrémico de Masson e do Picrosirius - Polarizagdo para a identificacdo da
distribuicdo do colageno e sua tipificagdo nos processos endometriais crénicos.
Assim como verificado por Nunes (2003, 2006) e Porto (2006), estas
coloragbes permitiram a identificacdo dos focos de fibrose, a quantificagao do
colageno por método morfométrico, além da identificagdo dos tipos de
colageno presentes na fibrose, com o uso do Picrosirius Red observado em
microscopio de luz polarizada, conforme ja descrito por Evans et al. (1998).

O aumento da birrefringéncia promovida pelo método do
Picrosirius — Polarizagéo é especifico para estruturas colagenosas compostas
de agregados de moléculas orientadas, j& que as moléculas do corante se
alinham paralelamente ao longo do eixo de cada molécula de colageno. Este
método ainda hoje € empregado, considerado de grande utilidade na distingéo
do arranjo do colageno, o qual pode é relacionado com sua estrutura molecular
(BORGES et al., 2007).

Sabe-se que nos processos fibroticos ha deposicdo dos
colagenos do tipo | e do tipo lll, estruturalmente rigidos, que gradualmente
promovem o desenvolvimento do tecido cicatricial com maior forga tensora
(BOCHSLER & SLAUSON, 2002).

Os resultados obtidos no presente estudo foram semelhantes aos
descritos por Nunes (2003, 2006), Porto (2006) e Masseno (2009), os quais
demonstraram que houve substituicdo gradativa do colageno do tipo Ill, mais
fibrilar, predominante nas amostras de endométrio sadio (categoria |) com
distribuicéo reticular, pelo colageno do tipo Ill, conforme aumentou o grau das
lesdes endometriais. Este tipo de colageno € mais denso, e é encontrado

preferencialmente na regido periglandular.
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O uso das técnicas histoquimicas, sobretudo a do Picrosirius —
Polarizagdo, evidenciou a diminuigdo da quantidade de glandulas nas
endometrites mais graves, classificadas na categoria lll. Isso reforga a hipétese
de que ocorre a substituicdo gradativa do tecido funcional endometrial por
fibrose, o que conduz a atrofia. Com isso, ha comprometimento da producao de
histotrofo, incapacidade de nidacdo do embrido e continuidade da gestagao
(GRAY et al., 2001; AMARAL, 2002).

Contudo, Walter et al. (2001) obtiveram resultados diferentes ao
realizarem estudo imunoistoquimico dos colagenos |, Ill e IV, pois observaram
que o colageno do tipo | ndo esta aumentado na fibrose endometrial severa das
éguas, e a sua proporcdo é semelhante a dos endométrios incluidos na
categoria | de Kenney & Doig (1986), mas houve o aumento do colageno do
tipo 1V, que em situagéo fisiologica encontra-se limitado a membrana basal. No
mesmo trabalho, Walter et al. (2001) descreveram a presencga do colageno IV
nos fibroblastos que circundam as glandulas fibréticas.

A técnica do Picrosirius — Polarizacdo pode nao diferenciar os
colagenos do tipo | e do tipo Ill do colageno do tipo IV, mas €& possivel
reconhecer o colageno mais denso, resultado de interagdes quimicas entre as
fibras de colageno (PORTO, 2006). Este é refratario ou, no minimo, menos
responsivo a agdo das enzimas colagenoliticas, porque os sitios de ligagao
dessas enzimas com o colageno séo bloqueados (ANDRADE et al., 1999).

Por fim, os métodos histoquimicos empregados neste trabalho
demonstraram no mesmo corte histolégico o coldgeno mais denso e o mais
delicado, possibilitando a obtengdo da proporcao relativa de ambos os tipos.
Além disso, tais métodos sao de facil execucdo e tém menor custo, podendo
ser empregados rotineiramente, como tem sido verificado por diversos autores
(CALDINI, 1992; EVANS et al., 1998; NUNES, 2003, 2006; PORTO, 2006).

Os resultados da analise morfométrica da fibrose periglandular
corroboraram os achados de Nunes (2003, 2006) e Porto (2006), e foram
parcialmente semelhantes aos descritos por Evans et al. (1998). Nos
endométrios considerados higidos, a fibrose periglandular foi ausente ou
inconspicua. Houve diferenca significativa do colageno periglandular nas

endometrites crénicas, sendo predominante o do tipo .



Discussado |88

No presente estudo, a porcentagem da fibrose periglandular foi
significativamente maior nas endometrites mais graves, incluidas nas
categorias IIB e lll de Kenney & Doig (1986), quando comparadas ao
endométrio normal (categoria 1), mas néo houve diferencga significativa quando
comparadas entre si. Entretanto, Evans et al. (1998), encontraram resultados
diferentes. Estes autores relatam que ha aumento significativo da quantidade
de fibrose entre as categorias 11B e Ill.

Esse resultado sugere que conforme progride a doenga endometrial
cronica ha diminuicdo da quantidade de glandulas endometriais, o que pode
culminar com a atrofia endometrial.

Quando classificadas de acordo com Ricketts & Alonso (1991), néo
houve diferenca significativa na deposi¢cao de colageno periglandular entre as
endometrites crénicas infiltrativas e as endometroses. Talvez, isso possa ser
explicado pela maior deposi¢cdo de colageno intersticial nas endometroses, o
que levou a rarefacédo das glandulas endometriais.

O emprego do método imunoistoquimico possibilita a pesquisa de
diferentes proteinas e a determinagéo dos locais onde s&o expressas no tecido,
nos processos fisiolégicos e patologicos. Dessa forma, permite estudos que
buscam relacionar os mecanismos moleculares envolvidos no processo de
manutencdo ou quebra da homeostasia tissular.

Neste estudo, com a utilizacdo deste método, foram pesquisados
componentes dos processos inflamatérios e fibréticos, como a presenca de um
fator de crescimento, de enzimas colagenoliticas e de proteinas que identificam
células em atividade proliferativa e morte por apoptose.

Entre os fatores de crescimento conhecidos, o TGF-B1 tem
funcéo relevante durante o processo de cicatrizagcao e reparo tecidual, pois
regula uma ampla variedade de funcgdes bioldgicas, que inclui proliferacao
celular e diferenciagdo, apoptose, angiogénese, adesdo, imuno-regulacédo e
producao de matriz extracelular (CHIN et al., 2004; LU et al., 2005).

Ainda, varios pesquisadores citam que o TGF-B1 € um potencial
regulador das fungbes reprodutivas, atuando no crescimento e funcionamento
do utero (DUMONT et al., 1995; GODKIN & DORE, 1998).

Este estudo revelou que o TGF-B1 foi expresso tanto nos

endométrios saudaveis quanto naqueles que apresentaram alteragcbes
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histopatoldgicas. Entretanto, a imuno-reatividade foi escassa, exceto nas
células inflamatérias, o que também foi observado por outros autores.
Rodriguez et al. (2008) relataram que no endométrio de primatas, a expressao
da isoforma TGF-B1 é escassa nas glandulas endometriais e ausente nas
células estromais, independentemente do tipo de estimulo hormonal presente.

Neste trabalho, ficou evidente que a principal fonte de TGF-1 no
endométrio das éguas foram as células inflamatérias pela quantidade
expressivamente maior dessas células demonstrando imuno-reacédo positiva.
Outro tipo celular que apresentou imuno-reatividade para este fator de
crescimento em grande numero de amostras foram as células estromais,
porém, as escassas células positivas encontraram-se distribuidas de forma
esparsa pela lamina propria do endométrio. Além disso, foi verificada uma
tendéncia das endometrites crbnicas infiltrativas apresentarem maior grau de
expressédo desse fator em relagcdo as endometroses, mesmo n&o havendo
significancia estatistica. A literatura consultada relata que o TGF-f1 é uma
proteina produzida predominantemente por células T (CHIN et al., 2004; LU et
al., 2005). Foi demonstrado por Nunes (2003) que nas diversas categorias de
lesdo endometrial, dentre as células que compdem o infiltrado inflamatério, os
linfécitos T sempre predominaram, sobretudo nos casos de endometrite grave.

Ainda dentre as células inflamatorias, Horan et al. (2005) relatam
que macrofagos expressam e liberam TGF-B1 no tecido cicatricial. Além de
linfécitos T, Nunes (2003) verificou que os macréfagos estiveram presentes nas
endometrites das éguas, aumentanto seu numero principalmente nos casos
mais graves, classificados nas categoria |IB e |ll de Kenney & Doig (1986).

A andlise estatistica nédo revelou diferenga significativa entre os
diversos grupos na intensidade da expressdao do TGF-f1 em nenhuma
classificacado utilizada. Isso pode sugerir que a regulacdo dos processos
inflamatorio e fibrético no utero das éguas esteja ocorrendo ao nivel dos
receptores para este fator. Ademais, sabe-se que em alguns processos, este
fator de crescimento atua de maneira indireta, levando ao aumento da
producao de outros fatores soluveis ou a maior expressao de receptores para
fatores de crescimento nas células (RIEDER & FIOCCHI, 2008). O resultado da
expressao deste fator de crescimento obtido no presente estudo corrobora os

dados descritos por Cadario et al. (2001). Estes autores quantificaram o TGF-



Discussado |90

B1 no endométrio de éguas normais e com fibrose periglandular em diferentes
graus de severidade, utilizando o método do Real Time PCR. Entretanto,
nossos dados contrastaram com o que foi descrito por Ganjam & Evans (2006).
Estes pesquisadores relataram que, utilizando o ensaio ELISA sanduiche, a
concentracdo de TGF-B1 aumenta proporcionalmente com a gravidade da
fibrose periglandular, e sugeriram que a progressao desse fendbmeno pode
estar relacionada a essa citocina fibrogénica. Entretanto, se considerarmos que
o infiltrado inflamatério mais acentuado acompanha a gravidade da fibrose nas
endometrites, talvez seja possivel relacionar a variagédo na quantidade do TGF-
B1 observada por esses autores, mas que contradiz o trabalho de Cadario et al.
(2001). Deve-se ressaltar que no presente estudo, devido ao tipo de método
empregado, procurou-se quantificar o grau da expressao avaliando-se a
intensidade da reacédo, e desta forma, foi possivel estabelecer a sua presenca
e os locais onde é expresso nos diferentes processos endometriais das éguas,
ja que investigacdes neste sentido ainda ndo constam na literatura.

Sabe-se que a fibrose endometrial, uma vez iniciada, continua a
despeito da cessacéo da injuria, caracterizando-se entao por ser progressiva e
irreversivel (RICKETTS & ALONSO, 1991). Varios autores descrevem que a
deposigcao do colageno na regido periglandular € a principal caracteristica das
endometrites eqiinas, e estudos sao realizados no sentido de elucidar seus
componentes e os fatores que podem estar associados a este fenébmeno.

Atualmente, discute-se amplamente a presenga dos
miofibroblastos nos processos fibréticos. Estas células s&o fibroblastos
diferenciados com fungé&o contratil, fonte de colageno fibrilar e fatores soluveis
que influenciam a fibrose (ARTHUR, 2000; HOLT et al., 2008).

O TGF-B1 é responsavel pela diferenciagcédo dos miofibroblastos,
seja a partir dos fibroblastos ou pelo fendmeno da transicao epitelial-
mesenquimal (GARRET et al., 2004; KASAI et al., 2005). A presenca dessas
células no endométrio equino ja foi descrita por Walter et al. (2001) e Masseno
(2009), na regiao da fibrose periglandular. Esta autora relatou que a presenca
dos miofibroblastos aumentava na medida em que também aumentava o grau
da lesédo endometrial. Walter et al. (2001) sugeriu que investigagbes sao
necessarias para a identificagdo dos sinalizadores e das células que liberam

essas moléculas responsaveis pela diferenciagdo miofibroblastica no
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endométrio equino. O presente estudo vem ao encontro dessa informacao,
buscando preencher a lacuna no sentido da identificacdo dos elementos que
promovem a presenca do TGF-B1 no utero das éguas.

Outra funcdo do TGF-B1 que tem sido destacada é a indugéo do
CTGF (fator de crescimento do tecido conjuntivo). Este fator promove a
manutengdo da fibrogénese. Além disso, quando a matriz extracelular esta sob
estimulo do CTGF, o TGF-B1 tem capacidade de gerar forga tracionadora nos
miofibroblastos (DANIELS et al., 2003; KASAI et al., 2005). Assim, além de
levar a diferenciagéo miofibroblastica, este fator ainda influencia na sua fungao.

Nas endometrites das éguas a degeneragao vascular é comum,
agravada conforme aumenta a intensidade das alteracbes endometriais
(NUNES, 2006). O comprometimento vascular pode levar a substituicdo do
tecido funcional por colageno. Arici et al. (1996) citam que a hipdxia pode
induzir a secrecdo de TGF-B1, e esse mecanismo pode estar envolvido
também nas endometrites equinas.

A inibigdo da produgédo de matriz tem sido o principal alvo das
terapias antifibréticas até o momento. Alguns meios tém sido testados, como o
bloqueio direto da sintese da matriz extracelular, ou indiretamente pela inibigao
da atividade do TGF-B1, a principal citocina fibrogénica. No figado, inibidores
da sintese de colageno, que atuam sobre a enzima prolilhidrolase, estdo entre
os primeiros componentes antifibréticos testados, mas com sucesso limitado.
Atualmente, tem-se estudado a regulac&do da expresséo de genes que regulam
a sintese de colageno. No tratamento do queldide, o anticorpo anti-TGFp31
pode ter potencial terapéutico pela inibicdo da sintese de colageno pelo
bloqueio do efeito de TGF-f1 e também por acelerar a degradagdo dos
colagenos do tipo | e do tipo Ill promovendo a produgdo de metaloproteinase.
Dessa forma, antagonistas do TGF- tém sido amplamente testados devido a
essa citocina apresentar duplo efeito sobre a matriz extracelular: o de inibir a
producdo ou acelerar sua degradagao. Varios antagonistas do TGF- estao
sendo desenvolvidos e poderdo ser testados em breve (FUJIWARA et al,
2005; FRIEDMAN, 2008).

As enzimas colagenoliticas pesquisadas neste estudo foram as

metaloproteinases (MMP) 2 e 9.



Discussado |92

As MMP estdo envolvidas em varios processos fisiolégicos de
remodelamento tecidual, mas em geral estdo associadas a condi¢cdes
patolégicas como invasdo tumoral e processos fibroticos (ZHANG &
SALAMONSEN, 2002).

As metaloproteinases séo as principais enzimas que degradam
componentes estruturais da matriz extracelular. Entretanto, a protedlise
promovida pelas MMPs pode gerar espagos para a migragao celular, produzir
fragmentos de especificidade substrato-clivagem com atividade bioldgica
independente, regular a arquitetura tecidual por seus efeitos na matriz
extracelular e juncdes intercelulares, além de ativar, desativar ou modificar a
atividade de moléculas sinalizadoras, direta ou indiretamente (PAGE-MCCAW
et al., 2007).

A expressdo de metaloproteinases é fortemente controlada por
fatores e citocinas que podem induzir (IL-1, TNF-a, TGF-a, EGF, FGF e PDGF)
ou suprimir (TGF-B e IL-4) a transcricdo dos genes de MMP (BIRKEDAL-
HANSEN, 1995).

N&o houve diferenca evidente na porcentagem de amostras das
diferentes categorias classificadas conforme Kenney & Doig (1986)
expressando MMP-2, mas, quando empregada as definicbes de Ricketts &
Alonso (1991), pode-se verificar uma tendéncia na diminuicdo do numero de
amostras expressando esta enzima nos endométrios com alteragdes
histopatolégicas, estando entre as endometroses o menor percentual de
biopsias expressando MMP-2. Ao se observar a intensidade da reacado
imunoistoquimica, verificou-se que também houve uma tendéncia na
diminuicdo da positividade nas estruturas pesquisadas em relacdo aos
endométrios saudaveis, exceto no epitélio glandular, que apresentou aumento
da marcacado positiva nos casos de endometrite, sendo significativa na
categoria lll. Pode-se considerar que o aumento da MMP-2 no epitélio
glandular esteja relacionado a diminuicdo da enzima nos demais
compartimentos estudados, mecanismo esse associado a tentativa do tecido
manter os niveis de expressao estaveis. Talvez, esses dados possam estar
relacionados ao prognoéstico do endométrio, principalmente quando
considerado o tipo de enfermidade presente, ou seja, naqueles casos em que

ha predominio da reacéao fibrética, havendo menor quantidade de MMP-2,
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entende-se que a atividade colagenolitica estaria ocorrendo em menor escala,
no que tange a esta enzima.

O aumento na expressdao da MMP-2 pelas células epiteliais foi
observado anteriormente (PORTO, 2006), quando foi sugerido que esse
fendbmeno possa estar relacionado a modificagdo da secrecdo glandular no
endométrio das éguas. Um dado interessante verificado por Masseno (2009), o
qual ja foi citado, foi a presengca mais evidente de miofibroblastos nas lesbes
endometriais mais graves. Ainda, o presente estudo demonstrou que células
estromais periglandulares positivas para MMP-2 foram observadas, sobretudo
nas glandulas dilatadas e fibréticas, corroborando os resultados de Walter et al.
(2005). Sabe-se que uma das fontes da metaloproteinase 2 € o miofibroblasto,
que na fibrose hepatica, sintetiza essa gelatinase na presencga de colageno do
tipo | (ARTHUR, 2000; HOLT et al., 2008). Os miofibroblastos presentes nas
endometroses das éguas podem estar relacionados com a estimulacdo da
producdo da matriz extracelular e sua degradacéo, ja que sao aptos a produzir
citocinas (WALTER et al., 2001).

O presente estudo constatou que as endometrites apresentaram
maior de deposigcédo deste tipo de colageno, o que também foi verificado por
Evans et al. (1998), Caldini (1992), Nunes (2003, 2006), Porto (2006) e
Masseno (2009). Assim, Masseno (2009) deduziu que a indugéo da producao
de MMP-2 pelos miofibroblastos possa ocorrer por mecanismo semelhante
aquele relacionado a fibrose hepatica. Essa indugcdo da produgdo da MMP-2
por miofibroblastos envolve a presenca do TGF-f1 (FUJIWARA et al., 2005).
Portanto, esse fator de crescimento tem efeitos antagbnicos nos
miofibroblastos, ou seja, na fibrose hepatica, esta relacionada ao aumento da
expressao dos colagenos fibrilares, entre eles o colageno do tipo I, além de
estimular estas células a produzirem MMP-2, a qual promove a colagendlise.
Entretanto, os efeitos pro-fibrogénicos exercidos pelo TGF-B1 estdo
aumentados para proteger a matriz extracelular da degradacdo enzimatica
(WANG et al., 2006). Talvez isto esteja ocorrendo nas endometrites crénicas
das éguas, ja que, a despeito da presenca da MMP-2, produzida por varias
estruturas endometriais, incluindo os miofibroblastos como provaveis fontes
desta enzima, ha um maior acumulo do colageno do tipo I, inclusive com a

reducdo na quantidade do colageno do tipo lll, dado observado quando
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empregada a coloracdo do Picrosirius Red associada a microscopia de
polarizacao.

Sabe-se também que a MMP-2 é considerada um fator autocrino
de proliferagcdo e migragdo para os miofibroblastos, e além do estimulo
promovido pelo TGF-B1, radicais livres de oxigénio, presentes nas doencas
hepaticas cronicas, levam ao aumento da expressdo da enzima. A hiper-
expressao continua de MMP-2 nos miofibroblastos de figados fibréticos com
suas sequlelas na proliferacao e migragcao deste tipo de célula podem estimular
a progressao da fibrose (HEMMAN et al., 2007).

Conforme verificado anteriormente, a regido da parede vascular
mostrou intensa marcacdao para MMP-2, mas foi ausente nas células
endoteliais. Porto (2006), ao fazer essas observacgdes, cita que a MMP-2 tem
papel preponderante na angiogénese, e que essa marcagdo pode estar
relacionada a presenca dos pericitos, que é fonte de varios mediadores
quimicos.

Além de degradar as gelatinas, a MMP-2 também pode atuar
como colagenase por possuir repeticoes em sua estrutura semelhantes a
fibronectina, o que faz com que apresente afinidade pelo colageno fibrilar,
sendo apta a realizar a clivagem desse tipo de proteina (MATHISEN et al.,
2006; PAGE-MCCAW et al., 2007).

O aumento da atividade da MMP-2 ja foi associado com a fibrose
intersticial durante o remodelamento cardiaco. E citado que, hipoteticamente, o
aumento da atividade das metaloproteinases diminui o substrato para essas
enzimas enquanto que sua inibicdo resultaria no aumento do colageno.
Entretanto, estudos ja observaram que o aumento da atividade da MMP-2 foi
acompanhado pelo aumento da fibrose cardiaca, o qual se deve provavelmente
a proteolise direta dos componentes da matriz do miocardio, facilitando assim
uma resposta pro-fibrética (MATSUSAKA et al.,, 2006). A MMP-2 ja foi
encontrada, na sua forma inativa, em figados saudaveis (ZHOU et al. 2004).
Por outro lado, Hemmann et al. (2007) citam que no figado normal o RNAm e a
pré-proteina de MMP-2 s&o dificilmente encontrados, e que quando induzida a
fibrose, ha um aumento na expressdo desse RNAm. Entretanto, a metodologia
empregada no presente estudo ndo € adequada para verificacdo de atividade

enzimatica. Outros estudos nesse sentido sdo necessarios. Uma técnica
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interessante para se investigar a atividade dessa enzima no utero das éguas é
a zimografia in situ em material submetido a congelacédo (FUJIWARA et al.,
2006).

Os resultados da analise da expressao imunoistoquimica da
MMP-9 demonstraram que todas as amostras foram positivas para esta
gelatinase. Em todos os grupos, independentemente da classificacdo
empregada, houve positividade nas células endoteliais e estromais, sempre em
grande proporcao. Na parede vascular e nas células inflamatérias, observou-se
que nas endometrites de grau mais elevado (lIB e lll) houve diminuicdo da
positividade desta estrutura. Quando se considerou o tipo de alteracao
predominante, verificou-se que nos endométrios fibréticos a quantidade
estimada de células inflamatérias positivas nas células inflamatérias para MMP-
9 diminuiu. Quanto a intensidade da reacédo, ndo se observaram diferencas
significativas.

Hemmann et al. (2007) relatam que a MMP-9 por si ndo exibe
atividade contra o colageno do tipo I, predominante na fibrose, mas desde que
a expressao desta enzima esta intensamente aumentada desde o inicio da
fibrélise, admite-se seu envolvimento indireto no processo litico do colageno.

Nas doencas inflamatérias intestinais do homem ja foi verificado o
aumento da expressado de metaloproteinases, entre elas a 2 e a 9, embora a
MMP-9 também tenha sido identificada na mucosa intestinal ndo inflamada.
Esse efeito deve-se a atividade leucocitaria, sobretudo pela acédo da
mieloperoxidase liberada por essas células (MEIJER et al., 2007).

Sabe-se que a MMP-9 esta relacionada ao remodelamento
vascular, e esse fendbmeno esta ligado ao fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF). A MMP-9 promove a mobilizacdo do VEGF da matriz
extracelular, tornando-o apto a ligar-se ao seu receptor (PAGE-MCCAW et al.,
2007). Entretanto, embora nao houvesse diferenca significativa na intensidade
da expressao da enzima nesta estrutura endometrial, o presente estudo
revelou que houve reducéo da positividade na regido da parede vascular para
MMP-9 nas endometrites mais graves, o que pode estar relacionado ao
prognéstico menos favoravel. Talvez isso ndo tenha sido evidenciado nas
endometroses porque as amostras foram classificadas segundo as alteragbes

predominantes, ou seja, ainda que houvesse infiltrado inflamatdrio
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mononuclear proeminente dentre as amostras do grupo das endometrites
cronicas infiltrativas, este poderia estar associado a fibrose periglandular em
diferentes graus. Essa diminuicdo na positividade da parede vascular poderia
ter relacdo com o comprometimento da angiogénese, o que levaria ao maior
acumulo de tecido fibroso, menos sensivel a diminuicdo da vascularizagéo.
Talvez, o aumento da expressdo de MMP-2 na regido da parede vascular seja
um mecanismo compensatorio a diminuicdo da MMP-9, ja que ambas as
enzimas pertencem ao mesmo grupo de metaloproteinases. Para confirmacéo
desta hipotese, sdo necessarios estudos que verificam a concentragao das
enzimas ativas neste tipo de alteragdo endometrial. Isto poderia estar
relacionado com o que observaram Inoue et al. (2000) e Nunes (2006), ao
verificarem que nas endometrites crénicas mais graves ha maior grau de
fibroelastose. Nunes (2006) verificou que quanto maior o grau da endometrite
maior a fibrose vascular, e cita que estas alteracbes caracterizam a
degeneracgdo vascular, a qual leva a falha da limpeza uterina e, posteriormente,
ao desenvolvimento das endometrites.

A presencga de imuno-marcacgéo positiva da MMP-9 nas células
epiteliais e inflamatérias ja foi verificada em outras espécies. No endométrio
equino, ja foi constatada anteriormente por Nunes (2006) e Porto (2006).
Quanto ao epitélio glandular, Freitas et al. (1999) associa sua imuno-
reatividade a fase do ciclo menstrual no endométrio da mulher. Neste trabalho
ndo pode ser atribuida uma funcao especifica a MMP-9 nesta localizagdo, pois
foi amplamente expresso em todos os tipos de endométrio eqliino pesquisados.
Ja entre as células inflamatérias, ha relatos de que macréfagos e células T sé&o
responsaveis pela produgdo de MMP-9 nos processos inflamatérios
(ABRAHAM et al., 2005; BERGIN et al., 2005). Abraham et al. (2005) citam que
a atividade migratéria das células T helper € dependente da atividade de
metaloproteinases, sobretudo de MMP-2 e MMP-9, por serem capazes de
clivar os componentes da membrana basal vascular. Nguyen et al. (2005)
relatam que a infiltragdo e diferenciacdo dos mondcitos nos tecidos lesionados
€ dependente de MMP-9. Esse dado pode explicar o resultado obtido por
Nunes (2003), que nao verificou aumento significativo do numero de
macrofagos nas endometrites. Entretanto, nos endométrios das éguas,

somente a MMP-9, e ndo a MMP-2, demonstrou imuno-reatividade nas células
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inflamatorias, e talvez possa estar relacionada a esse tipo de funcdo. Ainda
assim, nas endometroses observou-se que houve diminuicdo da intensidade da
imuno-reatividade para MMP-9, embora sem diferenca estatisticamente
significativa. Talvez nas endometroses, as células inflamatérias expressando
menos MMP-9, haja o comprometimento da atividade migratoria dos linfocitos e
monocitos, e por isso eles ndo infiltrem o tecido lesionado.

Outros fatores podem estar associados a liberagdo de MMP-9. A
presenca do fator de necrose tumoral a (TNF-a) esta relacionada a progressao
das hepatites, e induz a producdo de MMP-9, o qual tem relevancia na
evolucdo da lesao hepatica (MIGITA et al., 2006). A modulagdo da expresséo
da MMP-9 também esta relacionada ao TGF-B, o qual exerce a supresséo
dessa enzima via TNF-a, fungdo atribuida aos monécitos e macréfagos
(OGAWA et al., 2004). No presente estudo, nao foi possivel a relagéo entre a
expressdo de TGF-1 com a MMP-9. Nas doencas intestinais inflamatorias
cronicas do homem, além do TNF-q, outras citocinas, como a interleucina 13
(IL-1B) e o interferon y (IFN-y) podem induzir a sintese de MMP-9 (MEIJER et
al., 2007). Logo, estudos que buscam investigar a presengca de outros
mediadores quimicos nas endometrites cronicas das éguas podem colaborar
para a compreensao dos dados obtidos neste trabalho, j&4 que a expressao e a
localizagdo da MMP-9 foram definidas. Neste sentido, Ra & Parks (2007)
mencionam que a compartimentalizacdo - onde e como a MMP ¢ liberada e
mantida no ambiente pericelular - é importante, regulando a especificidade da
protedlise e a afinidade da interagdo com o substrato. Os mesmos autores
afirmam ainda que essa informacao é importante pelo fato de que as células
nao liberam proteases indiscriminadamente, ja que se encontram ancoradas a
membrana celular, resultando na manutenc&o da alta concentrag&o enzimatica
local e marcando sua agao catalitica em substratos especificos.

Frente aos dados encontrados na literatura, parece que a MMP-2
tem sua funcdo voltada principalmente para os processos fibrogénicos e a
MMP-9 relaciona-se sobretudo com as reacdes inflamatérias. Neste trabalho,
talvez a relacdo da MMP-9 mais evidente nos processos inflamatérios tenha
sido demonstrada pela imuno-marcag¢édo positiva nas células inflamatérias, o

que nao foi verificado para a MMP-2, enquanto que a relagao mais estreita da
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MMP-2 com o processo fibrético no utero das éguas talvez possa ser sugerida
pelo aumento da expressao dessa enzima nas glandulas endometriais.

A desestabilizagdo tecidual pela atividade proteolitica pode levar a
liberacdo de fatores de crescimento ancorados a matriz extracelular e
presentes na superficie celular, com a formagado de novas moléculas bioativas.
Talvez, considerando este aspecto, seja interessante a identificacdo da
atividade enzimatica das metaloproteinases além da inter-relagdo com outros
mediadores quimicos, ja que este estudo demonstrou a presenca e a
localizagdo das metaloproteinases 2 e 9, buscando sua relagdo com os
diferentes processos nos diversos graus de lesdo presentes no endométrio
equino.

Mansour (2000) cita que a avaliagdo especifica e objetiva dos
componentes da matriz extracelular e da proliferacdo celular utilizando-se a
biépsia do endométrio eqliino podera ser de grande valor para o estudo de
condigdes patoldgicas e para avaliagdo do prognéstico de fertilidade.

No presente trabalho, foi testado o anticorpo primario Ki-67 (clone
MIB1) para a pesquisa das células em atividade proliferativa. Entretanto, a
despeito das varias técnicas realizadas, a imuno-reatividade com este
anticorpo nao foi obtida em material fixado em solugcédo de Bouin, mas houve
marcagéao evidente nos tecidos controle, fixados em solu¢do de formol a 10%.
Os artigos publicados até o momento investigando a proliferagédo celular com o
anticorpo Ki-67 no endométrio das éguas utilizaram amostras criopreservadas
ou fixadas em solugéo de formol a 10%. Por conseguinte, concluiu-se que o
fixador empregado neste estudo foi o fator limitante para o uso do referido
anticorpo, o que fez com que optassemos pela utilizagdo do anticorpo PCNA,
adequado para o objetivo e que tem demonstrado resultados satisfatérios,
inclusive no tipo de tecido que estudamos.

O endométrio, assim como todas as mucosas, consiste de
populagdes celulares que sao constantemente renovadas, o que ocorre
especialmente no epitélio luminal e glandular (LEBLOND, 1981). Neste tecido,
a proliferacao celular bem como suas alteragbes morfolégicas e fisioldgicas séo
processos hormoénio-dependentes, envolvendo o crescimento e a regressao do
tecido em padrao ciclico (MEDH & THOMPSON, 2000). A inabilidade do

endométrio para responder adequadamente aos estimulos hormonais pode
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representar uma das causas de subfertiidade das éguas, relacionada a
inflamacéo crénica ou alteragdes degenerativas (GERSTENBERG et al., 1999).

No endométrio das éguas, existem estudos que relacionam a
proliferagéo celular com a fase do ciclo estral, verificada pela imuno-marcacgéo
dos receptores hormonais de estrdgeno e progesterona (GERSTENBERG et
al., 1999; MANSOUR, 2000; ROBERTO DA COSTA et al.,, 2007) e poucos
visando relaciona-la as alteragbes morfoldgicas que ocorrem neste tecido
(SCHOON et al., 2000; HOFFMANN et al., 2009).

Este trabalho buscou observar a proliferagdo celular no
endométrio de éguas com diferentes tipos e graus de alteragcdo morfologica e
compara-la com endométrios normais.

O grande numero de células em proliferacéo no epitélio glandular
profundo observado neste trabalho coincide com a fase do ciclo estral
correspondente ao diestro (GERSTENBERG et al., 1999; MANSOUR, 2000).
GERSTENBERG et al. (1999) justifica o alto indice proliferativo neste tipo de
célula afirmando que ha necessidade do epitélio glandular proliferar antes de
secretar substancia histotréfica suficiente para nutrir o embrido, que so6 atinge o
utero no sexto dia. Esse aumento do numero de glandulas esta relacionado ao
aumento da tortuosidade das mesmas, fato ja relatado por Kenney (1978).

Contrariando trabalhos prévios (GERSTENBERG et al., 1999;
MANSOUR, 2000; ROBERTO DA COSTA et al., 2007), este estudo
demonstrou que n&o houve diferenca significativa na quantidade de células
epiteliais e estromais em proliferacdo. Talvez isso seja explicado porque, no
presente estudo, estavam incluidos tanto os endométrios saudaveis quanto
aqueles morfologicamente comprometidos nesta analise geral. Esse resultado
foi semelhante ao obtido por Mishra et al. (2008), os quais verificaram que, nas
mulheres, as porcentagens de células epiteliais e estromais em proliferagao
eram proximas tanto nos endométrios saudaveis quanto naqueles que
apresentavam inflamacao crénica. Entretanto, o objetivo destes autores né&o
era verificar essa diferenca, ndo sendo realizada avaliagao estatistica para este
tipo de dado.

As diferentes categorias de endométrio, definidas por Kenney &
Doig (1986), mostraram diferencas estatisticamente nado significativas na

proporcdo de células em atividade, mas que talvez devam ser ressaltados.
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Notou-se que, em relagdo aos endométrios saudaveis, as amostras que
apresentaram lesdes discretas e moderadas (categorias IlA e IIB) mostraram
atividade proliferativa mais intensa. Talvez isso seja explicado pela presenca
de mediadores quimicos presentes no tecido lesionado. Entretanto, os
endométrios da categoria lll, que apresentam alteragbes graves, apresentaram
menor atividade proliferativa. Considerando as definicbes de Ricketts & Alonso
(1991), as endometroses mostraram discreto aumento no indice proliferativo
em relacdo aos endométrios normais e com endometrite crénica infiltrativa, que
apresentaram indices semelhantes, diferenga essa nao significativa, mas que
pode sugerir eventos biologicos distintos. Nas glandulas fibréticas, os indices
de proliferacdo das células epiteliais e estromais foram significativamente
menores.

Observou-se que na maioria das células estudadas, houve
reducao gradativa da proliferacéo celular conforme aumentou o grau da lesao
endometrial, particularmente no epitélio glandular profundo, o qual demonstrou
diferenca significativa nos endométrios da categoria Ill em relacao a categoria .

Estudos mostram que alteragdes inflamatérias e fibroticas do
utero estdo associadas com a expressao aumentada de receptores de
estrbgeno e progesterona, o que poderia estar relacionado com o status
proliferativo alterado (HOFFMANN et al.,, 2009; MISHRA et al., 2008).
Entretanto, Hoffmann et al. (2009) notaram que em determinada alteragéo
fibrética do endométrio eqiino, definida como endometrose destrutiva baseada
nas caracteristicas degenerativas apresentadas pelo epitélio glandular, houve a
diminuicao da expressao dos receptores para os horménios sexuais. Neste tipo
de alteracéo, houve a perda da expressao dos receptores para os horménios
esterbides, e os autores identificaram o fenédmeno como desdiferenciagéo
celular. Quanto ao estroma, Hoffmann et al. (2009) constataram diminuicdo da
proliferacdo de células estromais nas endometroses inativas, nas quais este
tipo celular apresentou fenétipo de fibrécito, considerado metabolicamente
inativo. Também nestas células, o estudo constatou que houve diminuigdo dos
receptores para estrogeno e progesterona. No presente trabalho, as
endometroses ndo foram classificadas da mesma forma, mas talvez esta ma
diferenciacdo das células epiteliais, identificada por n6s como degeneragdo

glandular, ocorra nas endometrites mais graves, fato n&o relacionado no
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trabalho citado, e a desdiferenciacédo seja responsavel pelo menor indice
proliferativo nessas células. Entretanto, quando comparamos células
glandulares profundas normais e fibréticas nas amostras classificadas no
mesmo grupo, nas categorias com lesbes moderadas e graves (IIB e lll),
verificou-se que nas glandulas alteradas o epitélio mostrou maior atividade
proliferativa, o que pode ser uma resposta a agressao, representada pela
fibrose.

As células estromais localizadas na regido da fibrose
periglandular sofrem modificagbes funcionais e estruturais, ja que passam a
expressar moléculas que n&o estéo presentes no tecido normal. A presenca da
a actina de musculo liso (a-SMA) indica que a célula sofreu transformacéao para
miofibroblasto, passando a desempenhar fungbes observadas somente em
orgaos com processo fibrotico em progressao. Essas células sao responsaveis
pela liberacdo de varios mediadores quimicos, além do colageno do tipo |
(ARTHUR, 2000; WALTER et al., 2001; MASSENO, 2009). Esses mediadores
quimicos liberados, nédo sé pelos miofibroblastos, mas também por fibroblastos
presentes na reacéo fibrotica, atuam localmente (CHUJO et al., 2009), podendo
ter relagdo com a maior atividade proliferativa do epitélio glandular envolvido
por fibrose.

A promogao miofibroblastica esta relacionada ao TGF-B, cuja
isoforma TGF-31 foi observada no presente trabalho. Este fator de crescimento
€ responsavel pela proliferacao de células estromais (GARRETT et al., 2004).
Observou-se que na espécie equina que a MMP-2, presente nos endométrios
normais, esta presente também nas endometrites. Hemmann et al. (2007)
mencionaram que a MMP-2 é um fator autocrino de proliferagdo e migracao
para miofibroblastos nos figados fibréticos. Entretanto, ndo obstante fosse
verificada a presenca do TGF-1 e da MMP-2, e sabendo-se da presenca dos
miofibroblastos, houve menor proliferacdo nas células estromais presentes na
fibrose periglandular do que naquelas nao relacionadas a fibrose nas
endometrites equiinas.

Wilgus et al. (2008) relataram que a MMP-9 é responsavel pelo
aumento da expressdo de VEGF e seus receptores nos processos de
cicatrizagdo corneal e, a esse fendmeno, atribuiram o aumento da proliferagéo

celular nos queratinécitos. Allen et al. (2007) verificaram a presenca desses
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elementos no endométrio eqliino, e observaram que o VEGF esteve presente
nas células epiteliais das glandulas endometriais, além da expressdo de
receptores para este fator de crescimento (VEGF-I e VEGF-Il) no epitélio
glandular e células estromais. Talvez, nos processos inflamatérios e fibroticos
do endométrio das éguas, este tipo de interacdo MMP-9 - VEGF também esteja
favorecendo o estimulo da proliferacdo celular no epitélio das glandulas
fibréticas. Wilgus et al. (2005) citam que a expressdo dos receptores para
VEGF néao é restrita as células endoteliais, estando presente em varios tipos
celulares do utero, nas células da musculatura lisa vascular, nos pericitos e nos
neurdnios, além de neutréfilos, mondcitos e células estromais, e essa
expressao fora das células endoteliais € conhecida por estar envolvida no
processo de reparacao tecidual.

A partir dos dados obtidos com o estudo da proliferagdo celular,
observou-se que e o epitélio glandular secretor (profundo) foi a estrutura que
mais sofreu as interferéncias do processo inflamatério e degenerativo, fato
representado pela diminuicao significativa da proliferagcdo dessas células nas
endometrites mais graves, enquanto as células estromais mantiveram indices
proliferativos semelhantes. Com isso, pode-se sugerir que ha uma tendéncia a
atrofia endometrial, efeito que pode ser atribuido ao tempo de evolugdo da
doenga, ja que os processos inflamatorios relacionam-se com o processo
fibrético, e este & progressivo e irreversivel (RICKETTS & ALONSO, 1991).
Esta teoria pode ser reforcada pela verificagao da diminuigdo da quantidade de
glandulas profundas nas amostras da categoria Ill devido ao processo de
fibrose endometrial, neste estudo evidenciado pelo emprego dos métodos
histoquimicos do tricromico de Masson e Picrosirius — Polarizagcdo. KENNEY
(1978) relata que a atrofia endometrial difusa n&o relacionada a sazonalidade é
idiopatica e incomum em éguas idosas, enquanto a forma focal é causa comum
de repeticdo de cio em éguas multiparas idosas. Esta alteracdo esta
relacionada a categoria lll, do sistema de classificagdo de Kenney & Doig
(1986).

Em contrapartida a proliferacdo celular, a ocorréncia de morte
celular “natural”’, ou fisiolégica, € um evento inconspicuo nos organismos
multicelulares, ainda que prevalente (FADEEL & ORRENIUS, 2005). A morte

celular é finamente regulada, estando envolvida na formacdo dos tecidos



Discussado | 103

durante a embriogénese e no contrabalancgo da proliferagdo nos tecidos adultos
(MENDOZA-RODRIGUEZ et al., 2002; HOSAKA et al., 2005; OLIVER &
VALLETE, 2005). Nasu et al. (2009) citam que a apoptose desempenha fungéo
critica na manutencdo da homeostasia tecidual, atuando na eliminagdo do
excesso de células ou de células anémalas.

A execucédo da apoptose ocorre mediante a ativagdo consecutiva
de uma familia de enzimas conhecidas como caspases, sendo a caspase-3
considerada efetora (MENDOZA-RODRIGUEZ et al., 2009). A pesquisa de
células apoptéticas pela imuno-deteccdo da caspase-3 clivada em cortes
histolégicos vem sendo amplamente empregada nos estudos envolvendo
desenvolvimento embrionario e processos patologicos, traduzida pelos
inumeros artigos publicados nos ultimos anos.

A apoptose é o principal processo de morte celular que ocorre no
Utero (MENDOZA-RODRIGUEZ et al., 2009). Contudo, no endométrio eqiino,
até o momento raros estudos sobre o assunto foram publicados. Roberto da
Costa et al. (2007) buscaram a relagdo desse tipo de morte celular com o
processo fisioldgico do ciclo estral. Em outro trabalho, Jischa et al. (2008)
investigaram a expressao da caspase-3 durante a involug&o uterina em péneis.

No presente estudo, verificou-se que houve indice apoptdtico
significativamente maior nas células do epitélio luminal, seguido pelo epitélio
glandular, tanto superficial (ductal) quanto o profundo (secretor). As células
estromais mostraram indices apoptéticos bem reduzidos, sendo
significantemente menor na regido do estrato compacto.

Esses resultados diferem em parte dos obtidos por Roberto da
Costa et al. (2007), que observaram que as células estromais apresentaram
porcentagem de células apoptoticas significativamente maior do que as células
epiteliais. Além disso, observaram que, nas células epiteliais, houve maior
indice de apoptose nas glandulas profundas sem, no entanto, mostrar diferenca
significativa com o epitélio luminal e glandulas superficiais. No endométrio
eqlino, isso pode ser explicado por estarem incluidas nesta contagem
amostras de endométrios normais e alterados. Este fato é evidenciado quando
comparamos o0s endométrios da categoria |, que s&o considerados
fisiologicamente normais, portanto semelhantes aos estudados por Roberto da
Costa et al. (2007).
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O presente estudo, ainda que mostrando maiores indices
apoptéticos no epitélio luminal, demonstrou haver semelhanga nas contagens
de apoptose entre as células epiteliais. Van Cruchten et al. (2003) citam que
este resultado também foi encontrado em outras espécies que apresentam
estro, e que o fato de haver mais apoptose neste compartimento nao
corresponde a sugestdo de descamacao endometrial que ocorre nos humanos,
mas ndo encontram explicagcdo evidente. Entretanto, para o epitélio luminal,
este resultado n&o é atribuido somente aos endométrios saudaveis, ja que
amostras classificadas na categoria IIB mostraram indices maiores do que as
demais categorias, embora sem significAncia estatistica. Propor¢cdes
semelhantes neste tipo celular puderam ser observadas nos endométrios da
categoria | e IIB, e entre as categorias |IA e Ill, estas apresentando
porcentagens mais baixas.

De maneira geral, o epitélio luminal e glandular mostrou maiores
indices apoptoticos, o0 que mostra que séo células mais labeis, que se renovam
constantemente, fato relacionado a proliferagdo celular também alta. Com
excecdo das amostras da categoria [IB, houve menos apoptose nas
endometrites do que os endométrios sadios, enquanto que a proliferagéo
manteve-se estavel, exceto no epitélio glandular profundo. Isso mostra, como
nos processos inflamatérios ha maior liberacdo de fatores de crescimento e
outros mediadores, ha maior estimulo proliferativo e anti-apoptético, fato
descrito nas inflamagbes pulmonares, em que ha proliferacdo anormal de
células musculares lisas, fibroblastos e células epiteliais, com inibicdo da
apoptose (HASSOUN et al., 2009).

Quanto a avaliagao da apoptose nas células estromais, nossos
resultados mostraram semelhanga aos obtidos por Van Cruchten et al. (2003),
que relataram que no endométrio de cadelas o indice apoptotico das células
estromais foi muito baixo, semelhante aos estudos realizados em outras
espécies, e sugeriram que o aumento e diminuigdo estromal durante o ciclo
estral s&o causados principalmente por alteracdes na matriz extracelular, e ndo
tanto pela proliferacao e morte celular.

Pode-se observar que de maneira geral o indice de células
apoptéticas demonstrou leve decréscimo conforme aumentou o grau das

alteracbes endometriais.
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Nas gléndulas fibroticas, observou-se que as células estromais
profundas mostraram semelhancga de valores para porcentagens de apoptose
entre as diferentes categorias de endométrio. Comparando-se as células
estromais profundas com aquelas presentes na regido da fibrose periglandular,
observou-se que em todas as categorias os indices de células apoptéticas
diminuiram nas glandulas acometidas.

Masuoka et al. (2009) relatam que nos quadros de fibrose
hepatica, os corpos apoptéticos sado englobados por células estreladas
hepaticas, o que resulta na sua transformacgéo para miofibroblastos, levando ao
aumento da expressao do colageno do tipo |I. Esse mecanismo de ativacéo
miofibroblastica pode estar envolvido nas endometrites cronicas das éguas,
visto que os miofibroblastos s&do mais evidentes nas endometrites mais graves
(MASSENO, 2009), e foi observado que ha maior quantidade de células
apoptéticas no epitélio glandular associado a fibrose periglandular nos
endométrios incluidos na categoria Ill. A ativacdo continua dos miofibroblastos
esta associada ao aumento da sensibilidade local as citocinas (HOLT et al.,
2008), que pode estar associado a progressédo do processo fibrético também
no endométrio das éguas.

A diminui¢do da apoptose entre as células estromais nas areas de
fibrose periglandular pode envolver mecanismos moleculares complexos.

A diminuicdo do acumulo de miofibroblastos durante o reparo
apdés uma lesao tecidual tem sido associada a apoptose. Entretanto, em alguns
casos, o remodelamento tecidual n&o ocorre, e o tecido de granulagé&o evolui
para cicatriz hipertréfica contendo miofibroblastos e producéo inadequada de
matriz extracelular. Este processo se aplica a muitos 6rgaos, como rim, figado,
coragcéo e pulmao, apés diferentes tipos de lesdo (WALLACH-DAYAN et al.,
2007). Recentemente, tem sido demonstrado que os miofibroblastos adquirem
resisténcia ao mecanismo da apoptose induzido pelas células T através do
Fas. Além disso, os miofibroblastos promovem a auto-sobrevivéncia
expressando moléculas FasL e matando linfécitos adjacentes (HANIFFA et al.,
2009). Neste ambito, Forbes et al. (2004) citam que nas regides de fibrose
perivascular e periportal, os miofibroblastos de figados cirréticos néo

expressaram Fas, diferente das células hepaticas estreladas ativadas, o que
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sugeriu que essas células provinham de outro local, tendo a medula 6ssea
como origem.

O Fas é uma proteina relacionada a um dos receptores de morte
para o TNF-a (TNFR1). Essa via de desencadeamento da apoptose é
denominada via extrinseca (KUMAR et al., 2005). O Fas ligante — FasL - é
expresso normalmente por células T e Natural Killer efetoras, enquanto o Fas é
expresso por células alvo, tornando-as suscetiveis & apoptose (CHAVEZ-
GALAN, et al., 2009).

Talvez, esse mecanismo de perpetuacdo dos miofibroblastos no
foco fibrético esteja presente nas endometrites das éguas, o que justificaria os
menores indices apoptéticos das células estromais periglandulares, e
consequentemente a maior deposicdo do colageno do tipo | nesta regido.
Ainda, a suposicdo de que haveria uma modificacdo na expresséo de
moléculas que modificam a fungdo dos miofibroblastos, que passariam a
promover a morte de linfocitos, estaria associada a hip6tese da evolugao para
0 processo degenerativo, favorecendo o aparecimento das endometroses.
Estudos envolvendo a detecgdo de moléculas associadas aos receptores de
morte poderiam auxiliar na elucidagéo da patogénese da fibrose endometrial, e
consequentemente no desenvolvimento de farmacos que antagonizam a
expressao inadequada da apoptose.

Por outro lado, observou-se que nas glandulas fibréticas, houve
aumento do indice apoptoético nas células epiteliais das amostras incluidas na
categoria lll, com lesdes graves, o que pode sugerir que essas células podem
ser mais sensiveis as alteracées do meio. Nesta categoria, houve aumento na
quantidade de células apoptéticas no epitélio glandular associado a fibrose
periglandular, ainda que n&o estatisticamente significativo. Entretanto, nas
categorias IlIA e 1IB, notou-se que houve diminuicdo da apoptose neste tipo
celular, mais evidente na categoria IIA. Ao que parece, a relagado dos valores
das porcentagens de apoptose entre as células epiteliais de glandulas normais
e fibréticas vai se alterando conforme evolui a doengca endometrial, chegando
mesmo & inversao nos processos graves, que mostram maior numero dessas
células em apoptose.

O mecanismo para o aumento da apoptose nas glandulas

secretoras (epitélio glandular profundo) pode envolver a presenca de
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mediadores quimicos, constantemente liberados por fibroblastos e
miofibroblastos. A ativacdo de fibroblastos leva a produgdo de citocinas,
quimiocinas e prostandides como a PGE;. A perpetuacdo dos miofibroblastos
também implica na continuidade da liberagdo de citocinas e quimiocinas. A
persisténcia do infiltrado inflamatério leva ao dano tecidual e fibrose (BUCKLEY
et al., 2001; HOLT et al., 2008).

No presente estudo, considerando a intensidade da marcacgéo
imunoistoquimica para TGF-B1, ndo pode ser verificada a relacdo entre a
presenca desse fator de crescimento com a apoptose de células endometriais
por dois motivos: 1) ndo houve diferengca na expressdo imunoistoquimica para
TGF-B1 entre os graus de lesdo endometrial, e 2) ao se observar as amostras
classificadas de acordo com Ricketts & Alonso (1991), o indice apoptético foi
igual nos dois grupos de endométrios com alteragdo morfoldgica. Entretanto,
nao se pode concluir que o TGF-B1 ndo esteja relacionado as doencas
endometriais cronicas, havendo necessidade de estudos mais aprofundados, ja
que se sabe que este fator de crescimento promove a expressao de receptores
para outros fatores soluveis, influenciando na interagdo célula-matriz.
Avaliagcdes quantitativas para o fator de crescimento TGF-B1 ja foram
realizadas no endométrio equiino, na tentativa de se estabelecer a relagcédo com
os graus de fibrose, mas demonstraram resultados divergentes (CADARIO et
al., 2002; GANJAN & EVANS, 2006).

Relacionando a proliferagcao celular com a apoptose, a partir dos
dados obtidos no presente trabalho, notou-se que a renovagao celular ficou
comprometida conforme aumentou o grau da lesdo endometrial. Essa € mais
uma evidéncia de que o tempo parece influenciar de maneira contundente na
evolucdo das endometrites para a atrofia do endométrio na espécie equina.
Isso indica que conforme a lesdo endometrial se agrava, a estagnacao tissular
ocorre de forma insidiosa, o que define o carater crénico da fibrose
endometrial.

O estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na fibrogénese
possibilita o conhecimento dos fatores envolvidos com a produgéo da matriz
extracelular e de como inibi-los. Este trabalho procurou contribuir nesse

sentido, buscando a correlacdo entre um fator de crescimento, enzimas
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colagenoliticas e a renovacéao celular nos diferentes graus de endometrite na
espécie equina.

No presente estudo o método imunoistoquimico mostrou-se
adequado para a determinacdo da expressdo e localizacdao dos fatores
estudados, além de permitir a quantificacado da proliferagdo celular e apoptose
nos endométrios das éguas, e a comparacdo com o grau de fibrose
periglandular, utilizando-se programa computacional de analise de imagem
associada a técnica histoquimica.

Novos estudos sao necessarios para que se amplie o
conhecimento sobre o processo fibrético que ocorre no endométrio das éguas.
A fibrose pode se desenvolver a partir da inflamacgéo ou pode ocorrer de forma
independente, total ou parcialmente, tendo a inflamagé&o somente como gatilho.
A partir do momento em que a causa estiver determinada, havera melhores
condigbes para se estabelecer uma intervencao terapéutica anti-inflamatéria,
tendo como alvo o sistema imune, ou entdo as células ou os produtos da
linhagem mesenquimal (RIEDER & FIOCCHI, 2008).

Além da inibicdo da produc¢ao da matriz extracelular, a indugao da
apoptose tem sido alvo das terapias antifibréticas. (FUJIWARA et al., 2005;
FRIEDMAN, 2008; LIN et al., 2008).

O conhecimento das inter-relagdes que ocorrem entre as células,
a matriz extracelular e seus sinalizadores fornecem subsidios para que se
possa interferir de forma precisa no processo fibrotico do endométrio das
éguas, o0 que podera interromper a evolugdo ou mesmo reverter os fenbmenos

que comprometem a fungao uterina.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo permitiram concluir que:

v' O fator de crescimento TGF-B1 foi expressado por células inflamatérias
e estromais, porém o seu grau de expressao nao foi relacionado ao grau
ou ao tipo de alteracado morfolégica predominante, ou a expressao maior
ou menor das metaloproteinases 2 e 9, nem aos indices de proliferacao

celular e apoptaoticos.

v" MMP-2 apresentou intensidade de expressdo imunoistoquimica
significativamente maior nas células do epitélio glandular nas
endometrites da categoria lll e na parede vascular dos endométrios da

categoria |.

v MMP-9 apresentou intensidade de expressdo imunoistoquimica
significativamente menor na parede vascular das bi6psias da categoria
[IB.

v Nao houve relagdo na expressao imunoistoquimica de MMP-2 e MMP-9

com o tipo de endometrite.

v" Nao houve relagdo entre a expressdo imunoistoquimica das
metaloproteinases 2 e 9 e os indices de proliferacdo celular e

apoptoticos.

v" Nao houve diferenca nos indices gerais de proliferagcdo celular e
apoptéticos entre as diferentes categorias de lesdo endometrial

consideradas neste estudo.

v As células estromais associadas a fibrose periglandular mostraram
indices proliferativos significativamente menores do que as células

estromais ndo associadas a fibrose;
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v' O epitélio glandular mostrou indices menores de proliferagcéo celular nas

endometrites graves.

v Em geral, os indices apoptéticos foram significativamente maiores nas

células epiteliais e significativamente menores nas células estromais.

v Os indices apoptéticos do epitélio glandular associado a fibrose

periglandular foram significativamente maiores nas endometrites graves.
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos avaliar por método imunoistoquimico a
expressdo e distribuicdo das metaloproteinases 2 e 9 em amostras de endométrio eqiiino.
Foram utilizadas para este estudo 60 bidpsias endometriais de éguas classificadas
conforme Kenney e Doig (1986) e Ricketts e Alonso (1991). A MMP-2 foi observada
na parede vascular, células estromais e epitélio glandular, e imuno-reatividade mais
intensa foi obtida nas células do epitélio glandular nas endometrites da categoria III e
parede vascular nos endométrios da categoria I. A marcagdo imunoistoquimica para
MMP-9 mostrou-se difusa pelo endométrio e foi observada no epitélio luminal e
glandular, regido da parede vascular, células estromais, endoteliais e do infiltrado
inflamatério. Houve diminuicdo da marcagdo imunoistoquimica na regido da parede
vascular conforme aumentou o grau das lesdes endometriais concomitante a diminui¢do
da intensidade da reacdo. Ndo houve relagdo na expressdo imunoistoquimica das
metaloproteinases estudadas com o tipo de endometrite.

Palavras-chave: eqiiino, endométrio, inflamagao, fibrose, metaloproteinase.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the expression and distribution of matrix
metalloproteinases 2 and 9 in normal equine endometrium by means of
immunohistochemistry method. Sixty endometrial biopsies classified according to

Kenney and Doig (1986) and Ricketts and Alonso (1991) were utilized. Expression of
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MMP-2 was observed in vascular wall, stromal cells and glandular epithelium, and
greater immune-reaction was seen glandular epithelium of category III endometritis and
vascular wall of category I endometrium. MMP-9 immune-reaction was diffuse and was
seen in luminal and glandular epithelium, vascular wall region and stromal, endotelium
and inflammatory cells. It was decreased marking in vascular wall region as increased
degree of endometrial injury, as well as reducing intensity of reaction in this
compartment. There was no relation in immunohistochemistry expression of
metalloproteinases with the type of endometritis.
Keywords: equine, endometrium, inflammation, fibrosis, metalloproteinases.
INTRODUCAO
A investigacdo histopatologica do endométrio tem demonstrado importancia diagndstica
e prognostica, tornando a bidpsia o método mais preciso para a avaliacdo da situacdo
morfofuncional do endométrio (Doig et al., 1981; Schoon e Schoon, 2003).
Kenney (1978) propds um sistema de classificagdo das endometrites, posteriormente
modificado por Kenney e Doig (1986). Outras classificagcdes também sao utilizadas,
como a descrita por Ricketts e Alonso (1991), que procura separar entidades distintas de
acordo com o padrido morfoldgico da doenga.
Na fibrose periglandular do endométrio as células estromais secretam componentes da
matriz extracelular e fibronectina, contribuindo para o acumulo da matriz nesta regido
(Hoffmann et al., 2009). Alteracdes fisioldgicas ou patologicas na matriz extracelular
resultam no desequilibrio da degradagdo e sintese dos componentes da matriz (Arthur,
2000). As metaloproteinases (MMPs) participam dos processos fisiologicos de
remodelamento tecidual e também estdo associadas a condi¢des patoldgicas (Zhang e
Salamonsen, 2002).
Nos processos patologicos progressivos, como a fibrose hepdtica, ha excesso de
deposicdo de proteinas da matriz no espago extracelular, e isso deve-se a regulacdo da
sintese e degradacdo de matriz. Nestas lesdes, ocorre deposi¢ao de colagenos tipo I e III,
relativamente resistentes a atividade das proteases (Arthur, 2000).
No endométrio das éguas, Walter et al. (2005) verificaram a expressio de MMP-2 na
endometrose. Esses autores relataram que essa enzima estd associada a glandulas
dilatadas e fibroticas e sugeriram que sua presencga esta relacionada as alteragdes da

homeostasia da matriz extracelular nas regides fibréticas.
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A patogénese da fibrose endometrial eqiiina ainda permanece obscura. Investigagdes a
respeito da participagdo das metaloproteinases neste tipo de processo ainda sdo
escassos, principalmente no que tange aos sitios onde essas proteinas podem ser
observadas. O objetivo deste trabalho foi verificar a preseng¢a das enzimas MMP-2 e
MMP-9 no endométrio das éguas que apresentam diferentes graus de lesdo e
apresentacdo morfologica.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal,
sendo aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal (protocolo 02/2007).
As biopsias uterinas foram obtidas de 60 éguas provenientes da rotina do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia — UNESP, Botucatu.
Todas as amostras foram fixadas em Bouin e incluidas em parafina. Cortes com trés
micrometros de espessura foram obtidos e corados pelos métodos da hematoxilina-
eosina e tricromico de Masson.
Foram empregadas as classificagdes histopatologicas descritas por Kenney e Doig
(1986) e Ricketts e Alonso (1991) para as endometrites cronicas. A primeira foi
utilizada para a associagdo do grau de lesdo endometrial com a expressdo das enzimas
MMP-2 ¢ MMP-9, e a segunda, para a associagdo com apresentagdo morfoldgica da
doenca endometrial, classificando-as como endometrites cronicas infiltrativas ou
endometroses.
Para realizacdo da técnica imunoistoquimica, os cortes histoloégicos foram posicionados
sobre laminas silanizadas. Para o bloqueio da peroxidase endogena utilizou-se solucéo
de peréxido de hidrogénio a 30% em metanol para o anticorpo MMP-9 e solugdo de
peroxido de hidrogénio a 3% para o anticorpo MMP-2. A recuperagdo antigénica foi
executada em solucdo de acido citrico a 10 mM, pH 6,0, no forno de microondas. Os
cortes foram lavados em dgua destilada e imersos em tampao TRIS pH 7,4. Com a
finalidade de evitar reagdes inespecificas com proteinas teciduais, o material foi imerso
em solucdo de leite em p6 desnatado a 3% em tampao TRIS. Os anticorpos primarios
empregados foram MMP-2, na diluicdo 1:200 (clone 42-5D11, Research Diagnostics
Inc. - RDI) e MMP-9, na dilui¢do 1:100 (policlonal, Santa Cruz Biotechnology). A
incubacdo com os anticorpos primarios foi realizada por 18 horas a 4°C. No dia

seguinte, os cortes foram lavados com tampdo TRIS e submetidos a reagdo com
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anticorpo secundario biotinilado. Sucedeu-se a lavagem do material com TRIS e as
laminas foram incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase (VECTASTAIN
Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Inc.), preparado conforme recomenda¢des do
fabricante. Para visualiza¢do da reag@o, os cortes foram tratados com solugdo de
3,3’diaminobenzidina (Liquid DAB DakoCytomation). A contra-coloragdo foi realizada
com hematoxilina de Harris. A avaliagdo descritiva para a imuno-reatividade foi
realizada considerando-se os tipos celulares positivos — epitélio luminal, epitélio
glandular, célula estromal, célula endotelial, células inflamatdrias e parede vascular. A
freqliéncia e a intensidade da marcacdo foi avaliada como discreta, moderada ou
acentuada.

RESULTADOS
Quando foi empregada a classificagdio de Kenney e Doig (1986), 13 éguas foram
incluidas na categoria I (23,33%), 17 na categoria IIA (26,67%), 15 na categoria 1B
(25%) e 15 na categoria III (25%). Ao ser aplicada a classificagdo de Ricketts e Alonso
(1991), 13 biopsias foram consideradas sem alteracdes histopatologicas dignas de nota,
e corresponderam a categoria I da classificacdo anterior, 35 casos foram classificados
como endometrite cronica infiltrativa e 12 foram classificados como endometrose.
A marcagdo imunoistoquimica para MMP-2 (Fig.1) foi observada nas células estromais
do estrato compacto, sobretudo nas bidpsias de endométrio saudavel. Essas células
também mostraram reatividade ao redor das glandulas fibroticas e/ou dilatadas, nas
quais o epitélio também mostrou intensa reagdo positiva para esse anticorpo. No
entanto, a marca¢do positiva nas células do epitélio glandular ndo foi limitada as
glandulas com esse tipo de alteracdo fibrética. A regido da parede vascular, excluindo-
se o endotélio, mostrou intensa marcagdo para MMP-2, principalmente na regido mais
profunda do estrato esponjoso.
Nos endométrios saudéaveis a regido da parede vascular e as células estromais foram as
estruturas que mostraram marcacdo em maior numero de bidpsias, seguidas pelo
epitélio glandular. Entretanto, foram as células estromais que apresentaram maior
freqliéncia de células positivas. Nas glandulas endometriais, a reagdo ocorreu de forma
esparsa e discreta. Neste grupo, a menor quantidade de células positivas foi observada

no epitélio luminal.
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Nas amostras incluidas na categoria IIA, as estruturas que demonstraram marcagao em
maior numero de amostras foram as células estromais, mas com freqii€ncia discreta. As
células do epitélio luminal e do epitélio glandular apresentaram imuno-reatividade
expressiva para MMP-2.

Na categoria IIB, entre as estruturas analisadas, a marcagdo positiva para MMP-2 foi
mais freqiiente no epitélio glandular, parede vascular e células estromais. O grau de
expressdo variou de discreto a acentuado.

Na categoria III, o epitélio glandular e a parede vascular foram as estruturas que
demonstraram imuno-reatividade para MMP-2 em maior niumero de amostras, seguidas
pelas células estromais. Quanto a intensidade da marca¢do, comparando as diferentes
categorias de endométrio, o epitélio glandular mostrou aumento da intensidade da
expressdo de MMP-2 conforme aumentou o grau de lesdo. A parede vascular mostrou
reacdo moderada na categoria I, negativa na maior parte das amostras da categoria IIA,
e imuno-reatividade discreta nas categorias IIB e III. Entre as células estromais, as
categorias I, IIB e III apresentaram reagdo de intensidade moderada, e na categoria IIA,
a intensidade caracterizou-se por ser discreta.

Comparando-se as diferentes estruturas dentro de cada grupo, pode-se observar que nos
endométrios saudaveis, as estruturas que apresentaram maior intensidade de marcacio
imunoistoquimica para a enzima MMP-2 foram parede vascular e células estromais. O
epitélio glandular mostrou intensidade discreta. Na maior parte das biopsias, ndo houve
reacdo positiva para o epitélio luminal ou esta foi discreta. As amostras da categoria IIA
mostraram marcagdo intensa no epitélio luminal, moderada no epitélio glandular e
discreta nas células estromais. Intensidade de expressdo maior da MMP-2 foi verificada
somente nas células do epitélio luminal e do epitélio glandular em relagdo as células
endoteliais, inflamatorias e parede vascular. Na categoria 1B, houve maior intensidade
da marcacdo no epitélio glandular e nas células estromais. Células estromais
apresentaram marcag¢do positiva discreta. Entre as amostras da categoria III, verificou-se
que o epitélio glandular foi a estrutura que apresentou maior intensidade de marcagéo,
seguido pelas células estromais e parede vascular, de forma gradativamente menor.

As endometrites cronicas infiltrativas mostraram imuno-reatividade positiva para MMP-
2 em 94,12% das amostras. Neste grupo, o epitélio glandular foi a estrutura que marcou

positivamente na maior parte das amostras, seguido pela parede vascular, células
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estromais, e epitélio luminal, diminuindo gradativamente. Foi também o epitélio
glandular o elemento expressado com maior freqiiéncia nas amostras, seguidas pelas
células estromais.

Nas endometroses, 91,67% das amostras foram imuno-reativas para MMP-2. A
freqiiéncia de amostras com marcagdo positiva para este anticorpo foi expressivamente
maior nas células estromais, seguidas pela parede vascular, epitélio glandular e epitélio
luminal. Foram as células estromais que também demonstraram positividade com maior
freqiiéncia, mas esta foi varidvel entre as amostras. A freqiiéncia da positividade nas
células estromais foi sucedida pela do epitélio glandular, da parede vascular e
finalmente pelo epitélio luminal.

Quanto a intensidade da imuno-reatividade para MMP-2, observou-se que o epitélio
glandular mostrou maior expressdo nas endometrites cronicas infiltrativas. Na parede
vascular esta caracteristica foi observada nos endométrios higidos; nas células
estromais, foi maior nos endométrios higidos e nas endometroses. Notou-se que a
intensidade da marcagdo para MMP-2 no epitélio luminal foi maior nas endometroses,
j& que nos demais grupos, grande parte dessas células ndo demonstrou positividade.
Considerando a intensidade da expressio de MMP-2 entre as diferentes estruturas
dentro de cada grupo classificado conforme Ricketts e Alonso (1991), verificou-se que
nas endometrites cronicas infiltrativas o epitélio glandular, apresentou maior
intensidade da reacdo imunoistoquimica. Notou-se expressdo discreta na parede
vascular e células estromais. J& nas endometroses, as células que apresentaram maior
grau de expressdo foram as do estroma, seguidas pelo epitélio glandular, epitélio
luminal e parede vascular.

A expressao de MMP-9 (Fig.2) foi constatada em todas as amostras de endométrio
eqiiino. A marcagdo imunoistoquimica para este anticorpo Foi difusa por todo o
endométrio. Todos os elementos considerados neste estudo apresentaram imuno-
reatividade em intensidade predominantemente acentuada.

Nos endométrios saudaveis, foi observada marcacdo positiva para MMP-9 no epitélio
glandular e nas células estromais em todas as amostras estudadas. Células inflamatdrias
mononucleares e epitélio glandular expressaram MMP-9 em 92,3% dos casos. A regido
da parede vascular foi positiva em 84,61% e o epitélio luminal em 76,92%. As células

que marcaram positivamente com maior freqiiéncia nas biopsias foram as do epitélio
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glandular, seguidas pelas células estromais, células inflamatérias e células endoteliais.
As células do epitélio luminal mostraram freqiiéncia variavel. Quanto a intensidade da
reagdo imunoistoquimica para MMP-9, as células endoteliais, inflamatérias e estromais
apresentaram grau maior, mostrando-se acentuado, enquanto que o epitélio glandular e a
parede vascular mostraram intensidade moderada.

Na categoria IIA, células do epitélio glandular, do endotélio, parede vascular e do
estroma mostraram imuno-reatividade para MMP-9 em todas as amostras estudadas.
Marcacéo positiva no epitélio luminal e células inflamatdrias foi observada em 93,75%
dos casos. Os elementos marcados com maior freqiiéncia nas bidpsias foram o epitélio
glandular e as células inflamatdrias, seguidos pelas células endoteliais.

Na categoria 1IB o epitélio glandular, as células endoteliais e as estromais foram
positivas em todas as amostras estudadas. As células inflamatorias e o epitélio luminal
mostraram imuno-reatividade em 86,67% dos casos, enquanto a regido da parede
vascular demonstrou rea¢do positiva em 60% dos animais. As estruturas positivas
observadas com maior freqiiéncia nesta categoria foram as células do epitélio glandular.
Na categoria III, epitélio glandular, células endoteliais e estromais positivas para MMP-
9 foram observadas em todas as amostras. Epitélio luminal, células inflamatdrias e
parede vascular mostraram imuno-reatividade em 93,33%, 80% e 73,33% dos casos,
respectivamente. As estruturas que expressaram essa enzima mais freqiientemente
foram as células endoteliais, seguidas pelo epitélio luminal.

Quando comparadas as freqii€ncias dos diferentes elementos marcados para MMP-9
entre as categorias de endométrio, nas células do epitélio glandular, do endotélio
vascular e as do infiltrado inflamatdrio ndo houve modificacdes evidentes. No epitélio
luminal e na regido da parede vascular observou-se que houve diminui¢do do niamero de
células que demonstraram positividade conforme aumentou o grau de lesdo. Ja nas
células estromais, houve uma diminuicdo gradativa discreta na quantidade de células
positivas entre os endométrios saudaveis e aqueles com lesdes discretas e
intermedidrias, enquanto que amostras da categoria III apresentaram maior quantidade
de células que expressaram a enzima, mas ainda em menor numero do que os da
categoria 1.

Ao se observar a intensidade da rea¢do imunoistoquimica para a enzima MMP-9, ao se

comparar cada estrutura nas categorias diversas, observou-se que a parede vascular
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demonstrou imuno-reatividade menor na categoria IIB quando comparada a categoria
ITA. O epitélio luminal e as células endoteliais sempre expressaram intensidade
acentuada; ja o epitélio glandular mostrou intensidade moderada em todas as categorias.
Considerando as células inflamatérias, houve diminuicdo da intensidade nas
endometrites mais graves, incluidas na categoria IIl. J4 nas células estromais, este fato
foi observado nos endométrios da categoria IIB. Ao se comparar os elementos dentro de
cada categoria, observou-se que na categoria IIA a reatividade foi menor no epitélio
glandular. Nas categorias IIB e III os elementos expressos com maior intensidade foram
o epitélio luminal, as células endoteliais e as inflamatorias.

Nas endometrites cronicas infiltrativas todas as amostras apresentaram imuno-
reatividade para MMP-9 em todas as estruturas estudadas, com exce¢do da parede
vascular, que expressou esta enzima em 78,79% dos casos. O epitélio glandular foi a
estrutura que demonstrou maior freqiiéncia de células positivas, seguido das células
endoteliais.

Nas endometroses, houve imuno-reatividade para MMP-9 em todas as amostras no
epitélio luminal, epitélio glandular, células endoteliais e células estromais. O epitélio
glandular apresentou maior freqiiéncia de células positivas, seguido pelas células
endoteliais, células do infiltrado inflamatorio e células estromais.

Quando comparados os diferentes elementos estudados entre os endométrios higidos,
com endometrite cronica infiltrativa e endometrose, ndo foram evidenciadas
modificagdes na freqiiéncia de células positivas no epitélio luminal e células endoteliais.
Embora no epitélio glandular houvesse predomindncia da expressdo de MMP-9 em
quantidade acentuada nos trés grupos, notou-se que houve menor nimero de amostras
apresentando essa caracteristica nos grupos acometidos por alteragdes de ordem
inflamatéria ou degenerativa, fato também observado nas células estromais. O epitélio
glandular do grupo higido expressou a enzima de forma acentuada em 92,3% das
amostras; o que ocorreu em 81% das endometrites cronicas infiltrativas e em 75% das
endometroses. Ja nas células estromais, ndo houve diferenca entre os grupos com lesdes
inflamatorias ou degenerativas, mas o numero de células que expressaram MMP-9 nos
dois grupos foi discretamente menor do que no grupo higido. Considerando a parede
vascular, as endometroses demonstraram menor freqiiéncia da marcagdo para MMP-9

do que os endométrios higidos e nos que prevaleceram as alteragdes inflamatorias.
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DISCUSSAO

As metaloproteinases sdo as principais enzimas que degradam componentes estruturais
da matriz extracelular. Além disso, protedlise promovida pelas MMPs pode gerar
espacos para a migracdo celular, produzir fragmentos de especificidade substrato-
clivagem com atividade biologica independente, regular a arquitetura tecidual por seus
efeitos na matriz extracelular e jungdes intercelulares, além de ativar, desativar ou
modificar a atividade de moléculas sinalizadoras, direta ou indiretamente (Page-McCaw
et al., 2007).

Nas biopsias endometriais, pode-se verificar uma tendéncia na diminui¢do do numero
de amostras expressando MMP-2 nos endométrios com alteracdes histopatologicas,
estando entre as endometroses o menor percentual de bidpsias expressando esta enzima.
Ao se observar a intensidade da reagdo imunoistoquimica, verificou-se que também
houve uma tendéncia na diminui¢cdo da positividade nas estruturas pesquisadas em
relacdo aos endométrios saudaveis, exceto no epitélio glandular, que apresentou
aumento da marcacdo positiva nos casos de endometrite, sendo maior na categoria III.
Pode-se considerar que o aumento da MMP-2 no epitélio glandular esteja relacionado a
diminui¢do da enzima nos demais compartimentos estudados, mecanismo associado a
tentativa do tecido manter os niveis de expressdo estaveis. Talvez, esses dados possam
estar relacionados ao progndstico do endométrio, principalmente quando considerado o
tipo de enfermidade presente, ou seja, naqueles casos em que ha predominio da reagdo
fibrotica, havendo menor quantidade de MMP-2, entende-se que a atividade
colagenolitica estaria ocorrendo em menor escala, no que tange a esta enzima.

O aumento na expressdo da MMP-2 pelas células epiteliais foi observado anteriormente
(Porto, 2006), quando foi sugerido que esse fendmeno pode estar relacionado a
modificagdo da secrecdo glandular no endométrio das éguas. Um dado interessante
verificado por Masseno (2009) foi presenga mais evidente de miofibroblastos nas lesdes
endometriais mais graves. Ainda, o presente estudo demonstrou que células estromais
periglandulares positivas para MMP-2 foram observadas, sobretudo nas glandulas
dilatadas e fibroticas, corroborando os resultados de Walter et al. (2005). Sabe-se que
uma das fontes da metaloproteinase 2 é o miofibroblasto, que na fibrose hepatica,
sintetiza essa gelatinase na presenca de coldgeno do tipo I (Arthur, 2000). Os

miofibroblastos presentes nas endometroses das éguas podem estar relacionados com a
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estimulagdo da producdo da matriz extracelular e sua degradagdo, ja que sdo aptos a
produzir citocinas (Walter et al., 2001).

As endometrites apresentam maior de deposi¢do do coldgeno do tipo I (Evans et al.,
1998). Assim, Masseno (2009) deduziu que a indugdo da producdo de MMP-2 pelos
miofibroblastos possa ocorrer por mecanismo semelhante aquele relacionado a fibrose
hepatica. Sabe-se que a MMP-2 ¢é considerada um fator autdcrino de proliferagcdo e
migracdo para os miofibroblastos, e além do estimulo promovido pelo TGF-B1, radicais
livres de oxigénio presentes nas doencas hepaticas cronicas levam ao aumento da
expressdo da enzima. A hiper-expressdo continua de MMP-2 nos miofibroblastos de
figados fibroticos com suas seqiielas na proliferagdo e migracdo deste tipo de célula
podem estimular a progressdo da fibrose (Hemman et al., 2007). Além de degradar as
gelatinas, a MMP-2 também pode atuar como colagenase por possuir repeticdes em sua
estrutura semelhantes a fibronectina, o que faz com que apresente afinidade pelo
colageno fibrilar (Page-McCaw et al., 2007).

A regido da parede vascular mostrou intensa marcagdo para MMP-2, mas foi ausente
nas células endoteliais. Porto (2006) cita que a MMP-2 tem papel preponderante na
angiogénese, € que essa marcagdo pode estar relacionada a presenca dos pericitos, fonte
de varios mediadores quimicos.

O aumento da atividade da MMP-2 ja foi associado com a fibrose intersticial durante o
remodelamento cardiaco. Entretanto, estudos ja observaram que o aumento da atividade
da MMP-2 foi acompanhado pelo aumento da fibrose cardiaca, o qual se deve
provavelmente a protedlise direta dos componentes da matriz do miocérdio, facilitando
assim uma resposta pro-fibrética (Matsusaka et al., 2006).

A MMP-2 ja foi encontrada na sua forma inativa em figados saudaveis (Zhou et al.
2004), mas Hemmann et al. (2007) citam que no figado normal o RNAm e a proé-
proteina de MMP-2 sdo dificilmente encontrados, e que quando induzida a fibrose, ha
um aumento na expressdo desse RNAm. Entretanto, a metodologia empregada no
presente estudo ndo ¢ adequada para verificagdo de atividade enzimatica. Outros estudos
nesse sentido sdo necessarios. Uma técnica interessante para se investigar a atividade
dessa enzima no utero das éguas é a zimografia in sifu em material submetido a

congelagdo.
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Hemmann et al. (2007) relatam que a MMP-9 por si ndo exibe atividade contra o
colageno do tipo I, predominante na fibrose, mas desde que a expressdo desta enzima
esta intensamente aumentada desde o inicio da fibrélise, admite-se seu envolvimento
indireto no processo litico do coladgeno.

Os resultados da andlise da expressdo imunoistoquimica da MMP-9 demonstraram que
todas as amostras foram positivas para esta gelatinase. Em todos os grupos,
independente da classificagdo empregada, houve positividade nas células endoteliais e
estromais, sempre em grande propor¢ao.

Nas doencas inflamatérias intestinais do homem ja foi verificado o aumento da
expressao de metaloproteinases, entre elas a 2 e a 9, embora a MMP-9 também tenha
sido identificada na mucosa intestinal ndo inflamada. Esse efeito deve-se a atividade
leucocitaria, sobretudo pela acdo da mieloperoxidase liberada por essas células (Meijer
et al., 2007).

Sabe-se que a MMP-9 esta relacionada ao remodelamento vascular, e esse fendmeno
esta ligado ao fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). A MMP-9 promove a
mobilizacdo do VEGF da matriz extracelular, tornando-o apto a ligar-se ao seu receptor
(Page-McCaw et al., 2007). Entretanto, o presente estudo revelou que houve redugio da
positividade na regido da parede vascular para MMP-9 nas endometrites mais graves, o
que pode estar correlacionado ao prognostico menos favoravel. Talvez isso ndo tenha
sido evidenciado nas endometroses porque as amostras foram classificadas segundo as
alteracdes predominantes, ou seja, ainda que houvesse infiltrado inflamatério
mononuclear proeminente dentre as amostras do grupo das endometrites cronicas
infiltrativas, este poderia estar associado a fibrose periglandular em diferentes graus.
Essa diminui¢do na positividade da parede vascular poderia ter relagdo com o
comprometimento da angiogénese, o que levaria ao maior acimulo de tecido fibroso,
menos sensivel a diminuicdo da vascularizagdo. Talvez, o aumento da expressdo de
MMP-2 na regido da parede vascular seja um mecanismo compensatdrio a diminui¢@o
da MMP-9, ja que ambas as enzimas pertencem ao mesmo grupo de metaloproteinases.
Para confirmacao desta hipotese, sdo necessarios estudos que verifiquem a concentracio
das enzimas ativas neste tipo de alteragdo endometrial. Isto poderia estar relacionado
com o que observou Nunes (2006), ao verificar que nas endometrites cronicas mais

graves ha maior grau de fibroelastose.
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A presenca de imuno-marcacao positiva da MMP-9 nas células epiteliais e inflamatorias
ja foi verificada em outras espécies. Neste trabalho ndo pode ser atribuida uma fungao
especifica a MMP-9 nesta localizagdo, pois foi amplamente expresso em todos os tipos
de endométrio eqiiino pesquisados. Ja entre as células inflamatorias, ha relatos de que
macrofagos e células T s@o responsaveis pela producdo de MMP-9 nos processos
inflamatdrios (Abraham et al., 2005; Bergin et al., 2005). Abraham et al. (2005) citam
que a atividade migratéria das células T helper é dependente da atividade de
metaloproteinases, sobretudo de MMP-2 e MMP-9, por serem capazes de clivar os
componentes da membrana basal vascular. Nguyen et al. (2005) relatam que a
infiltracdo e diferenciacdo dos monocitos nos tecidos lesionados ¢ dependente de MMP-
9. Esse dado pode explicar o resultado obtido por Nunes (2003), que ndo verificou
aumento significativo do ntimero de macréfagos nas endometrites. Entretanto, nos
endométrios das éguas, somente a MMP-9, ¢ nio a MMP-2, demonstrou imuno-
reatividade nas células inflamatorias, e talvez possa estar correlacionada a esse tipo de
funcdo. Ainda assim, nas endometroses observou-se que houve diminui¢do da
intensidade da imuno-reatividade para MMP-9. Talvez nas endometroses, onde as
células inflamatdrias expressando menos MMP-9, haja o comprometimento da atividade
migratdria dos linfocitos e monocitos, € por isso eles ndo infiltrem o tecido lesionado.

Outros fatores podem estar associados a liberagdo de MMP-9. A presenga do fator de
necrose tumoral o (TNF-o) estd relacionada a progressdo das hepatites, e induz a
producdo de MMP-9, o qual tem relevancia na evolugdo da lesdo hepatica (Migita et al.,
2006). A modulagdo da expressdo da MMP-9 também estd relacionada ao TGF-f, o
qual exerce a supressdo dessa enzima via TNF-a, fun¢@o atribuida aos mondcitos e
macrofagos (Ogawa et al., 2004). Nas doencas intestinais inflamatdrias cronicas do
homem, além do TNF-a, outras citocinas, como a interleucina 1B (IL-1pB) e o interferon
v (IFN-y) podem induzir a sintese de MMP-9 (Meijer et al., 2007). Logo, estudos que
buscam investigar a presenga de outros mediadores quimicos nas endometrites cronicas
das éguas podem colaborar para a compreensdo dos dados obtidos neste trabalho, ja que
a expressdo e a localizagdo da MMP-9 foram definidas. Neste sentido, Ra e Parks
(2007) mencionam que a compartimentalizacdo - onde ¢ como a MMP ¢ liberada e
mantida no ambiente pericelular - é importante, regulando a especificidade da protedlise

e a afinidade da interagdo com o substrato. Os mesmos autores afirmam ainda que essa
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informacdo ¢ importante pelo fato de que as células ndo liberam proteases
indiscriminadamente, ja que se encontram ancoradas a membrana celular, resultando na
manuten¢do da alta concentragdo enzimadtica local e marcando sua agdo catalitica em
substratos especificos.
Frente aos dados encontrados na literatura, parece que a MMP-2 tem sua fung¢ao voltada
principalmente para os processos fibrogénicos e a MMP-9 relaciona-se sobretudo com
as reagdes inflamatdrias. Neste trabalho, talvez a relagdo da MMP-9 mais evidente nos
processos inflamatdrios tenha sido demonstrada pela imuno-marcagdo positiva nas
células inflamatorias, o que ndo foi verificado para a MMP-2, enquanto que a relagdo
mais estreita da MMP-2 com o processo fibrotico no utero das éguas talvez possa ser
sugerida pelo aumento da expressdo dessa enzima nas glandulas endometriais.
A desestabilizagdo tecidual pela atividade proteolitica pode levar a liberagdo de fatores
de crescimento ancorados a matriz extracelular e presentes na superficie celular, com a
formag¢do de novas moléculas bioativas. Talvez, considerando este aspecto, seja
interessante a identificacdo da atividade enzimatica das metaloproteinases além da inter-
relacdo com outros mediadores quimicos, ja que este estudo demonstrou a presenca ¢ a
localizagdo das metaloproteinases 2 e 9, buscando sua relagdo com os diferentes
processos nos diversos graus de lesdo presentes no endométrio eqiiino.
O conhecimento das inter-relagdes que ocorrem entre as células, a matriz extracelular e
seus sinalizadores fornecem subsidios para que se possa interferir de forma precisa no
processo fibrético do endométrio das éguas, o que poderd interromper a evolucdo ou
mesmo reverter os fendmenos que comprometem a fung@o uterina.
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EXPRESSAO DE MMP-2 E MMP-9 NAS ENDOMETRITES CRONICAS DAS
EGUAS
[Expression of MMP-2 and MMP-9 in chronic endometritis of mares]
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Legendas das Figuras

Figura 1. Endométrio equino — categoria III. Endometrite cronica infiltrativa. Marcagao
imunoistoquimica para MMP-2. Imuno-reatividade intensa e frequente nas células
epiteliais glandulares dilatadas, associadas a fibrose glandular. Presen¢a de marcacéo
heterogénea em algumas glandulas. Objetiva: 10x.

Figura 2. Endométrio equino — categoria III. Endometrite cronica infiltrativa. Marcagao
imunoistoquimica para MMP-9. Imuno-reatividade difusa. Reacdo de intensidade
acentuada no epitélio glandular, célula inflamatéria (seta) e células estromais
superficiais (asterisco). Epitélio luminal com positividade segmentar. Objetiva: 40x.
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