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RESUMO

MASSENO, A.P.B. Avaliacédo da fibrose endometrial e dos miofibroblastos nas
endometroses ativa e inativa das éguas. 2012. 110p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2012.

A endometrite é a principal causa de reducdo da fertiidade em éguas. Nas
endometroses, glandulas dilatadas e repletas de secrecdo e restos celulares sdo
observadas com frequéncia no endométrio equino, assim como glandulas né&o
dilatadas que mostram acentuada reacéao fibrotica. Este estudo teve como objetivo
avaliar a fibrose endometrial das éguas considerando as caracteristicas
histomorfologica, histoquimica e imunoistoquimica da endometrose ativa,
endometrose inativa, endometrose inativa destrutiva e endometrose ativa destrutiva,
procurando esclarecer a participacdo dos miofibroblastos nestes processos que
podem influenciar a progressdo da doenca. No presente trabalho pode-se constatar
gue o arranjo das fibras colagenas e suas caracteristicas, esta relacionado com o
tipo de evolucdo do processo e, eventualmente, com a sua possivel origem. O
processo de endometrose mostra variagdbes morfolégicas que permitem diferenciar
subtipos definidos. O picrosirius red demonstrou que nas endometroses ativa e ativa
destrutiva o tipo de colageno predominante é o que possui arranjo reticular, menos
denso, enquanto que nas endometroses inativa e inativa destrutiva o predominio foi
de um colageno mais denso. O colageno de arranjo reticular predomina nas lesdes
fibréticas nas endometroses ativa e ativa destrutiva.O colageno denso predomina
nas lesbes fibréticas das endometroses inativa e inativa destrutivas. As lesdes
fibréticas vasculares mais graves acompanham as endometroses inativa e ativa

destrutiva sugerindo que estes dois tipos de endometroses tenham origem naquelas



lesGes. A expressao mais fraca de a-SMA nos ninhos fibréticos das endometroses
inativas reflete a predominéancia de fibrécitos nestas lesoes.

Palavras-chave: Egua, endométrio, endometrose.



ABSTRACT

MASSENO, A.P.B. Assessment of endometrial fibrosis and myofibroblasts in
endometrosis active and inactive mares. 2012. 110p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, 2012.

Endometritis is the leading cause of impaired fertility in horses. In endometroses,
dilated glands filled with secretion and cell debris are seen frequently in equine
endometrium, as well as non-dilated glands showing marked fibrotic reaction. This
study aimed to evaluate the endometrial fibrosis considering the characteristics of
mares histomorphological, histochemical and immunohistochemical studies of
endometriosis active, inactive endometriosis, endometriosis endometriosis active and
inactive destructive destructive, seeking to clarify the involvement of myofibroblasts in
these processes that may influence disease progression. In the present work can be
seen that the arrangement of collagen fibers and their characteristics, is related to the
type of process evolution and eventually to their possible origin. The process of
endometriosis shows morphological variations defined to differentiate between
subtypes. The picrosirius red showed that the active endometroses active and
destructive type of collagen is the predominant reticular arrangement that has less
dense, whereas in endometroses inactive and inactive destructive was the
predominance of a more dense collagen. The lattice arrangement of collagen
predominates in the fibrotic lesions in the active and active endometroses
destrutiva.O dense collagen predominates in the fibrotic lesions of endometroses
inactive and inactive destructive. The most severe vascular fibrotic lesions
accompanying endometroses inactive and active destructive suggesting that these

two types of endometroses originate in those lesions. The weaker expression of a-



SMA in fibrotic nests of endometroses inactive fibrocytes reflects the predominance of
these lesions.

Keywords: Mare, endometrium, endometrosis.
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1. INTRODUCAO

A endometrite € a principal causa de reducéo da fertilidade em éguas sendo
considerada o problema de maior importancia clinica em equinos depois da cdlica
(TRAUB-DARGATZ et al., 1991) e dos problemas de claudicacdo, seguidos dos
problemas respiratorios (ROSSDALE et al.,, 1985; HERNANDEZ e HAWKINS,
2001).

Mesmo com a presenca de mecanismos de defesa contra infec¢des uterinas,
como a contratilidade, barreiras anatébmicas, imunoglobulinas, substancias
bactericidas, fatores mecanicos e o0 sistema imune (WATSON, 2000;
TROEDSSON et al., 1993), algumas éguas ndo conseguem superar a infeccdo e a
endometrite se torna cronica ou se resolve tardiamente (ABSURY, 1986).

Varios estudos tém relacionado a falha no clearence fisico uterino a maior
suscetibilidade a infec¢des (EVANS et al., 1986; LEBLANC et al., 1998).

As éguas tém o poder de eliminar a infeccdo desde que isso ocorra em um
determinado espaco de tempo e por isso podem ser classificadas como
suscetiveis ou resistentes as endometrites (LEBLANC, 2003). Quando a
endometrite persiste e se prolonga por mais de cinco dias o ambiente citotéxico
uterino ndo permite a manutencéo da gestacao (WATSON, 2000).

O diagnostico das endometrites € realizado por meio de exames
microbioldgicos, citolégicos e histopatolégicos. No entanto, a bidpsia uterina é o
método definitivo para o diagnéstico dessa enfermidade (MEDICE et al., 1991).
Além disso, € o método diagndstico mais preciso para o estabelecimento do
prognéstico da fertilidade em éguas, visto que a fibrose é o principal critério
utilizado na avaliacdo do comprometimento do endométrio (DOIG et al., 1981).
Esta técnica evidencia a situacdo morfolégica do endométrio e fornece dados
sobre sua situacao funcional (DOIG et al., 1981; SILVA et al., 1987), além de ser
um procedimento econdmico e simples (CONCHA-BERMEJILLO e KENNEDY,
1982).



A endometrose € um processo progressivo e irreversivel e é um fator
importante na infertiidade da égua. No que diz respeito a patogénese da
endometrose sdo delineadas morfologicamente as fases de evolugéo do processo
fibrotico denominadas de endometrose ativa, endometrose inativa, endometrose
inativa destrutiva e endometrose ativa destrutiva. O sinal inicial de endometrose &
a diferenciagdo morfologica e funcional atipica das células estromais
periglandulares endometriais (HOFFMANN et al., 2003).

Os fibroblastos que permeiam as glandulas uterinas fibréticas nas
endometroses mostram forte imunoreatividade para a-SMA, sendo denominados
de miofibroblastos. Estas células sdo reconhecidas como a fonte principal de
colageno denso e de citocinas fibrogénicas/inflamatérias nas lesdes fibroticas.
Estudos anteriores demonstraram que no processo fibrético do endométrio das
éguas ocorre a substituicdo gradativa do colageno fibrilar com distribuicéo
reticular, predominante nas amostras de endométrio sadio, pelo colageno denso,
conforme aumenta o grau das lesdes endometriais.

Nas endometroses, glandulas dilatadas e repletas de secre¢do e restos
celulares sdo observadas com frequéncia no endométrio equino, assim como
glandulas nao dilatadas que mostram acentuada reacao fibrética. Assim sendo, o
comprometimento das estruturas glandulares pelo processo fibrotico endometrial
altera seu funcionamento e, consequientemente diminui a capacidade do animal de
levar a gestacéo a termo.

Este estudo teve como objetivo avaliar a fibrose endometrial das éguas
considerando as caracteristicas histomorfolégica, histoquimica e imunoistoquimica
da endometrose ativa, endometrose inativa, endometrose inativa destrutiva e
endometrose ativa destrutiva, procurando esclarecer a participagdo dos

miofibroblastos nestes processos que podem influenciar a progressao da doenca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS DO UTERO DA EGUA

O utero da égua é formado por trés camadas: a camada interna, endométrio
(mucosa), a média, miométrio (camada muscular) e a externa, perimétrio (serosa).
A mucosa do lumen uterino é revestida por células epiteliais, que variam de
Cubicas a cilindricas altas. Abaixo do epitélio esta a lamina propria, que foi dividida
por Kenney (1978) em estrato compacto e esponjoso.

O estrato compacto é caracterizado por uma maior densidade de células do
estroma e se encontra junto ao epitélio luminal, apresenta ductos glandulares,
porém nao exibe glandulas. No estrato esponjoso, cuja malha de delicadas fibras
reticulares lembra uma estrutura esponjosa se encontram as glandulas uterinas
em meio a um estroma com menor densidade de células. Nesta porcdo séo
observadas ainda artérias, veias e vasos linfaticos. A camada superficial mais
delgada € composta pelo epitélio de superficie ou epitélio luminal e pela lamina
prépria. O lumen uterino e é revestido por um epitélio caracterizado principalmente
pela presenca de células secretoras e ciliadas ou glandulas, denominada estrato
compacto Burkitt et al. (1994).

Vogel e Humke (1973) denominam a camada entre o endométrio e o
miomeétrio de estrato subglandular, rico em vasos e pobre em glandulas. O
miométrio é formado por uma espessa camada circular interna e uma fina camada
longitudinal externa, e entre elas, estd o estrato vascular. Externamente,
justaposto ao miométrio fica o perimétrio, formado por tecido conjuntivo frouxo,
vasos e nervos, recobertos por mesotélio peritoneal (DELLMAN e BROWN, 1987).

As caracteristicas histolégicas observadas nas bidpsias endometriais podem

ser fisioldgicas (ciclicas ou estacionais), patolégicas ou ter origem em artefatos de



técnica (KENNEY, 1978). A interpretacdo correta de alteracdes depende do
conhecimento das mudancas ciclicas e estacionais do endométrio. Caracteristicas
ciclicas a serem observadas sdo a altura do epitélio luminal, a configuracdo das
glandulas e a quantidade de edema da lamina propria (DOIG e WAELCHLI, 1993).

O ciclo estral da égua tem duracdo de 18 a 22 dias, tempo entre uma
ovulacdo e outra, e foi dividido por Brunckhorst e Schoon (1991) e Schoon et al.

(1992) nas seguintes fases:

Proliferativa (8 a 9 dias) — Pré-estro (3 dias);

Estro (2-3 dias);

Pds-estro (3 dias);

Secretoria (9 dias) — Inter-estro inicial e intermediério;

Involutiva (4 dias) — Inter-estro final.

Na fase proliferativa, as células do epitélio luminal e do epitélio das glandulas
sdo prismaticas altas, com grande nudcleo oval a redondo, hipocromatico. As
glandulas estdo distendidas. Na fase secretdria, as células do epitélio luminal
variam de isoprisméticas a cubicas, com nucleo ovalado ou redondo. As glandulas
sdo tortuosas, 0 lumen estd aumentado e seu epitélio de revestimento € baixo,
com vacuolos secretorios na porcdo apical. Neste periodo, as estruturas
glandulares comecam a perder a tortuosidade (BRUNCKHORST et al., 1991). No
anestro, sao observadas células atroficas do epitélio luminal demonstram uma
forma cubica, com citoplasma escasso e mais basofilico. Os ductos glandulares e
os ramos glandulares proximais exibem células epiteliais mais altas do que
aguelas das glandulas das regides mais profundas (BARROS e MASUDA, 2009),

dados representados nas Figuras 1 e 2.



Figura 1. Corte esquemaético do corno uterino da égua.

FONTE: Barros e Masuda, 2009.
Figura 2. Corte esquemético do endométrio.

FONTE: Barros e Masuda, 2009. }



2.2. A IMPORTANCIA E AS INDICACOES DA BIOPSIA UTERINA

O diagnoéstico de endometrite deve incluir o exame clinico, a palpacgéo
transretal, ultra-sonografia do trato reprodutivo, o0 exame vaginal, cultivo
microbioldgico, citologia e biépsia endometrial (REISWIG et al., 1993; BOURKE et
al.; 1997; DASCANIO et al., 1997; CARD, 2005; AGUILAR et al.; 2006).

Sua maior importancia consiste na determinacédo da capacidade do Utero em
levar uma gestacdo a termo. O método também ¢é util na investigacdo de
mudancas associadas com baixa fertilidade, ndo facilmente diagnosticadas por
outras técnicas e na monitoracdo da resposta a uma terapia uterina especifica
(DOIG e WAELCHLI, 1993). A bidpsia endometrial é indicada em qualquer égua
nao gestante com suspeita de alteragc&o uterina.

A bidpsia uterina é indicada nas seguintes situacdes, conforme Kenney
(1978):

1. Constatacéo de alteracdes do trato genital;

2. Infertilidade apos inseminacdes ou coberturas em trés ou mais ciclos numa
mesma temporada de monta, com sémen de comprovada fertilidade;

3. Eguas com histérico de perda embrionaria precoce ou aborto;

4. Comportamento de anestro durante a temporada fisiologica de monta, bem
como hipoplasia de ovarios e genitalia;

5. Antes e depois de uma intervencao cirdrgica no trato genital;

6. Casos de piometra e mucometra;

7. Avaliacao de fertilidade;

8. Monitoracéo dos resultados de uma terapia uterina.

A retirada da amostra uterina pode ser feita em qualquer fase do ciclo estral
(KENNEY, 1977; KENNEY e DOIG, 1986), sem causar problemas clinicos.

10



Segundo Neely (1983), porém, para uma avaliacdo correta do grau de fibrose
endometrial, o diestro € a melhor fase do ciclo para a coleta da amostra, pois 0
Utero, sob influéncia luteal, apresenta maior concentracdo de glandulas. Um
endométrio em anestro € hipoplasico e subdesenvolvido, sendo dificil a avaliagdo
da fibrose. Da mesma forma, durante o estro, as glandulas estdo presentes em
menor quantidade, separadas pelo edema, que pode ser consequéncia da
influéncia do estrogeno ou de uma inflamacgéo. Gross e Leblanc (1984) coletaram
amostras mensais de endométrio de éguas durante um ano e observaram que as
mudancas sazonais se refletiam sobre o estroma e as glandulas, influenciando a
avaliacdo quantitativa destas estruturas, 0 que resultava na mudanca de
classificacéo das endometroses.

Retiradas sequenciais de amostras ndo tém efeito negativo sobre a taxa de
paricdo, segundo Watson e Sertich (1992) que coletaram biopsias endometriais de
duas, trés ou quatro vezes num periodo de 50 dias, inclusive durante os dias de
cobertura, e observaram que seis das sete éguas avaliadas ficaram prenhes.

A fibrose é um dos principais elementos da reacdo tecidual endometrial.
Desse modo, é importante a determinacdo de seu arranjo, localizacdo e
composicao para se avaliar o grau de comprometimento do endométrio (NUNES,
2003). Entretanto a patogénese da fibrose periglandular ainda permanece
desconhecida, embora a idade, o nimero de paricbes e o uso de medicacdes
causticas intra-uterinas possam contribuir para 0 aparecimento do processo
(EVANS et al., 1998).

Nielsen (2005) mostrou que a avaliagédo histolégica de bidpsias endometriais
representa o melhor método para o diagndstico de endometrite e infec¢ao uterina.
Segundo este mesmo autor, a histologia endometrial permite a deteccdo da
resposta inflamatoria causada por diferentes agentes infecciosos e de desordens
degenerativas crénicas do endométrio na mesma amostra.

Um critério utilizado no diagnéstico de qualquer forma de endometrite na
égua, é a presenca de infiltrado inflamatério polimorfonuclear no estrato compacto

em um exame histopatolégico, e tem sido adotado como uma analise
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padrao (KENNEY, 1978; DOIG et al, 1981; KENNEY e DOIG, 1986; WAELCHLI et
al, 1988; VAN CAMP, 1988).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém demonstrado que, uma bidpsia
para analise de processos inflamatorios e degenerativos no endométrio, é
representativa para todo o 6rgdo (BERGMAN e KENNEY, 1975; BLANCHARD et
al, 1987; WAELCHLI, 1989). Outros estudos em éguas, no entanto, apresentaram
variagbes consideraveis dentro de areas diferentes do utero (FIALA et al, 2010;
DYBAL et al, 1991).

Segundo Palm et al. (2008), a quantidade de polimorfonuclear (PMN), no
estrato compacto, aumentou apos a infusédo uterina com sémen, soro fisiolégico ou
plasma seminal com agentes inflamatorios.

Portanto, a ocorréncia de polimorfonuclear (PMN) no estrato compacto, é
utilizada como "o melhor padrdo" para diagnostico de endometrite e para
determinar a sensibilidade e especificidade do exame bacteriolégico e citoldgico
(OVERBECK et al., 2011).

E comum na pratica laboratorial 0 emprego de coloracdes especificas,
como o tricromico de masson, para avaliacdo do tecido conjuntivo. Este método
tem sido utilizado para identificar e graduar a fibrose endometrial patolégica em
bidpsias uterinas de éguas (BLANCHARD et al., 1987).

Embora as fibras colagenas aparecam geralmente bem coradas por este
meétodo, alguns tipos de colageno importantes para a avaliagdo das lesdes
endometriais ndo podem ser observados seletivamente (CALDINI, 1992; PORTO,
2006).

Outro método histoquimico também utilizado para a avaliagcdo dos processos
endometriais € o do picrosirius red associado a microscopia de polarizacdo. Esta
técnica é especifica para deteccdo de estruturas compostas de moléculas de
colageno orientadas (MONTES e JUNQUEIRA, 1991). Este método provou ser (til
para o estudo dos diferentes tipos de colageno em cortes histolégicos obtidos de
amostras normais e em varios modelos patologicos (JUNQUEIRA et al., 1980).

A utilizacdo dos métodos histoquimicos para identificagdo de colageno, como

tricromico de masson e picrosirius-polarizacao, permite a identificacdo dos focos
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de fibrose, bem como sua distribuicdo e quantificacdo, além da identificacdo dos
tipos de colageno presente na fibrose.

Nas endometrites conforme as lesGes se tornam mais severas, ha uma
substituicdo de colageno do tipo fibrilar para o colageno do tipo denso, (CALDINI,
1992; EVANS et al., 1998; NUNES, 2003). Masseno (2009) observou nas biopsias

maior distribuicdo de colageno periglandular, perivascular e no estrato esponjoso.

2.3. REPRESENTATIVIDADE DE UMA AMOSTRA

Apesar de uma amostra de bidpsia uterina abranger apenas 0,1% de toda a
superficie endometrial (KENNEY, 1975), ela € representativa quando as lesfes se
localizam de maneira difusa no tecido uterino da égua (BERGMAN e KENNEY,
1975; WAELCHLI e WINDER, 1989). Quando existem alteracdes focais,
observadas ao exame clinico, a amostra deve ser coletada neste locais (KENNEY,
1977; SCHOON et al., 1994). Ricketts e Alonso (1991) indicam a coleta de duas
bidpsias uterinas, uma antes e outra ap6s um tratamento uterino especifico,
levando em consideracdo a capacidade da égua em responder ao tratamento,
tendo assim melhor progndstico reprodutivo.

Os processos fibroticos do endométrio, segundo Runge (1995) e Schoon et
al. (1995), sao mais comuns no corpo do Utero. Conforme Blanchard et al. (1987),
gue coletaram amostras de 12 locais diferentes do Utero de 5 éguas, nao existe
diferenca na distribuicdo das lesbes fibréticas do endométrio. Varios autores
concordam que as alteracdes inflamatdrias se distribuem de maneira uniforme
pelo atero (BERGMAN e KENNEY, 1975; BLANCHARD et al.,, 1987; RUNGE,
1995). As amostras retiradas da cérvix ndo séo representativas (BLANCHARD et
al., 1987; RUNGE, 1995), devido a densidade glandular menor, ndo devendo ser

interpretada como atrofia por desequilibrio hormonal (BLANCHARD et al., 1987).

13



2.4. CLASSIFICACAO DAS ENDOMETRITES CRONICAS EM
EGUAS

Levando em consideracdo alteracfes histopatolégicas como processos
inflamatérios agudos ou crbnicos e alteragcdes crbnicas degenerativas como
fibrose, dilatacdo cistica e lacunas linfaticas, Kenney e Doig (1986) classificaram o
endométrio eqiino em quatro categorias (I, IIA, IIB e 1ll) de acordo com a
presenca, distribuicdo e intensidade das lesdes observadas. Neste sistema,
guanto maior o grau de classificacdo da bidpsia, menor € a probabilidade do
endométrio suportar uma gestacgao.

Ekici et al. (2001) realizaram um estudo em éguas que apresentavam
problemas reprodutivos h4 mais de dois anos. Neste estudo foram utilizadas 36
éguas entre 7 e 18 anos de idade, classificadas segundo Kenney e Doig (1986)
como categoria IIA, 1IB e Ill. Apos a inseminagcdo apenas 3 de 8 éguas da
categoria IIA emprenharam. Nenhuma égua dos outros grupos obteve prenhez
demonstrando que éguas com endometrites crénicas tém reduzida capacidade de
manter a gestacao.

A endometrite cronica infiltrativa e a doenca endometrial degenerativa cronica
sdo as duas alteracbes histopatolégicas mais comumente observadas nas
bidpsias endometriais de éguas inférteis e subférteis (Ricketts e Alonso, 1991). A
endometrite provavelmente tem origem multifatorial sendo que a falha do
clearance uterino certamente contribui para isto. A endometrose € definida como
uma condicdo degenerativa que resulta da inflamacdo. As éguas com
endometrose podem ndo conseguir conceber e manter a prenhez e isto pode
resultar em infeccdes crbnicas uterinas (DASCANIO et al., 1998).

A doenga endometrial degenerativa cronica € uma condicdo progressiva
inevitavel e estd mais diretamente associada aos efeitos da idade do que ao
namero de partos. A também denominada endometrose nao € uma condicdo pos-
cobertura, embora esteja associada a falha do clearance uterino, mas também
pode ser resultado de repetidas inflamacdes e do avanco da idade (WATSON,
2000).
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As alteragbes degenerativas, embora ndo necessariamente irreversiveis,
tendem a ser progressivas e contribuem para o declinio do potencial de fertilidade.
Algumas hipéteses sugerem que a endometrite crnica infiltrativa, cujo principal
sinal morfolégico € a presenca de leucdcitos seja um sinal de resposta imune local
e que a endometrite degenerativa, que prepondera a fibrose, seja a resposta a
inflamac&@o crénica, ao envelhecimento e/ou a possiveis fatores endodcrinos
(RICKETTS e ALONSO, 1991).

Na literatura medical, existem dois termos com definicbes distintas, a
endometrose e a endometriose. E mesmo nas referéncias literarias, os termos séo
usados de forma incorreta e permanecem sem correcdo. A endometriose €&
definida como implantacdo extra-uterina de tecido endometrial e é relatado em
mulheres (BULUN, 2009). Em animais, se observa espontaneamente em fémeas
primatas ndo-humanas do Velho Mundo (D'HOOGHE et al.,, 2009). O termo
endometrose, conforme definido para o endométrio das éguas, foi cunhado
inicialmente por Kenney (1992) para substituir o termo endometrite cronica
degenerativa (ALLEN, 1993).

O termo em si determina cronicidade, alteracGes degenerativas vistas em
equideos (ALLEN, 1993) e mais especificamente, € definida como fibrose grave
seguida por dilatacdo cistica das glandulas (HOFFMANN et al.,, 2009). A
patogénese da endometrose em eguas, com avaliacdo imunoistoquimica, foi
realizada por Hoffmann (2009). A etiologia e a patogenia da endometrose séo
desconhecidas (HOFFMANN et al., 2003).

Além da fibrose, outras alteracdes que foram incluidas neste conceito, foi 0
acumulo de linfa, ades6es transluminais, formacao de diverticulos e os efeitos de
urovagina sobre o utero. No entanto, Schoon et al., (1995) relataram que no termo
endometrose seriam definidas somente a fibrose periglandular e/ou do estroma
endometrial e as alteragOes glandulares dentro das areas de fibrose. Conforme
estes pesquisadores, as alteracbes como disfuncbes glandulares fora das areas
de fibrose, anomalias de func&o glandular (atrofia e hipoplasia) e angiopatias,
devem ter um estudo a parte e, posteriormente a elucidacdo de sua importancia

no prognastico reprodutivo.
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A endometrose € um processo progressivo e irreversivel, esta correlacionada
com a idade e é agravada por estimulos recorrentes como coito, infeccées ou
gestacdo (RICKETTS e ALONSO, 1991).

Dascanio et al. (1998) relataram que éguas com endometrose podem
apresentar cistos. Isto pode estar relacionado a idade, visto que éguas com idade
avancada apresentam fibrose uterina aumentada quando comparadas com éguas
jovens. Ricketts e Alonso (1991) observaram que com o aumento da idade das
éguas surgem sinais avancados de doenca degenerativa endometrial,
independentemente de alteracdes relacionadas as infeccdes, prenhez, partos e/ou
involucdo uterina pds-parto.

A atrofia do endométrio também interfere na fertilidade e tem sido
relacionada a um processo de envelhecimento do Utero da égua. Este quadro de
atrofia endometrial é geralmente complicado pela presenca de endometrite cronica
(TROEDSSON e LIU et al. 1991).

A deteccdo da fibrose endometrial pode refletir alteracbes degenerativas e
inflamatorias do endométrio. Entretanto, a identificacdo de varios graus de fibrose
difusa ou periglandular em combinacdo com a infiltracdo de células inflamatérias
indicam exposicéo persistente ao agente (TROEDSSON et al. 1993).

Nestas lesbes a deposicdo de coladgeno ocorre mais comumente ao redor
das glandulas ou associada a membrana basal. Essa alteracdo compromete a
integridade e a funcéo das glandulas endometriais, estruturas necessérias desde o
periodo de pré-implantacdo embrionaria até o desenvolvimento placentario
completo. Nas glandulas fibréticas, o epitélio se diferencia irregularmente, além de
ocorrer a modificagdo das secre¢fes glandulares. Portanto, nos casos mais
severos, mesmo que ocorra implantacdo embrionéaria, a reducdo ou alteracédo
dessas secrecbes podem causar a nutricdo inadequada do feto, o que pode
resultar em aborto (WALTER et al., 2001).

A fibrose pode estar localizada no estrato esponjoso, envolvendo a base das
glandulas, resultando na formacdo dos ninhos fibréticos, ou ainda no estrato

compacto envolvendo os ductos das glandulas, comprometendo o fluxo de
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secrecdo e resultando em dilatacdo glandular e formacdo de cistos (AMARAL,
2002).

A técnica do Tricrobmico de Masson é o método que tem sido utilizado para a
avaliacdo do tecido conjuntivo normal e fibrético. Com este método identifica-se e
gradua-se a fibrose endometrial patolégica em biopsias uterinas de éguas
(BLANCHARD et al., 1987).

O aumento da birrefringéncia promovida pelo método do Picrosirius —
Polarizacao € especifico para estruturas colagenosas compostas de agregados de
moléculas orientadas, ja que as moléculas do corante se alinham paralelamente
ao longo do eixo de cada molécula de coldgeno. Este método ainda hoje é
empregado, considerado de grande utilidade na distingdo do arranjo do colageno,
0 qual pode ser relacionado com sua estrutura molecular (BORGES et al., 2007).
Segundo Andrade et al. (1999), este método representa um eficiente meio para
estudar a cronologia das lesdes fibréticas e também para estudar a distribuicéo
dos colagenos dos tipos denso e fibrilar nos tecidos. O primeiro aparece na forma
de fibras espessas, amareladas ou avermelhadas, birrefringentes e o segundo
mostra birrefringéncia fraca e caracteriza-se pela presenca de fibras delgadas de
coloracao esverdeada.

No que diz respeito ao endométrio eqlino, Caldini (1992) concluiu que o
estudo histoquimico e ultra-estrutural do coldgeno na fibrose periglandular revelou
gue a base molecular deste processo reside na substituicdo do colageno do tipo
fibrilar, presente na maior parte da lamina propria do endométrio, por colageno do
tipo denso. Estudos anteriores realizados demonstraram que no processo fibrético
do endométrio das éguas ocorre a substituicdo gradativa do colageno do tipo
fibrilar com distribuicéo reticular, predominante nas amostras de endométrio sadio,
pelo colageno denso, conforme aumenta o grau das lesdes endometriais. Este tipo
de colageno € mais denso, e é encontrado preferencialmente na regido
periglandular (NUNES, 2003; PORTO, 2006; NUNES, 2006 e MASSENO, 2009).
Isso reforca a hipétese de que ocorre a substituicdo gradativa do tecido funcional

endometrial por fibrose, o que conduz a atrofia. Com isso, ha comprometimento da
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producdo de histotréfo, incapacidade de nidacdo do embrido e continuidade da
gestacao (GRAY et al., 2001; AMARAL, 2002).

Para que se entenda o mecanismo patologico da fibrose é necessario que,
primeiramente, se compreenda o funcionamento normal dos mecanismos da
interacdo ceélula-matriz extracelular. A regulacdo da composicdo desta matriz
promove a integridade dos tecidos e fornece sinais bioativos que podem afetar o
comportamento celular (BRUNER et al., 1995).

Durante os processos fibréticos, os fibroblastos expressam fatores de
diferenciacdo muscular, como a actina de musculo liso-a (a-SMA), que conferem a
estas células a capacidade de contracdo (SAPPINO et al., 1990). Estas células
sdo denominadas de miofibroblastos e, morfologica e funcionalmente, parecem
ser células intermediarias entre os fibroblastos e as fibras musculares lisas
(GUYOT et al., 2006). Esta diferenciacdo pode ser induzida por estimulos locais
(SCHMITT-GRAF et al., 1994).

Os miofibroblastos podem ser encontrados no tecido normal de diversos
orgdos, atuando fisiologicamente na sua contragdo ou no seu remodelamento
(SCHURCH et al., 1998). Entretanto, também s&o observados durante o processo
de cicatrizacdo. ApOs a injuria tecidual e durante o desenvolvimento do processo
reparativo, surge o tecido de granulagdo, que facilita a reposicdo de células no
local da agressao. Este tecido se caracteriza pela proliferacdo de fibroblastos,
angiogénese e deposicdo de matriz extracelular. No transcorrer deste processo 0s
fibroblastos adquirem as caracteristicas de miofibroblastos, que sdo o principal
tipo celular envolvido na deposicdo de matriz extracelular durante o reparo
tecidual, mas também sao responsaveis pela sintese de enzimas relacionadas a
degradacdo da matriz, ao remodelamento tecidual e a formacdo de cicatriz
(CHAPONNIER e GABBIANI, 2004; GUVOT et al., 2006).

No que diz respeito ao endométrio eqliino, os fibroblastos que circundam as
glandulas uterinas fibréticas nas endometroses mostram forte imunoreatividade
para a-SMA. Mais ainda, glandulas cisticas sao circundadas por uma camada de
células positivas para esta proteina (WALTER et al., 2001). Segundo Czernobilsky

et al. (1993), a reacdao fibrética periglandular endometrial seria um mecanismo de
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remodelamento tecidual para que a estrutura glandular suportasse a retencéo de
secrecdes. Na endometrose, glandulas dilatadas e repletas de secrecao e restos
celulares sdo observadas com frequéncia no endométrio equino, assim como
glandulas nédo dilatadas que mostram acentuada reacao fibrética (EVANS et al.,
1998). Em ambas as situacdes estdo presentes, em meio ao tecido fibrotico,
células positivas para a-SMA (WALTER et al., 2001).

Arthur (2000) observou estudando a fibrose hepatica que as células
estreladas hepéticas quando ativadas exibem fenétipo de miofibroblastos e que a
inducéo deste processo se da pela presenca de colageno denso, que predomina
no figado fibrético. Estas células sdo reconhecidas como a fonte principal de
coldgeno denso e de citocinas fibrogénicas/inflamatoérias nas lesdes fibréticas
(ZHANG et al., 1994; PHAN, 2002). Masseno (2009) verificou que o colageno
denso predominou nos endométrios que mostraram graus de lesdo mais
acentuados, depositando-se principalmente nas lesdes fibroticas periglandulares
e, na medida em que estas lesbes se tornavam mais graves, eram mais
numerosas as células que expressavam a-SMA. Embora se possa admitir a
funcéo de suporte dos miofibroblastos localizados ao redor de glandulas dilatadas
e fibréticas, sua funcdo ao redor de estruturas glandulares nédo dilatadas
permanece desconhecida. De qualquer forma, o comprometimento das estruturas
glandulares pelo processo fibrotico endometrial altera seu funcionamento e,
consequentemente diminui a capacidade do animal de levar a gestacao a termo
(MASSENO, 2009).

Os fatores etiologicos que induzem o desenvolvimento da fibrose
metabolicamente inativa sdo também de grande importancia, mas continuam
desconhecidos. Porém, a contratilidade e o arranjo paralelo dos miofibroblastos ao
redor das glandulas permitem que ocorra 0 estresse mecanico que seria o
responsavel pela dilatacdo cistica glandular e pela destruicao focal do epitélio,
observada neste tipo de endometrose (HOFFMANN et al., 2009). Deve-se
ressaltar que ja foi verificado que nos quadros graves de fibrose endometrial, as
células estromais que se concentram em torno de estruturas glandulares mostram

indices apoptoticos menores. Este achado pode representar um mecanismo de
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perpetuacdo destas células no foco fibrético, o que se relaciona a deposicao
gradativa de colageno nestas areas (PORTO, 2009). Desta forma depreende-se
que, no processo de endometrose, ainda existem iniumeras duvidas sobre a
funcéo dos miofibroblastos.

O primeiro sinal de endometrose € a diferenciacdo morfolégica e funcional
atipica de células estromais do endométrio. A primeira etapa da fibrose é
caracterizada por grandes células estromais poligonais periglandulares que
sintetizam fibras de coldgeno denso. No processo fibrético avancado, onde é
possivel se identificar células estromais metabolicamente ativas ou inativas, nao
ocorre sintese de coladgeno (RAILA, 2000), e um predominio de miofibroblastos
simultaneamente (EVANS et al., 1998; RAILA, 2000; WALTER et al., 2001).
Dilatacdo glandular pode ocorrer em fungcédo da capacidade de contratilidade dos
miofibroblastos que também apresentam capacidade de afetar a composicdo e a
guantidade de matriz extracelular (EVANS et al., 1998; RAILA, 2000; WALTER et
al., 2001).

A presenca mais expressiva dos miofibroblastos nas les@es fibréticas e a sua
associacdo com a deposicdo de colageno denso no endométrio nos leva a
relacionar estas células com a alteracdo do estroma observada nos processos
cronicos endometriais, que se manifesta muitas vezes pela substituicdo do
colageno fibrilar por um tipo de colageno mais denso (MASSENO, 2009).

A investigacdo por biopsia do endométrio para ma diferenciacdo celular
representa uma inovacdo na avaliacdo da saude do endométrio. Inicialmente, um
grupo de pesquisa de Schoon e colaboradores realizaram uma descricdo mais
abrangente (SCHOON et al. 2000) de ma diferenciacao celular endometrial e foi
publicado em 2000, embora relatos iniciais tenham sido divulgados anteriormente,
em 1990 (SCHOON, 1997 e SCHOON,1999). Schoon et al. (2000) indicam que
indiferenciagéo celular foi detectavel em hematoxilina e eosina (SCHOON et al.
2000) e relataram uma prevaléncia de 7% das bidpsias de rotina (SCHOON et al.
2000 e ELLENBERGER et al. 2002). O diagnéstico de ma diferenciacéo foi
complementado por técnicas de imunoistoquimica para avaliar a expressdo de

receptores de hormdénio, a proliferacdo celular e analise de filamentos
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intermediarios, tais como vimentina, desmina e citoqueratina (SCHOON et al.
2000).

Primeiramente, levando em consideracao o distarbio morfolégico funcional, a
ma diferenciacdo celular foi dividida em dois tipos distintos: 1) em desiguais e 2)
em irregulares. Ma diferenciacdo desigual foi caracterizada por uma amostra Unica
de tecido apresentando dois padrdes fisiolégicos diferentes, um que se relaciona
ao ciclo ovariano, os outros que se desviam desse padrdo. Os autores atribuiram
esse padrdo de ma diferenciacdo para alteracbes endometriais idiopéaticas onde
ocorre expressao de receptor de horménio esterdide alterada. Ma diferenciacdes
irregulares, comprometendo todas as glandulas numa Unica espécie, foi
distinguida por padrdes anormais de proliferacéo ou secretora ndo correlacionadas
a qualquer tipo de transtornos ovarianos e tumores, tratamentos hormonais e
causas idiopaticas (SCHOON et al. 2000 e SCHOON, 2003).

Schoon et al. (2000) advertiram que ma diferenciagdo deve ser considerada
na avaliagdo de bidpsias como um parametro significativo que induza problemas
de fertilidade (SCHOON, 1997; SCHOON, 1999; ELLENBERGER et al.; 2002). Em
resumo, a hipétese concebivel da patogénese da endometrose esta resumida no
esquema da Figura 3.

Figura 3 - Esquema da possivel patogénese da endometrose.

FONTE: Hoffmann, 2009.
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Em trabalho recente HOFFMANN et al., (2009), conceberam uma hipétese
provavel para a patogénese da endometrose e descrevem morfologicamente as
fases de evolucdo do processo fibrotico denominados de endometrose ativa,
endometrose inativa, endometrose inativa destrutiva e endometrose ativa
destrutiva. Estes autores postulam que os estagios iniciais da fibrose séao
caracterizados por alteracdes discretas da membrana basal e acumulo focal de
células estromais com capacidade de sintetizar fibras colagenas.

Propdem ainda que a proliferacdo de células estromais e sua diferenciacdo
em miofibroblastos assim como o aumento da sintese de matriz extracelular
respondem & acgdo sinergistica e autoinduzida de mediadores, resultando em
fibrose periglandular. A concomitancia do processo de endometrite seria uma das
causas da ativacdo metabdlica das células estromais fibréticas. Desta forma,
ainda segundo o0s mesmos autores, teriamos em seqUéncia as etapas
denominadas de fibrose ativa e fibrose destrutiva ativa que levariam a fibrose
estromal caracteristica da endometrose.

Algumas destas etapas da progressdo do processo fibrotico endometrial
estdo de acordo com observacbes anteriores de outros autores (BORDER e
NOBLE, 1994; RAILA, 2000; MENKE e ADLER, 2002). Contudo, como vimos
anteriormente, em alguns processos fibréticos endometriais predominam células
estromais metabolicamente inativas sem capacidade de sintese de colageno
(HOFFMANN et al., 2009).

Os fatores etiologicos que induzem o desenvolvimento da fibrose
metabolicamente inativa sdo também de grande importancia, mas continuam
desconhecidos. Porém, a contratilidade e o arranjo paralelo dos miofibroblastos ao
redor das glandulas permitem que ocorra 0 estresse mecanico que seria 0
responsavel pela dilatacdo cistica glandular e pela destruicdo focal do epitélio,
observada neste tipo de endometrose (HOFFMANN et al., 2009).
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Deve-se ressaltar que ja foi verificado que nos quadros graves de fibrose
endometrial, as células estromais que se concentram em torno de estruturas
glandulares mostram indices apoptoticos menores. Este achado pode representar
um mecanismo de perpetuacdo destas células no foco fibrotico, o que se relaciona
a deposicdo gradativa de coldgeno nestas areas. Desta forma se compreende
gue, no processo de endometrose, ainda existem iniumeras duvidas sobre a
funcéo dos miofibroblastos (PORTO, 2009).

O endométrio acometido pelo processo fibrético torna-se incapaz de produzir
substancias histotroficas de qualidade e em quantidades adequadas. Nas éguas o
trofoblasto nédo € invasivo e as secrecfes uterinas sao consideradas essenciais
para a manutencdo do desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido. Como
resultados deste quadro surgem diferencas marcantes entre o padrdo das
secrecdes produzidas pelo epitélio glandular nos focos fibréticos e o das glandulas
nado afetadas (HOFFMAN et al., 2009).

Varios estudos tem relacionado a falha no clearence fisico uterino a maior
suscetibilidade a infecgcbes (EVANS et al.,, 1986; LEBLANC et al.,, 1998). As
secrecOes uterinas séo ricas em muco e apesar de ser reconhecido como um
agente protetor de outras mucosas, a funcdo do muco na defesa do endométrio
nao esta ainda esclarecida (CAUSEY, 2007). Entre os componentes da secrecao
mucosa uterina contam-se substancia bacteriostaticas como a lisozima e a
lactoferrina, assim como outros fatores protetores como imunoglobulinas e
surfactante (SLEIGH et al., 1988; SNOECK et al., 2006; MCGUIRE, 2002).

Na endometrose, glandulas dilatadas e repletas de secrecdo e restos
celulares sdo observadas com frequéncia no endométrio equino, assim como
glandulas nédo dilatadas que mostram acentuada reacao fibrética (EVANS et al.,
1998). Em ambas as situacbes estdo presentes, em meio a fibrose, células
positivas para a-SMA (WALTER et al., 2001). Embora se possa admitir a fungéo
de suporte dos miofibroblastos localizados ao redor de glandulas dilatadas e
fibréticas, a sua funcdo parece ser mais complexa. O arranjo do tecido fibroso que
envolve as estruturas glandulares endometriais mostra variagdes que podem

indicar maior ou menor atividade celular. Assim sendo, 0 comprometimento das
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estruturas glandulares pelo processo fibrotico endometrial altera seu
funcionamento e, consequentemente diminui a capacidade do animal de levar a
gestacdo a termo. A compreensdo das varias interrelacdes entre estes diferentes
processos € necessaria para gque possamos esclarecer 0S processos que
acometem as glandulas uterinas (CAUSEY, 2007).

A andlise histopatolégica das lesBes crbénicas endometriais fornece
informacdes sobre o estado funcional da mucosa uterina e a evolugéo do processo
inflamatdrio. Por outro lado, sendo a fibrose um dos elementos principais da
reacao tecidual, a determinac&o do seu arranjo, localizacdo e composicao auxiliam
na identificacdo do grau de comprometimento do endométrio e das chances de
regressao da lesdo ja estabelecida. O estudo dos tipos de colageno que
contribuem para a fibrose endometrial associado a caracterizacdo dos tipos
celulares que participam deste processo Sao necessarios para que sejam
identificados os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das endometrites
cronicas das eéguas. Da mesma forma sdo poucos os estudos que abordam as
modificagbes que ocorrem na secrecdo das glandulas uterinas durante o0s
processos inflamatérios e fibroticos endometriais. Pesquisas referentes a
distribuicdo de matriz extracelular nos focos de fibrose sdo escassas e 0s
resultados sdo contraditérios. Raila (2000) descreveu um tipo de coldgeno misto,
gue esté correlacionado ao grau de endometrose, ainda a atividade de células

estromais periglandulares e a existéncia de ninhos glandulares.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

3.1. Objetivo Geral:

# Avaliar a fibrose endometrial das éguas considerando as caracteristicas
morfolégicas das endometrose ativa, endometrose inativa, endometrose inativa
destrutiva e endometrose ativa destrutiva, procurando esclarecer a participacao

dos miofibroblastos nestes processos.

3.2. Objetivos especificos:
# Avaliar a distribuicdo e o arranjo do colageno endometrial utilizando o
método de Picrosirius Red no endométrio de éguas sadias e portadoras de

endometrose.

# Detectar a presenca e a distribuicdo de miofibroblastos por meio de método

imunoistoquimico no endométrio de éguas sadias e portadoras de endometrose.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PROCEDENCIA DO MATERIAL

Foram utilizadas no presente trabalho 40 biopsias endometriais que
constavam do arquivo de blocos do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Campus de Botucatu — SP. Este
material era proveniente da rotina do diagnostico do Hospital Veterinario da FMVZ
e também de amostras de clinicas privadas e profissionais autbnomos. A partir
das 40 amostras foram selecionadas 25 bidpsias, que tiveram os dados referentes
a identificacdo de cada um dos animais retirados dos Livros de Registros de
bidpsias e dos arquivos de relatérios histopatolégicos. Em seguida, as laminas de
cada caso foram analisadas novamente para a ratificacdo do diagnostico de

endometrite crbnica.

4.2. PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

Todo o material utilizado foi submetido ao procedimento padrédo para
processamento histopatologico do Servigo de Patologia da FMVZ.

As biopsias uterinas foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas. ApGs
este periodo foram lavadas em agua corrente e transferidas para a solucao de
alcool a 70%. Posteriormente, as amostras foram submetidas aos processos de
rotina para inclusdo em parafina.

De cada uma das amostras foram confeccionados cortes com trés
micrémetros de espessura em micrétomo rotativo.

Para analise e classificacdo histologica das endometrites cronicas, os cortes
corados pelo método de Hematoxilina-Eosina de acordo, com Luna (1968). Além

disto, foram utilizadas coloracdes especificas para tecido conjuntivo Tricrdbmico de
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Masson e o Picrosirius Red para avaliagdo da fibrose endometrial. Cortes do

mesmo material foram submetidos aos procedimentos imunoistoquimicos.

4.2.1. TECNICAS HISTOQUIMICAS

4.2.1.1. METODO DE TRICROMICO DE MASSON

A técnica utilizada foi descrita por Luna (1968) e segue o roteiro da Apostila
de Técnicas de Coloracdes Especificas do Laboratério de Histopatologia do
Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ. Para a padronizacdo desta técnica
foram utilizadas amostras de endométrio equino, colhidos durante exame
necroscopico, com diagnéstico de endometrite crénica. As amostras de
endomeétrio foram processadas da mesma maneira que as bidpsias uterinas, ou
seja, fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e, em seguida, colocados em
solucdo de alcool a 70%. Apdés o processamento histolégico e a inclusdo em
parafina, os cortes foram feitos com cinco micrometros de espessura.

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

e Hematoxilina de Weigth por cinco minutos, lavagem em &agua corrente por
cinco minutos, seguida de lavagem em agua destilada,

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

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

e Azul de anilina a 2,5% por oito minutos, lavagem em &agua corrente e agua

destilada rapidamente e acido acético por um minuto.
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Apdés a passagem pelos corantes, as laminas foram submetidas aos

processos de desidratacdo e montagem.

4.2.1.2. METODO DE PICROSIRIUS RED

A utilizacdo desta técnica, descrita por Junqueira et al., (1978), seguiu o
roteiro da Apostila de Técnicas de Coloracbes Especificas do Departamento de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina da UNESP. Para a padronizacao
do método, foram utilizados fragmentos de endométrio equino que apresentavam
alteracao fibrotica significativa, colhidos de animais encaminhados para necropsia
no Servico de Patologia Veterinaria. Os fragmentos, com cinco micrémetros de
espessura foram processados da mesma maneira que as bidpsias uterinas,
conforme descrito anteriormente.

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

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

e Imersdo em uma solucéo a 0,1% de Direct Red (Direct Red 36554-8, Sigma
Chemica CO., St. Louis MO., E.U.A.) dissolvido em &cido picrico a 1,5% (aquoso
saturado) durante 110 minutos;

e Imersdo em solucéo de acido cloridrico a 0,1N por dois minutos.

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

sintética.

4.2.2. TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

A padronizacdo da técnica de imunoistoquimica foi realizada no Laboratorio

de Pesquisa do Servico de Patologia Veterinaria, Departamento de Clinica
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Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu —
UNESP.

Para a padronizagdo desta técnica foram utlizados fragmentos de
endométrio equino, fixados em solucdo de Bouin a 10% por 24 horas e, em
seguida, colocados em solucdo de alcool a 70%. ApoOs esta etapa, o material foi
submetido aos procedimentos de rotina para inclusdo em parafina e corte em

micrétomo rotativo.

4.2.2.1. ALFA-ACTINA DE MUSCULO LISO

O anticorpo primario utilizado neste trabalho foi:
a-SMA (céd. M0851, Clone 1A4) — Anticorpo monoclonal que se liga aos
miofibroblastos, células musculares lisas e células mioepiteliais (Dako).

O anticorpo foi diluido em solucdo a 1% de albumina sérica bovina em
solugédo tampéao de TRIS (TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical CO, St. Louis,
E.U.A)). A concentracgdo testada foi: 1:1250.

Cortes de trés micrbmetros das bidpsias uterinas foram colocados em
laminas histolégicas, previamente tratadas com solugcédo de Poli-L-Lisina (P8920-
Sigma), desparafinizados e hidratados. As laminas, em seguida, foram colocadas
em estufa a 60°C por 24 horas, para que houvesse boa adesdo do tecido a
lamina. Apés este procedimento, os cortes foram submetidos aos processos de
desparafinizacao e hidratagao.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito como solucédo de partes iguais,
agua oxigenada a 30% (30 volumes) diluida em metanol na proporgéo 1:9, por 10
minutos.

Para este anticorpo foi utilizado o calor imido em Pascal (Dako, S2800-1), a
125° C durante 30 segundos com Citrato a 10mM, pH — 6,0.

Em seguida, foi realizado o bloqueio de ligacdes inespecificas com leite
desnatado Molico® 3% em TRIS 10mM, pH 7,5.
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Conforme a orientagcdo do fabricante, o Sistema de visualizagéo, Novolink ™
Max Polymer Detection Systems, RE7260-K (1250 testes). Foram aplicados 100uL
do reagente Post Primary Block nas laminas e, em seguida, estas foram
incubadas durante 30 minutos. As laminas foram lavadas em TRIS trés vezes por
5 minutos. Foram aplicados 100uL do reagente Max Polymer, em seguida, foram
incubadas durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em TRIS
trés vezes por 5 minutos.

Para visualizagdo da reacdo, as laminas foram tratadas com solugcédo de 3,3’
diaminobenzidina (Liquid DAB — K3466 DakoCytomation) durante cinco minutos a
temperatura ambiente. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de

Harris, por 35 segundos.

4.3. APLICACAO DA CLASSIFICACAO DAS ENDOMETRITES
CRONICAS EM EGUAS

Para cada caso, o tipo histolégico foi caracterizado segundo a classificacao
proposta por Kenney e Doig (1986) para as endometrites cronicas, e as definicdes
de endometrite cronica degenerativa (endometrose) e infiltrativa, descritas por
Ricketts e Alonso (1991). A caracterizacdo dos diferentes tipos de endometrose foi
realizada de acordo com a classificacdo morfologica proposta por Hoffmann et al.,
(2009), da forma como se segue:

Endometrose Ativa - Glandulas isoladas que se mostram circundadas por

células estromais fibréticas, que apresentam nudcleos ovoides hipocromaticos de
tamanho médio ou grande e citoplasma palido.
Endometrose Inativa — Ninhos glandulares circundados por células estromais

fusiformes que se caracterizam por apresentar nucleo hipercromatico e alongado,
estas ceélulas estromais fibréticas arranjam-se paralelamente ao eixo das
glandulas adjacentes.

Endometrose Inativa Destrutiva — Glandulas isoladas circundadas por células

estromais fusiformes que se caracterizam por apresentar nucleo hipercromatico e

alongado, estas células estromais fibroticas arranjam-se paralelamente ao eixo
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das glandulas adjacentes, sendo que nestas lesbes € observada também a
destruicdo multifocal de células epiteliais individuais e a retencdo da secre¢do no
[imen da glandula.

Endometrose Ativa Destrutiva - Glandulas isoladas que se mostram

circundadas por células estromais fibréticas, que apresentam nucleos ovoides
hipocromaticos de tamanho médio ou grande e citoplasma palido, associadas
camadas fibréticas de aspecto desordenado. As células estromais fibréticas séo
invasivas, penetrando o lumen da glandula e algumas células epiteliais mostram-
se degeneradas.

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

Foram utilizadas as amostras classificadas na categoria | da classificagdo de
Kenney e Doig (1986), como representativas do endométrio higido, para que

fossem estabelecidos os parametros de comparagao.

4.4, AVALIACAO DO COLAGENO

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

Foi realizada analise qualitativa do colageno total em todas as amostras.
Nesta analise foi realizada uma avaliacdo detalhada da distribuicdo do colageno,
determinando-se as estruturas de sua maior concentragdo no endométrio. As
estruturas consideradas foram: espacgo subepitelial, estratos compacto e
esponjoso e regides periglandulares e perivasculares. Ainda foi observado o

padrao de distribuicao, difuso ou localizado.
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Na andlise do tipo de colageno presente nas amostras foi feita uma
avaliacdo com base na refringéncia das fibras sob polarizacdo de luz: as fibras
espessas e de coloracdo amarelada a avermelhada foram classificadas como
colageno denso e as fibrilas delgadas e de coloracdo esverdeada, como de
colageno fibrilar. Quando nao foi possivel determinar a predominancia de um dos
tipos, considerou-se que havia os dois tipos de coldgeno na mesma amostra.

Para verificacdo do padrdo de qualidade da coloracdo e a confirmacdo da
refringéncia das fibras colagenas, as laminas foram observadas no microscopio de
luz polarizada (campo escuro), modelo Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha),
acoplado a uma camara digital modelo Axiocam MRc (Zeiss Vision, Alemanha) do
Servico de Patologia Veterindria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP.

Os cortes corados com Picrosirius Red foram avaliados pelo uso do
programa computacional Axiovision Software Rel. versdo 4.3 (Zeiss Vision,
Alemanha). Para a diferenciacdo dos tipos de coladgeno presente nas

endometroses e endometrites cronicas infiltrativas a analise foi qualitativa.

4.5. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

A avaliagéo descritiva para a imuno-reatividade foi realizada considerando-se
0s tipos celulares positivos entre as diferentes estruturas marcadas e sua
freqiéncia sendo avaliada como ausente, discreta, moderada ou acentuada. A
intensidade da reacdo imunoistoquimica foi avaliada como fraca moderada ou
acentuada.

A imunoexpressdo do miofibroblasto foi avaliada de maneira quantitativa,
conforme se identificou a sua reagcdo em camadas de fibrose, assim como a sua
localizacgéo.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS ENDOMETROSES

Na classificagdo histologica dos 40 casos de endometrites de acordo com a
descricao de Kenney e Doig (1986), 15 animais foram inclusos na categoria |, 09
na categoria IlIA, 04 na categoria 1IB e 12 na categoria Ill. Os resultados da
classificacéo histolégica das 40 amostras de acordo com a descri¢do de Ricketts e
Alonso (1991) demonstraram que 15 dos animais apresentavam endomeétrio
normal e 25 animais apresentaram endometrite crénica degenerativa.

ApoGs a classificagdo histologica das 40 bidpsias de acordo com a descricao
de Hoffmann et al. (2009), 06 animais foram inclusos na classificacdo de
endometrose ativa, 07 animais na endometrose inativa, 06 animais na
endometrose ativa destrutiva e 06 amostras foram classificadas como
endometrose inativa destrutiva. Os resultados da classificacdo histolégica das 40
amostras de acordo com a descricao de Hoffmann et al. (2009) demonstraram que
15 dos animais apresentavam endométrio normal.

Os resultados da classificagdo histologica dos 25 casos de endometroses

estdo apresentados na Tabela 1, quando classificados de acordo com Hoffmann
(2009).

Tabela 1. Classificacdo das endometroses de acordo com Hoffmann et
al. (2009).

Endometroses Numero de Casos Percentual (%)
Endometrose ativa 06 24
Endometrose inativa 07 28
Endometrose ativa destrutiva 06 24
Endometrose inativa destrutiva 06 24
TOTAL 25 100
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Nas trés classificacfes, os endométrios sem alteragcbes sdo 0s mesmos,
representados pela categoria | segundo Kenney e Doig (1986), grupo higido de
Ricketts e Alonso (1991) e Hoffmann et al. (2009).

Histopatologicamente, os endométrios saudaveis se caracterizaram por
apresentar epitélio luminal cilindrico baixo com areas compostas por epitélio
cilindrico alto e pseudoestratificado. Apresentaram alteracdes fibréticas,
caracterizadas por acumulo do colageno na regido perivascular e intersticial de
forma discreta e focal. As alteragcdes observadas foram predominantemente de
origem circulatéria: congestao, edema, dilatacdo de vasos linfaticos, hemorragia e
hemossiderose.

As biodpsias classificadas como IIA demonstraram epitélio luminal cilindrico e
eventualmente epitélio pseudoestratificado. Fibrose periglandular discreta foi
encontrada e foi definida pela deposicédo discreta de colageno e média de quatro
ninhos fibréticos por campo. Fibrose perivascular e fibrose periglandular discretas
foram observadas nestas amostras de endométrio. Lacunas linfaticas e dilatacao
das glandulas endometriais também foram visualizadas.

As bidpsias classificadas como IIB apresentaram epitélio luminal cilindrico e
eventualmente epitélio pseudoestratificado. Entre as alteragdes fibroticas, a fibrose
periglandular foi encontrada e caracterizou-se por deposicdo moderada de
colageno e média de cinco ninhos fibréticos por campo de cinco milimetros
lineares. Fibrose intersticial e perivascular também foram observadas com
freqiéncia nessas amostras. Lacunas linfaticas bem como dilatagdes glandulares
estavam presentes.

Na categoria Ill o epitélio luminal apresentou-se cilindrico alto ou baixo, com
areas de epitélio pseudoestratificado. Assim como nas biopsias da categoria 1B,
0s principais achados foram as alteracdes fibroticas, mas com intensidade maior,
principalmente na regiao periglandular. Nesta regido, a fibrose caracterizou-se
pela deposicdo acentuada de colageno (mais de cinco camadas) e quantidade

acentuada de ninhos fibroticos (mais de dez ninhos por campo).
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Nos casos diagnosticados como endometrose o tipo de epitélio luminal mais
freqientemente observado foi similar ao das endometrites infiltrativas. A fibrose
intersticial, principalmente de forma difusa, e a fibrose perivascular foram
observadas. Houve alta incidéncia de ninhos fibroticos em todas as amostras.

Foi observado que nas endometrites mais severas, em ambas as
classificagbes, a densidade glandular foi relativamente menor.

Nas biopsias que foram classificadas como endometrose ativa (Figuras 4 e
5), foi observado epitélio luminal colunar baixo, fibrose periglandular. Presenca de
ninhos fibréticos (de quatro a seis ninhos por campo). Ainda foram identificadas
glandulas individuais circundadas por células estromais fibréticas com nucleos
ovoides, hipocrométicas, de tamanho médio a grande. Em alguns casos se
observou acumulo de secre¢do no lumen glandular. Presenca de ninhos fibréticos
(de quatro a seis ninhos por campo). Infiltrado inflamatério mononuclear discreto
em estrato compacto. Dilatacdo de lacunas linfaticas e acumulo de linfa no estrato
compacto, edema intersticial moderado, congestdo moderada em estrato
esponjoso.

Naquelas que foram classificadas como endometrose inativa (Figuras 6 e 7),
se observaram um epitélio pseudoestratificado colunar alto, se observou glandulas
isoladas envoltas por células estromais fusiformes com nucleos hipercromaticos e
alongados que estavam arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas
adjacentes. Ninhos fibréticos que variavam entre um nimero de quatro a cinco por
campo de visualizacdo, fibrose perivascular discreta e acimulo de secre¢do em
luz glandular. Focos de glandulas endometriais hiperplasicas com dilatacdo de
acinos e raras glandulas atréficas também foram identificados. Ainda foi
identificado um infiltrado inflamatorio mononuclear discreto periglandular.
Hemossiderose e congestdo acentuada em estrato esponjoso e moderada em
estrato compacto, edema difuso discreto. Edema intersticial também foi
identificado nas amostras.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva (Figuras 8 e 9)
foi identificado nas amostras de endométrio, epitélio pseudoestratificado colunar

alto. Foram observadas glandulas distintas circundadas por células estromais
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fibréticas com ndcleos ovoides, hipocromaticos de tamanho que variou entre
médio a grande e citoplasma palido, eventualmente células epiteliais glandulares
degeneradas eram observadas em algumas glandulas. Estas apresentavam
citoplasma vacuolizado. Em algumas amostras foram observadas figuras de
mitose, 20 figuras por campo, em objetiva de 20x. Epitélio glandular alto, acimulo
de secrecdo glandular. Ninhos fibréticos isolados foram notados em algumas
amostras, sendo que até dez ninhos em um campo, avaliado no aumento de 10x.
Infiltrado inflamat6rio mononuclear discreto em estrato compacto, congestao
difusa moderada, edema intersticial moderado, dilatacdo de lacunas linfaticas com
acumulo de linfa, dilatacdo de glandulas endometriais e retencdo de linfa no
estroma. Edema intersticial também foi observado.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva (Figuras 10
e 11) foi identificado um epitélio luminal colunar baixo. Foram observadas
glandulas isoladas circundadas por células estromais fusiformes com nucleos
alongados e hipercrométicos, arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas
contiguas. Ainda se identificou destruicdo multifocal de células epiteliais
glandulares. Ninhos fibréticos acima de quinze por campo. Em algumas amostras
foi identificada retencdo de secrec¢do no lumen glandular. Em uma das amostras,
se identificou uma area de retracdo cicatricial, com auséncia de glandulas. Ainda
se observou fibrose perivascular acentuada, proliferacdo de fibroblastos e
dilatacdo de vasos linfaticos com acumulo de linfa, presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear periglandular, além da presenca de eosinéfilos em
determinada amostra. Ainda se observaram focos de glandulas endometriais

hiperplasicas e fibrose perivascular. Congestdo moderada em estrato esponjoso.
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FIGURA 4 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Ativa. Glandulas
envoltas por células estromais fibroticas (seta) com ndcleos ovdides, hipocromaticas.
Hematoxilina Eosina. Objetiva: 40x.

FIGURA 5 — Fotomicrografia de endométrio equlino. Endometrose Ativa. Fibrose40
periglandular intensa e difusa. Masson. Objetiva: 40x.
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FIGURA 6 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Inativa. Glandulas
endometriais hiperplasicas com dilatacdo de acinos e acumulo de secrecdo (seta).
Hematoxilina Eosina. Objetiva: 40x.

FIGURA 7 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Inativa. Fibrosell
perivascular discreta e acimulo de secrecdo em luz glandular. Masson. Objetiva: 40x.



FIGURA 8 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Ativa Destrutiva.
Figuras de mitose (seta). Hematoxilina Eosina. Objetiva: 40x.

FIGURA 9 — Fotomicrografia de endométrio eqliino. Endometrose Ativa Destrutiva42
Glandulas fibroticas com acumulo de secrecao glandular. Masson. Objetiva: 40x.



FIGURA 10 — Fotomicrografia de endométrio eqiiino. Endometrose Inativa Destrutiva.
Glandulas com células epiteliais apresentando destruicdo multifocal (seta).
Hematoxilina Eosina. Objetiva: 40x.

FIGURA 11 — Fotomicrografia de endométrio equiino. Endometrose Inativa Destrutiva.
Focos de glandulas endometriais hiperplasicas e fibrose perivascular. Masson21r
Objetiva: 40X. 3



5.2. AVALIACAO HISTOQUIMICA DAS ENDOMETROSES

Nas amostras de endométrios saudaveis, houve predominancia de colageno
fibrilar, com distribuicéo reticular pelo endométrio. A regido que apresentou maior
deposicéo de colageno denso foi a perivascular.

Na categoria IlA, os estratos compacto e esponjoso, assim como a regiao
periglandular, apresentaram a deposicdo de colageno discreta e na regido
perivascular ocorreu de forma moderada. Todas as regibes avaliadas
demonstraram predominancia do colageno denso.

Na categoria 1IB, os estratos compacto e esponjoso, além da regido
periglandular, mostraram deposicdo de coldgeno moderada, e na regido
perivascular ocorreu de forma acentuada. Em todas as regifes avaliadas, se
observou uma predominancia do coladgeno denso, com excecdo da regido
subepitelial, onde o tipo misto foi observado.

A categoria lll se caracterizou pela deposi¢cdo acentuada de colageno em
todas as regifes, sendo observada a predominancia do tipo I. A regido que
apresentou maior acumulo de colageno foi a periglandular.

Quando aplicada a classificagdo de Ricketts e Alonso (1991), nas
endometroses houve deposicdo acentuada de colageno em todas as regibes
analisadas, exceto na regiao subepitelial, onde a intensidade foi moderada. Os
locais de maior deposicdo de coldgeno foram as regibes periglandular e
perivascular. Nesse processo, o0 colageno denso predominou em todas as
amostras, e nas regides periglandular e do estrato esponjoso somente este tipo de
colageno foi observado.

Utilizando-se esta técnica histoquimica, ficou evidenciada a diminuicdo da
guantidade de glandulas no endométrio fibrético, principalmente as bidpsias que
apresentaram fibrose intersticial acentuada.

Nas biépsias que foram classificadas como endometrose ativa (Figura 12),

em algumas poucas glandulas isoladas apresentando até duas camadas de
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fiborose ao redor, com formacdo de até dois ninhos fibréticos. Ainda foram
identificados focos de fibrose perivascular discreta. Em algumas amostras se
identificou fibrose intersticial severa. Nestas amostras, os locais de maior
deposicdo de colageno foram as regifes estrato esponjoso, inclusive na regiao
periglandular. Nesse processo, o colageno do tipo denso predominou em todas as
amostras.

Ao redor das glandulas fibréticas se observou uma deposicédo acentuada de
colageno amarelado e avermelhado.

As amostras classificadas como endometrose inativa (Figura 13), se
caracterizaram pela deposicdo acentuada de colageno em todas as regides,
sendo observada a predominancia do tipo denso. A regido que apresentou maior
acumulo de colageno foi o estrato esponjoso. Fibrose perivascular e intersticial,
com até cinco camadas. Presenca de até treze ninhos de fibrose por campo.
Ainda foram identificadas glandulas dilatadas com aspecto cistico. Os tipos de
colagenos observados ao redor das glandulas variaram entre o esverdeado e o
amarelado, sendo que predominou o colageno esverdeado. Algumas amostras de
endométrio demonstraram deposicdo de colageno amarelado em regido
perivascular, sobrepondo a presenca do colageno mais esverdeado.

Em determinadas bidpsias se identificou a deposi¢do acentuada de colageno
amarelo ao redor de glandulas endometriais fibréticas. Em amostras que
demonstraram um numero maior que quatro camadas de fibrose periglandular,
foram possiveis determinar o predominio de coladgeno amarelado. Além disto, se
identificou ainda uma deposicéo discreta de coladgeno esverdeado e acentuada de
amarelado em regiao perivascular.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva (Figura 14) se
observou que os locais de maior deposicdo de colageno foram as regifes do
estrato esponjoso e periglandular. Nesse processo, o colageno do tipo fibrilar
predominou em todas as amostras.

Foram identificados focos de fibrose perivascular acentuada, além de fibrose
intersticial em estrato esponjoso. Um numero de até vinte ninhos fibréticos foi

identificado, com glandulas envoltas por até cinco camadas de fibrose ao seu

45



redor. Nesta categoria, algumas amostras apresentaram deposicao discreta de
colageno fibrilar, onde predomina a coloracdo esverdeada, em regido
periglandular.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva (Figura 15),
houve predominancia de colageno denso, com distribuicdo reticular pelo
endométrio. A regido que apresentou maior deposicdo de colageno denso foi a
periglandular. Foi observada fibrose intersticial conspicua moderada, fibrose
perivascular acentuada, proliferacdo de fibroblastos, vasos linfaticos dilatados,
edema em estrato compacto, uma média de oito até vinte ninhos fibréticos por
campo, em algumas amostras de endométrio. Glandulas com entre duas a quatro
camadas de fibrose ao seu redor. Nas amostras de endométrio equino, foi
observada uma deposicdo discreta de colageno amarelado em regido
periglandular, em outras se identificou deposicdo mista de colageno ao redor das
glandulas fibréticas, assim como a regido perivascular apresentou uma quantidade
moderada de colageno misto. Naquelas amostras que apresentaram mais de
quinze ninhos glandulares fibroticos por campo, com deposicdo de trés a quatro
camadas de colageno, se identificou uma quantidade acentuada de colageno
denso (amarelo). Além de uma deposicdo moderada de colagenos amarelado em
regido perivascular. Em amostras que apresentaram mais de vinte ninhos
fibréticos por campo e formacdo de mais de quatro camadas de fibrose
periglandular, demonstraram uma quantidade acentuada de colageno denso, mais
amarelado e auséncia de colageno fibrilar (verde). Além de apresentar as mesmas

caracteristicas citadas em regido perivascular.
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FIGURA 12 — Fotomicrografia de endométrio eqliino. Endometrose Ativa. Colageno
fibrilar com arranjo reticular. Picrosirius Red — Polarizacdo. Objetiva: 40x.

FIGURA 13 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Inativa. Colageno
denso em regido periglandular. Picrosirius Red — Polarizag&do. Objetiva: 40x.



FIGURA 14 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Ativa Destrutiva.
Colageno fibrilar com arranjo reticular periglandular. Picrosirius Red — Polarizacao.
Obijetiva: 40x.

FIGURA 15 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Inativa Destruti®
Colageno denso em estrato esponjoso. Picrosirius Red — Polarizacdo. Objetiva: 40x.



5.2. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA DAS ENDOMETROSES

A expressdo de a-actina de musculo liso foi constatada em 93,3% das
amostras de endométrio equino.

Foi observada marcagcdo acentuada na parede dos vasos sanguineos e na
regido periglandular. Considerando-se as estruturas glandulares do endométrio,
esta expressdo ocorria mais comumente ao redor das glandulas endometriais
dilatadas e que freqlientemente apresentavam acumulo de secrecao no limen.

A expressao da a-actina de musculo liso foi observada ao redor de glandulas
endometriais fibroticas individualizadas ou agrupadas em ninhos fibroticos.

Nos endométrios categoria |, além dos vasos sanguineos, a expressao de a-
actina de musculo liso estava presente ao redor de glandulas dilatadas esparsas
em 60% das amostras. Uma ou duas camadas de fibrose circundavam estas
glandulas individualizadas, que eventualmente mostravam acimulo de secrecgéo.

Na categoria IlA, marcacdo acentuada estava presente na regido
periglandular, variando entre trés a vinte glandulas endometriais fibréticas por
campo de observagado. A expressao de a-actina de musculo liso foi detectada em
glandulas ndo dilatadas e em glandulas dilatadas e isoladas, sendo que algumas
apresentavam acumulo de secrecdo intraluminal. O numero de camadas de
fibrose periglandular observado variou de um a cinco, em glandulas isoladas. A
frequéncia maior de expressao nesta categoria ocorreu ao redor de glandulas
endometriais dilatadas e individuais, seguida pela da marcacdo ao redor de
glandulas endometriais ndo dilatadas e individuais (40% dos casos).

Na categoria 1B, as glandulas fibréticas individuais foram as estruturas que

apresentaram maior intensidade de marcacao ao seu redor (73,3% dos casos). As
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les@es fibroticas que expressavam a-actina de musculo liso ocorriam ao redor de
glandulas observadas de maneira individualizadas, variando de cinco a trinta e
dois focos por campo de observacao. Associados a isto, foram observados ninhos
fibréticos em 20% dos casos analisados. Sendo que até oito ninhos fibraticos por
campo de observacédo foram visualizados em uma das bidpsias.

Na categoria lll, os ninhos fibréticos foram as estruturas que apresentaram
maior intensidade de marcacdo positiva para a-actina de musculo liso (60% das
amostras). Sendo que o numero de camadas de fibrose ao redor das glandulas
variou de trés a cinco camadas de fibrose. Os ninhos fibréticos apresentaram um
namero de seis a dezessete glandulas endometriais fibréticas. Em seguida, as
estruturas que evidenciaram a imunomarcacao foram as glandulas endometriais
fibréticas isoladas, (40% das amostras). O numero de glandulas fibréticas isoladas
variou de dez a treze glandulas por campo de observacéo.

Utilizando-se a classificacdo de Ricketts e Alonso (1991), no endométrio
higido foi observada marcacgéo positiva para a-actina de musculo liso na parede
vascular ao redor de estruturas glandulares dilatadas. A expresséo periglandular
estava presente 16% das amostras, geralmente associada ao acumulo de
secrecao intraluminal.

As amostras classificadas como endometrose representaram 44% da
marcacdo positiva para a-SMA. A maior positividade para este anticorpo estava
presente ao redor das glandulas endometriais fibréticas dilatadas.

Nas bidpsias que foram classificadas como endometrose ativa (Figura 16), se
observou a marcacéo intensa nas regioes periglandular e perivascular, variando
entre trés a sete glandulas endometriais fibroticas por campo de observacédo. A
expressao de a-actina de musculo liso foi detectada em glandulas néo dilatadas e
em glandulas dilatadas e isoladas, sendo que algumas apresentavam acumulo de
secrecao intraluminal.

O numero de camadas de fibrose se estabeleceu na imunoexpressao de uma
camada de fibrose periglandular. A intensidade da reacdo da imunoexpressao da

a-actina de musculo liso foi moderada.
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Aquelas biopsias que foram classificadas como endometrose inativa (Figura
17), se diferenciaram pela marcacao discreta em regides perivascular e
periglandular, sendo que o numero de glandulas fibréticas individualizadas variou
entre dez e treze glandulas por campo de observagdo. Além de marcacéo
moderada em ninhos fibréticos. Em determinadas amostras, a imunoexpressao
da camada de fibrose ocorreu somente em parte da circunferéncia glandular, o
gue determinou uma intensidade de reagao leve.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva (Figura 18) a
marcacdo mais evidente foi verificada ao redor das glandulas fibréticas. Uma
média de seis ninhos fibréticos foi observada por campo. O nimero de camadas
de fibrose periglandular oscilou entre quatro a cinco camadas. Glandulas
individualizadas em numero de até vinte por campo, dilatadas com acumulo de
secrecao no lumen. Glandulas fibroticas envoltas por camadas com duas a trés
camadas de miofibroblastos, com imunoexpressdo variando em intensidade de
moderada. Foi observada imunoexpressao em regiao perivascular.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva (Figura 19),
além dos vasos sanguineos, a expressdo de a-actina de musculo liso estava
presente ao redor de glandulas dilatadas esparsas, que variou entre dezessete a
vinte glandulas por campo. E o numero de camadas de fibrose periglandular
variou de trés a quatro ao redor de ninhos fibréticos e glandulas individuais, que
variou em numero de dez por campo de analise. Estas glandulas apresentaram
uma imunoexpressao que oscilou em intensidade de grau dois a trés, e com
presenca de até quatro camadas de fibrose. Ninhos fibréticos foram identificados

em até seis por campo.
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FIGURA 16 — Fotomicrografia de endométrio equiino. Endometrose Ativa. Marcacao
imunoistoquimica de a-SMA positiva na parede dos vasos (seta) e ao redor de
estruturas glandulares dilatadas e repletas de secrecao (seta). Objetiva: 40x.

FIGURA 17 — Fotomicrografia de endométrio equino. Endometrose Inativa. Marcacao
imunoistoquimica de a-SMA positiva fraca em regido periglandular. Objetiva: 40x. 52
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FIGURA 18 — Fotomicrografia de endométrio eqiiino. Endometrose Ativa Destrutiva.

Marcacao imunoistoquimica de a-SMA ao redor estruturas glandulares dilatadas e
finliras de mitnse (ceta) Ohietivar 40x

FIGURA 19 — Fotomicrografia de endométrio eqliino. Endometrose Inativa Destrutiva.
Marcac&o imunoistoquimica de a-SMA positiva moderada em regido periglandulab3
(seta) e ao redor de vasos (seta). Objetiva: 40x.
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6. DISCUSSAO

Nielsen (2005) mostrou que a avaliacdo histologica de bidpsias endometriais
representa o melhor método para o diagnostico de endometrite e infecgcéo uterina.
Segundo este mesmo autor, a histologia endometrial permite a deteccdo da
resposta inflamatoria causada por diferentes agentes infecciosos e de desordens
degenerativas cronicas do endométrio na mesma amostra.

As alteracdes fibréticas foram as lesBes de maior importancia identificadas
nas biopsias endometriais equinas. Os primeiros dados sobre amostras de
endométrio equino foram descritos por Ricketts (1975). O grau de fibrose
periglandular e inflamacé&o foram os critérios usados por Kenney e Doig (1986) e
Ricketts e Alonso (1991) para classificarem as amostras de bidpsias uterinas. A
avaliacao do grau de fibrose endometrial € importante, pois ao contrario das
alteracOes inflamatorias, € permanente. Nestas lesdes a deposi¢do de colageno
ocorre mais comumente ao redor das glandulas ou associada a membrana basal
(KENNEY e DOIG, 1986).

Nas ultimas décadas, véarios estudos tém demonstrado que uma bidpsia é
representativa para a determinacdo das alteragcdes presentes no endométrio como
um todo (BLANCHARD et al., 1987; BERGMAN e KENNEY, 1975; WAELCHLI,
1989). Outros estudos em éguas, no entanto, apresentaram variacdes
consideraveis dentro de areas diferentes do Utero (FIALA et al., 2010; DYBAL et
al., 1991).

No presente estudo foram utilizados trés critérios de classificacdo das
endometroses nas éguas. Empregando a classificacdo de Kenney e Doig (1986)
para as endometrites cronicas e a definicAo de endometrite crbnica degenerativa
(endometrose), descrita por Ricketts e Alonso (1991). A caracterizagcdo dos
diferentes tipos de endometrose foi realizada de acordo com a classificacdo

morfoldgica proposta por Hoffmann et al., (2009).
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Dentre as quinze amostras de endométrio, alteracdes fibroticas como fibrose
perivascular e intersticial foram observadas em um numero significativo de
amostras, sendo o acumulo do coldgeno na regido perivascular e intersticial de
forma discreta e focal, em amostras de endométrio classificadas como categoria I.
Estes critérios ndo considerados na classificacdo de Kenney e Doig (1986).

As amostras inseridas na categoria Ill, conforme Kenney e Doig (1986)
mostraram fibrose periglandular intensa, com deposicdo acentuada de colageno e
ninhos fibréticos frequentes.

Conforme a classificacdo de Hoffmann et al. (2009), neste estudo foi
observada nas biopsias com endometrose ativa, glandulas individuais circundadas
por células estromais fibroticas com nucleos ovoides, hipocromaticas, de tamanho
meédio a grande. Em alguns casos se observou acumulo de secrecdo no limen
glandular. O endométrio acometido pelo processo fibrético se torna incapaz de
produzir substancias histotroficas de qualidade e em quantidades adequadas. Nas
éguas o trofoblasto ndo € invasivo e as secrecdes uterinas sdo consideradas
essenciais para a manutencao do desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido.
Como resultados deste quadro surgem diferengcas marcantes entre o padrao das
secrecdes produzidas pelo epitélio glandular nos focos fibréticos e o das glandulas
nao afetadas (HOFFMANN et al., 2009).

Nas bidpsias endometriais que foram classificadas como endometrose ativa
destrutiva foram observadas células estromais fibroticas com nucleos ovoides,
hipocromaticos de tamanho que variou entre médio a grande e citoplasma palido.
Além disto, células epiteliais glandulares degeneradas em raras glandulas, com
ndcleo picnético e citoplasma vacuolizado. Sendo que em algumas amostras,
foram identificadas figuras de mitose.

Nas amostras de endométrio que tiveram endometrose inativa destrutiva
foram observadas glandulas isoladas circundadas por células estromais fusiformes
com nucleos alongados e hipercrométicos, arranjadas paralelamente ao eixo das
glandulas contiguas. Ainda se identificou destruicdo multifocal de células epiteliais
glandulares. Conforme trabalho realizado por Hoffmann et al. (2003) foi possivel

distinguir endometroses destrutiva de uma nao destrutiva. Enquanto uma
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endometrose nado destrutiva é caracterizada por alteracdes leves do epitélio
glandular, as glandulas da endometrose destrutiva, ocorrendo em 25% dos casos
avaliados, mostraram sinais de uma grave degeneracao epitelial com perda da
morfologia glandular. Subtipos de endometrose ativa (nucleo ovoide e
hipocromatico) e inativa (nucleo fusiforme e hipercromético) deram origem a
fibrose periglandular. A concomitancia de ambos os tipos € frequente em uma
bidpsia.

Segundo a descricdo de Hoffmann et al. (2009), no que se refere a
morfologia das células estromais periglandulares, nos focos de fibrose na
endometrose, uma diferenciacao ativa e inativa pode ser estabelecida. Porém, em
contraste com as células estromais inalteradas, alterac6es enddcrinas sazonais ou
ciclicas ndo apresentam influéncia notavel sobre a atividade das células do
estroma fibrético. Ainda, se observou distintamente reduzida expressao de células
estromais fibréticas, quando comparado ao estroma higido, definindo um processo
de endometrose. Observagbes semelhantes tém sido descritos em processos
neoplasicos de endométrio humano (CHU et al., 2003; AMANT et al., 2004).

Conforme Blanchard et al., (1987) os métodos de coloracfes tricrdmicos
auxiliam na avaliacdo histoquimica de bidpsias endometriais representando um
método eficaz para a afirmacao de diagndsticos mais concisos.

Neste estudo foram empregados os métodos histoquimicos para identificagéo
de colageno, como Tricromico de Masson e Picrosirius-Polarizacdo, o que permitiu
a identificagéo dos focos de fibrose com maior nitidez, bem como sua distribuigéo
e quantificacéo, além da identificacao dos tipos de colageno presente na fibrose.

Nas bidpsias classificadas como categoria |, alteracbes fibroticas como
fibrose perivascular e intersticial foram observadas em um ndamero significativo de
casos, sendo que o tipo de coldgeno predominante foi do tipo fibrilar. Conforme ja
observado por Nunes (2003, 2006), Porto (2006, 2009) e Masseno (2009).

As bidpsias inclusas na categoria IIA de Kenney e Doig (1986) demonstraram
moderada quantidade de ninhos fibréticos e fibrose periglandular e perivascular e
deposicdo discreta de colageno. Conforme ressaltado por Nunes (2003) houve

casos em que a fibrose esteve presente de maneira inconspicua.
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No presente estudo, as bidpsias classificadas como categoria Ill, conforme
Kenney e Doig (1986) demonstraram fibrose periglandular intensa, com deposicéo
acentuada de colageno e ninhos fibroticos frequentes.

Quando usada a classificacdo de Ricketts e Alonso (1991) todas as amostras
utilizadas de endometrose alteragbes degenerativas foram notadas com maior
ocorréncia.

Quando utilizada a classificacdo de Hoffmann et al. (2009), nas amostras
classificadas como endometrose ativa, foram encontradas poucas glandulas
isoladas apresentando até duas camadas de fibrose ao redor (de duas a trés
camadas de fibrose), com formacdo de até dois ninhos fibréticos. Ainda foram
identificados focos de fibrose perivascular discreta. Em algumas amostras se
identificou fibrose intersticial severa. Nestas amostras, os locais de maior
deposicdo de colageno foram as regides estrato esponjoso e periglandular. Nesse
processo, 0 colageno do tipo denso predominou em todas as amostras. Ao redor
das glandulas fibréticas se observou uma deposicdo acentuada de colageno
amarelo.

Ja naquelas que foram identificadas como endometrose inativa destrutiva, se
observou uma predominancia de coldgeno denso, com distribuicdo reticular pelo
endométrio. A regido que apresentou maior deposicdo de colageno denso foi a
periglandular. Foi observada fibrose intersticial conspicua moderada, fibrose
perivascular acentuada, proliferacdo de fibroblastos, vasos linfaticos dilatados,
edema em estrato compacto, uma média de oito até vinte ninhos fibréticos por
campo de visualizacdo, em algumas amostras de endométrio. Glandulas com
entre duas a quatro camadas de fibrose ao seu redor. Em estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo demonstraram que no processo fibrotico do
endométrio das éguas ocorre a substituicdo gradativa do colageno fibrilar com
distribuicdo reticular, predominante nas amostras de endométrio sadio, pelo
colageno denso, conforme aumenta o grau das lesdes endometriais.

Este tipo de colageno é mais denso, e € encontrado preferencialmente na
regido periglandular (NUNES, 2003; PORTO, 2006; NUNES, 2006 e MASSENO,

2009). Isso reforca a hipétese de que ocorre a substituicdo gradativa do tecido
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funcional endometrial por fibrose, o que conduz a atrofia. Com isso, ha
comprometimento da producédo de histotréfo, incapacidade de nidacdo do embrido
e continuidade da gestacdo (GRAY et al., 2001; AMARAL, 2002).

De forma geral ndo foi constatada no presente trabalho uma variacdo
importante na distribuicdo das fibras colagenas entre os diferentes tipos de
endometrose descritas por Hoffmann et al. (2009). No entanto, notou-se que nas
endometroses ativa e ativa destrutiva o tipo de colageno predominante € o que
possui arranjo reticular, menos denso, enquanto que nas endometroses inativa e
inativa destrutiva o predominio foi de um colageno mais denso. Além disso, nestes
dois ultimos tipos era evidente a concomitancia de comprometimento periglandular
e perivascular, sugerindo uma possivel origem vascular para as alteracdes
endometriais. Nunes (2006) relatou que todas as amostras de endometrose
apresentaram lesdes vasculares, classificadas como fibroelastose, porém estas
foram consideradas como graves em apenas 16,65% das amostras. A relacao
entre o desenvolvimento da endometrose e alteragbes vasculares ja havia sido
citada por Inoue et al. (2000), porém nao foi ainda estabelecida a patogénese
deste processo.

A técnica de imunoistoquimica se baseia na capacidade que tém os
anticorpos especificos de se ligarem a antigenos correspondentes. Além do
inestimavel auxilio ao diagnostico de diferentes tipos de lesdes, as reacodes
imunoistoquimicas tém permitido a identificacdo de diferentes tipos de marcadores
biolégicos (enzimas, receptores, produtos de genes) (BOENISH, 1989).

Foi observado no presente estudo que as amostras de endometrose ativa
destrutiva apresentaram maior expressdo da alfa actina de musculo liso. Uma
maior quantidade de glandulas fibroticas isoladas demonstrou a expressao desta
proteina, uma marcacao entre trés a quatro camadas de células. No entanto, o
gue demonstrou reacdo com menor expressado foram as amostras de endomeétrio
classificadas em endometrose ativa, o que também corrobora os dados
encontrados por Hoffmann et al. (2003), que relataram expressao de 20 a 40% de
células marcadas. Neste estudo, foi identificado um numero de trés a sete

glandulas que expressavam a-SMA por campo.
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Os fibroblastos expressam fatores de diferenciagdo muscular durante os
processos fibroticos, como a a-actina de musculo liso, que conferem a estas
células a capacidade de contragédo (SAPPINO et al., 1990).

Os miofibroblastos participam na sintese da matriz extracelular e na
producéo de forgca mecanica, com influéncia na reorganizacdo da matriz e na
contracdo da ferida (TOMASEK et al., 2002). No endométrio equino, o0s
fibroblastos que circundam as glandulas uterinas fibréticas nas endometroses
mostram forte imunoreatividade para a-actina de musculo liso. Mais ainda,
glandulas cisticas sao circundadas por uma camada de células positivas para esta
proteina (WALTER et al., 2001). Miofibroblastos participam do processo de
formacdo da fibrose periglandular (EVANS et al., 1998; RAILA, 2000). Dessa

forma, a co-expressdo de a-SMA no estroma pode ser observada principalmente

em focos de fibrose destrutiva, 0 que corrobora com a imunomarcacao descrita
anteriormente para a marcacao tipica de miofibroblastos (SAPPINO et al., 1990).

Uma variabilidade distinta em todos os tipos de endometrose foi visto na
imunoexpressao de microfilamentos a-actina de musculo liso. No entanto, as
células estromais observadas nas endometroses destrutivas, em particular no
endometrose destrutiva ativa, tendiam a expressar mais acentuadamente a-SMA.

Em trabalho realizado por Hoffmann et al. (2003), foi identificada a
imunoexpressao de alfa actina de musculo liso entre moderada a acentuada, nas
bidpsias classificadas como endometrose ativa destrutiva. Nas demais categorias,
a imunomarcacao se apresentou como leve a moderada.

Segundo este mesmo autor (HOFFMANN et al.,, 2009), amostras de
endométrio classificados como endometrose ativa destrutiva apresentaram
imunomarcacdo de a-SMA mais evidente em 50 a 80% das amostras avaliadas.
Estes dados confirmam que a proliferacdo de células estromais e sua
diferenciagcdo em miofibroblastos assim como o aumento da sintese de matriz
extracelular respondem a acdo sinergistica e autoinduzida de mediadores,
resultando em fibrose periglandular. A concomitancia do processo de endometrite
seria uma das causas da ativagcdo metabodlica das células estromais fibroticas.

Algumas destas etapas da progresséo do processo fibrotico endometrial estdo de
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acordo com observacdes anteriores de outros autores (BORDER e NOBLE, 1994;
RAILA, 2000; MENKER e ADLER, 2002). Além disso, os estagios iniciais da
fibrose sdo diferenciados por alteracdes discretas da membrana basal e acumulo
focal de células estromais com capacidade de sintetizar fibras colagenas.
Contudo, como citado anteriormente, em alguns processos fibroticos endometriais
predominam células estromais metabolicamente inativas sem capacidade de
sintese de colageno (HOFFMANN et al., 2009).

O primeiro sinal de endometrose € a diferenciacdo morfolégica e funcional
atipica das células estromais periglandulares endometriais. No estagio inicial,
estas células mostram-se grandes e poligonais, sendo capazes de sintetizar fibras
colagenas. Na fibrose avancada, predominam células estromais metabolicamente
ativas ou inativas sem capacidade de sintese de colageno, assim como
miofibroblastos (EVANS et al., 1998; RAILA, 2000; WALTER et al.,, 2001). A
contratibilidade destas pode levar a constriccdo das glandulas uterinas, o que
resulta em dilatacdo glandular (HOFFMANN et al., 2009). Deve ser ressaltado que
ja se verificou que nos quadros graves de fibrose endometrial, células estromais
periglandulares mostram indices apoptéticos menores. Este achado pode
representar um mecanismo de perpetuacao destas células no foco fibrético, o que
se relaciona a deposicao gradativa de colageno nestas areas (PORTO, 2009).
Desta forma se depreende que, no processo de endometrose, ainda existem
inUmeras duvidas sobre a funcdo dos miofibroblastos.

O principio da fibrose € caracterizado por células estromais poligonais
grandes que sintetizam fibras de colageno com arranjo reticular. Na fibrose
avancada, sao identificadas as células estromais ativas ou inativas
metabolicamente sem sintese de colageno, bem como os miofibroblastos como
células predominantes (RAILA, 2000). Subsequentemente ocorrem a degeneracao
epitelial e uma dilatacdo glandular (SCHOON et al., 1992).

Como resultado ocorrem alteragdes marcantes nos focos fibréticos e seus
padrées histoquimicos (SCHOON et al., 1995), bem como na expressao dos
receptores de hormonios esterdides, na intensidade de proliferacdo (AUPPERLE
et al., 1999) e nos filamentos intermediarios (AUPPERLE et al., 1997). Essas
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modificagBes nas glandulas fibréticas podem ter como consequéncias alteracées
gqualitativas e quantitativas das secrecdes endometriais e, portanto, um

desequilibrio do microambiente intrauterino (HEIN, 2000).

Consideracoes Finais
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A endometrose é um processo cronico que acomete que se caracteriza pela
fibrose e pela alteracdo morfo-funcional do endométrio. Um dos seus sinais mais
caracteristicos € a proliferacdo de fibroblastos e a deposi¢cdo de colageno redor
das glandulas endometriais, 0 que tem por consequéncia o comprometimento do
funcionamento destas estruturas que sao vitais para 0 desenvolvimento do
embrido.

A origem da endometrose ndo esta ainda estabelecida, porém os dados
obtidos até o momento permitem diferenciar conjuntos de alterac6es morfolégicas
sequenciais que indicam os estagios de evolucdo deste processo. No presente
trabalho pode-se constatar que o arranjo das fibras colagenas e suas
caracteristicas, esta relacionado com o tipo de evolugcdo do processo e,
eventualmente, com a sua possivel origem. Exemplos disto sdo a presenca do
arranjo mais denso do colageno ao redor de glandulas e vasos sanguineos nas
endometroses inativas, o que pode indicar as alteragbes vasculares como
causadoras da endometrose nestes casos. O conhecimento das funcbes dos
miofibroblastos nos processos fibroticos do endométrio continua necessitando de
estudos mais amplos, porém sua atuacdo no suporte fisico da estrutura glandular
e 0 estresse mecanico exercido sobre as glandulas devido a sua capacidade de
contragdo sdo funcdes destas células ja descritas. Além disto, estas células tém
relacéo direta com a deposicéo de coldgeno nas regides onde estao presentes.
Sendo assim, acreditamos que as investigacbes sobre as caracteristicas
evolutivas do processo de endometrose nas éguas, a partir de dados
morfoldgicos, podem contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos sobre 0s
mecanismos do processo e consequentemente sugerir acdes terapéuticas que

possam reverter interromper ou retardar sua evolucao.
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Entretanto, as células estromais associadas a fibrose mostraram indices
proliferativos significativamente menores do que as células estromais nédo

associadas a fibrose.
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Conclusoes
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8. CONCLUSOES

v" O processo de endometrose mostra variacdes morfologicas que permitem
diferenciar subtipos definidos.

v' O colageno de arranjo reticular predomina nas lesbes fibroticas nas
endometroses ativa e ativa destrutiva.

v' O colageno denso predomina nas lesdes fibroticas das endometroses
inativa e inativa destrutivas.

v As lesdes fibréticas vasculares mais graves acompanham as endometroses
inativa e ativa destrutiva sugerindo que estes dois tipos de endometroses
tenham origem naquelas lesoes.

v A expressdo mais fraca de a-SMA nos ninhos fibréticos das endometroses

inativas reflete a predominancia de fibrocitos nestas lesoes.
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1. RESUMO

A endometrite € a principal causa de reducdo da fertilidade em éguas. Nas
endometroses, glandulas dilatadas e repletas de secrecéo e restos celulares sao
observadas com frequéncia no endométrio equino, assim como glandulas nao
dilatadas que mostram acentuada reacéo fibrética. Este estudo teve como objetivo
avaliar a fibrose endometrial das éguas considerando as caracteristicas
histomorfologica, histoquimica e imunoistoquimica da endometrose ativa,
endometrose inativa, endometrose inativa destrutiva e endometrose ativa
destrutiva, procurando esclarecer a participacdo dos miofibroblastos nestes
processos que podem influenciar a progressdo da doenca. A origem da
endometrose ndo esta ainda estabelecida, porém os dados obtidos até o momento
permitem diferenciar conjuntos de alteracdes morfolégicas sequenciais que
indicam os estagios de evolucdo deste processo. No presente trabalho pode-se
constatar que o arranjo das fibras colagenas e suas caracteristicas, esta
relacionado com o tipo de evolucdo do processo e, eventualmente, com a sua
possivel origem. Exemplos disto sdo a presenca do arranjo mais denso do
colageno ao redor de glandulas e vasos sanguineos nas endometroses inativas, o
gue pode indicar as alteragbes vasculares como causadoras da endometrose
nestes casos. O conhecimento das fungdes dos miofibroblastos nos processos
fibréticos do endométrio continua necessitando de estudos mais amplos, porém
sua atuacdo no suporte fisico da estrutura glandular e o estresse mecanico
exercido sobre as glandulas devido a sua capacidade de contracdo séo funcoes
destas células ja descritas. Aléem disto, estas ceélulas tém relacdo direta com a
deposicédo de colageno nas regides onde estdo presentes.

Palavras-chave: Egua, endométrio, endometrose.
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2. ABSTRACT

Endometritis is the leading cause of impaired fertility in horses. In endometroses,
dilated glands filled with secretion and cell debris are seen frequently in equine
endometrium, as well as non-dilated glands showing marked fibrotic reaction. This
study aimed to evaluate the endometrial fibrosis considering the characteristics of
mares histomorphological, histochemical and immunohistochemical studies of
endometriosis active, inactive endometriosis, endometriosis endometriosis active
and inactive destructive destructive, seeking to clarify the involvement of
myofibroblasts in these processes that may influence disease progression. The
origin of endometriosis is not yet established, but the data obtained so far allow to
differentiate sets of sequential morphological changes that indicate the stages of
evolution of this process. In the present work can be seen that the arrangement of
collagen fibers and their characteristics, is related to the type of process evolution
and eventually to their possible origin. Examples include the presence of the
denser arrangement of collagen around glands and blood vessels in endometroses
inactive, which may indicate the cause of vascular disorders such as endometriosis
in these cases. Knowledge of the functions of myofibroblasts in fibrotic processes
of the endometrium is still in need of further studies, but its performance in physical
support of the glandular structure and the mechanical stress exerted on the gland
due to its ability to contract are functions of these cells already described.
Moreover, these cells are directly related to the deposition of collagen in the
regions where they are present.

Keywords: Mare, endometrium, endometrosis.
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3. INTRODUCAO

A endometrite crbnica infiltrativa e a doenca endometrial degenerativa cronica sao
as duas alteracdes histopatoldgicas mais comumente observadas nas bidpsias
endometriais de éguas inférteis e subférteis (Ricketts e Alonso, 1991).

A doenca endometrial degenerativa crbnica € uma condicdo progressiva
inevitavel e estd mais diretamente associada aos efeitos da idade do que ao
namero de partos. A também denominada endometrose nédo é uma condi¢cao pos-
cobertura, embora esteja associada a falha do clearance uterino, mas também
pode ser resultado de repetidas inflamacdes e do avanco da idade (WATSON,
2000).

O termo em si determina cronicidade e se caracteriza por alteragdes
degenerativas (ALLEN, 1993) e mais especificamente, é definida como fibrose
grave seguida por dilatacdo cistica das glandulas endoemtriais (HOFFMANN et
al., 2009). A etiologia e a patogenia da endometrose sdo desconhecidas
(HOFFMANN et al., 2003).

A endometrose € um processo progressivo e irreversivel, esta correlacionada
com a idade e é agravada por estimulos recorrentes como coito, infeccées ou
gestacao (RICKETTS e ALONSO, 1991).

Ricketts e Alonso (1991) observaram que com o aumento da idade das
éguas surgem sinais avancados de doenca degenerativa endometrial,
independentemente de alteracdes relacionadas as infec¢des, prenhez, partos e/ou
involug&o uterina pdés-parto.

Nestas lesbes a deposicdo de colageno ocorre mais comumente ao redor
das glandulas ou associada & membrana basal. Essa alteragdo compromete a
integridade e a funcao das glandulas endometriais, estruturas necessarias desde o

periodo de pré-implantacdo embriondria até o desenvolvimento placentario
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completo. Nas glandulas fibréticas, o epitélio se diferencia irregularmente, além de
ocorrer a modificagdo das secrecdes glandulares. Portanto, nos casos mais
severos, mesmo que ocorra implantacdo embrionaria, a redugdo ou alteragédo
dessas secrecbes podem causar a nutricdo inadequada do feto, o que pode
resultar em aborto (WALTER et al., 2001).

A fibrose pode estar localizada no estrato esponjoso, envolvendo a base das
glandulas, resultando na formagédo dos ninhos fibréticos, ou ainda no estrato
compacto envolvendo os ductos das glandulas, comprometendo o fluxo de
secrecao e resultando em dilatacdo glandular e formacédo de cistos (AMARAL,
2002).

No que diz respeito ao endométrio equino, Caldini (1992) concluiu que o
estudo histoquimico e ultra-estrutural do coldgeno na fibrose periglandular revelou
gue a base molecular deste processo reside na substituicdo do colageno do tipo
fibrilar, presente na maior parte da lamina propria do endométrio, por colageno do
tipo denso. Estudos anteriores realizados demonstraram que no processo fibrotico
do endométrio das éguas ocorre a substituicdo gradativa do colageno do tipo
fibrilar com distribuig&o reticular, predominante nas amostras de endométrio sadio,
pelo colageno denso, conforme aumenta o grau das lesdes endometriais. Este tipo
de colageno € mais denso, e é encontrado preferencialmente na regido
periglandular (NUNES, 2003; PORTO, 2006; NUNES, 2006 e MASSENO, 2009).

Masseno (2009) verificou que o coldgeno denso predominou nos
endométrios que mostraram graus de lesdo mais acentuados, depositando-se
principalmente nas lesdes fibréticas periglandulares e, na medida em que estas
lesbes se tornavam mais graves, eram mais numerosas as ceélulas que
expressavam a-SMA, descritas como miofibroblastos.

Deve-se ressaltar que ja foi verificado que nos quadros graves de fibrose
endometrial, as células estromais que se concentram em torno de estruturas
glandulares mostram indices apoptoticos menores. Este achado pode representar
um mecanismo de estabilizacdo destas células no foco fibrético, o que se

relaciona a deposicdo gradativa de colageno nestas areas (PORTO, 2009). Desta
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forma depreende-se que, no processo de endometrose, ainda existem iniUmeras
duvidas sobre a funcédo dos miofibroblastos.

A presenca mais expressiva dos miofibroblastos nas lesdes fibréticas e a sua
associacdo com a deposicdo de colageno denso no endométrio nos leva a
relacionar estas células com a alteracdo do estroma observada nos processos
cronicos endometriais, que se manifesta muitas vezes pela substituicAo do
colageno fibrilar por um tipo de colageno mais denso (MASSENO, 2009).

Em trabalho recente HOFFMANN et al., (2009) que a proliferacdo de células
estromais e sua diferenciacdo em miofibroblastos assim como o aumento da
sintese de matriz extracelular respondem a acdo sinergistica e autoinduzida de
mediadores, resultando em fibrose periglandular. Estes autores descrevem
morfologicamente as fases de evolugdo do processo fibrético na endometrose
denominando-as de endometrose ativa, endometrose inativa, endometrose inativa
destrutiva e endometrose ativa destrutiva.

Este estudo teve como objetivo avaliar a fibrose endometrial das éguas
considerando as caracteristicas histomorfoldgica, histoquimica e imunoistoquimica

das provaveis fases evolutivas do processo de endometrose nas éguas.

4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no presente trabalho 40 biopsias endometriais que
constavam do arquivo de blocos do Servigco de Patologia Veterinaria da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Campus de Botucatu — SP. As
biépsias uterinas foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas, lavadas em
agua corrente e transferidas para a solugéo de alcool a 70%. Posteriormente, as
amostras foram submetidas aos processos de rotina para inclusdo em parafina.
De cada uma das amostras foram confeccionados cortes com trés micrometros de
espessura em microtomo rotativo que foram corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson e Picrosirius Red. Cortes do mesmo
material foram submetidos aos procedimentos imunoistoquimicos. Nos

procedimentos imunoistoquimicos O anticorpo primario utilizado neste trabalho foi
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anticorpo anti-a-SMA (céd. M0851, Clone 1A4 - Dako). O anticorpo primario foi
diluido em solucéo a 1% de albumina sérica bovina em solucédo tampéo de TRIS
(TRIZMA base, D5637 Sigma Chemical CO, St. Louis, E.U.A.). A concentragéo
utilizada foi de 1:1250.

Cortes de trés micrometros das bidpsias uterinas foram colocados em
laminas histoldgicas, previamente tratadas com solugédo de Poli-L-Lisina (P8920-
Sigma), desparafinizados e hidratados. As laminas, em seguida, foram colocadas
em estufa a 60°C por 24 horas, para que houvesse boa adesdo do tecido a
lamina. Apés este procedimento, os cortes foram submetidos aos processos de
desparafinizacédo e hidratacdo. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito como
solucéo de partes iguais, agua oxigenada a 30% (30 volumes) diluida em metanol
na proporc¢ao 1:9, por 10 minutos.

Para este anticorpo foi utilizado o calor imido em Pascal (Dako, S2800-1), a
125° C durante 30 segundos com Citrato a 10mM, pH — 6,0. Em seguida, foi
realizado o bloqueio de ligagbes inespecificas com leite desnatado Molico® 3%

em TRIS 10mM, pH 7,5. Conforme a orientacdo do fabricante, o Sistema de

visualizacéo, Novolink™ Max Polymer Detection Systems, RE7260-K (1250
testes). Foram aplicados 100uL do reagente Post Primary Block nas laminas e, em
seguida, estas foram incubadas durante 30 minutos. As laminas foram lavadas em
TRIS trés vezes por 5 minutos. Foram aplicados 100uL do reagente Max Polymer,
em seguida, foram incubadas durante 30 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em TRIS trés vezes por 5 minutos.

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

A caracterizacao dos diferentes tipos de endometrose foi realizada de acordo
com a classificagdo morfologica proposta por Hoffmann et al., (2009). Os cortes
corados pelo método do Tricrdmico de Masson foram utilizados para determinar a
localizacdo e o grau de fibrose, permitindo a categorizacdo da lesdo endometrial.

As laminas coradas com Picrosirius Red foram utilizadas para a avaliagao do tipo
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de colageno endometrial. Para o material corado pelo método do Picrosirius Red,
utilizou-se microscopio de luz polarizada, modelo Axio Imager Al (Carl Zeiss,
Alemanha). Nesta andlise foi realizada uma avaliagdo detalhada da distribui¢cdo do
colageno, determinando-se as estruturas de sua maior concentracdo no
endométrio. Na analise do tipo de colageno presente nas amostras foi feita uma
avaliagdo com base na refringéncia das fibras sob polarizacdo de luz: as fibras
espessas e de coloracdo amarelada a avermelhada foram classificadas como
coladgeno denso e as fibrilas delgadas e de coloracdo esverdeada, como de
colageno fibrilar. A avaliacdo descritiva para a imuno-reatividade foi realizada
considerando-se o0s tipos celulares positivos entre as diferentes estruturas

marcadas

5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DAS ENDOMETROSES

Apbs a classificacdo histolégica das 25 bidpsias de acordo com a descri¢ao
de Hoffmann et al. (2009), 06 animais foram inclusos na classificacdo de
endometrose ativa, 06 animais na endometrose ativa destrutiva, 07 animais na
endometrose inativa e 06 amostras foram classificadas como endometrose inativa
destrutiva. Os resultados da classificacdo histologica dos 25 casos de

endometroses estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo das endometroses de acordo com Hoffmann et al.
(2009).

Endometroses Numero de Casos Percentual (%) |
Endometrose ativa 06 24
Endometrose inativa 07 28
Endometrose ativa destrutiva 06 24
Endometrose inativa 06 24
destrutiva

TOTAL 25 100
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Nas biépsias que foram classificadas como endometrose ativa foi observado
gue o epitélio luminal era constituido por células colunares baixas. O estrato
compacto apresentava infiltrado inflamatorio mononuclear difuso em grau discreto.
No estrato esponjoso 0 edema intersticial moderado e a lacunas linfaticas eram as
alteracbes vasculares que chamavam a atencdo. A fibrose periglandular estava
presente em glandulas individuais ou formando ninhos fibréticos, geralmente de
guatro a seis ninhos por campo de observacdo no aumento de 10 vezes. Estas
glandulas eram circundadas por até quatro camadas de células estromais
fibréticas com ndcleos ovoides, hipocromaticos, de tamanho médio a grande. Em
algumas destas estruturas era nitido o acimulo de secre¢do no lumen glandular,
muitas vezes associados a dilatacao cistica da glandula.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva o epitélio
luminal era formado por células colunares altas de arranjo pseudoestratificado.
Foram observadas glandulas distintas circundadas por células estromais fibroticas
com nucleos ovoides, hipocromaticos de tamanho que variou entre médio a
grande e citoplasma palido, eventualmente células epiteliais glandulares
degeneradas com citoplasma vacuolizado eram observadas em algumas
glandulas. O epitélio glandular era alto, inclusive nas glandulas fibroticas e em
uma das amostras foi observada a presenca de figuras de mitose frequentes. Até
dez ninhos foram observados, em cada amostra. Infiltrado inflamatorio
mononuclear discreto em estrato compacto, congestao difusa moderada, edema
intersticial moderado, dilatacdo de lacunas linfaticas com acumulo de linfa,
dilatacdo de glandulas endometriais e retencdo de linfa no estroma. Edema
intersticial também foi observado.

Naquelas que foram classificadas como endometrose inativa, se observaram
um epitélio pseudoestratificado colunar alto, se observou glandulas isoladas
envoltas por células estromais fusiformes com nucleos hipercromaticos e
alongados que estavam arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas
adjacentes. Ninhos fibréticos que variavam entre um namero de quatro a cinco por
campo de visualizacédo, fibrose perivascular discreta e acimulo de secre¢do em

luz glandular. Focos de glandulas endometriais hiperplasicas com dilatacdo de
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acinos e raras glandulas atréficas também foram identificados. Ainda foi
identificado um infiltrado inflamatério mononuclear discreto periglandular.
Hemossiderose e congestdo acentuada em estrato esponjoso e moderada em
estrato compacto, edema difuso discreto. Edema intersticial também foi
identificado nas amostras.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva foi
identificado um epitélio luminal colunar baixo. Foram observadas glandulas
isoladas circundadas por células estromais fusiformes com nucleos alongados e
hipercromaticos, arranjadas paralelamente ao eixo das glandulas contiguas. Ainda
se identificou destruicdo multifocal de células epiteliais glandulares. Ninhos
fibréticos acima de quinze por campo. Em algumas amostras foi identificada
retencdo de secre¢do no lumen glandular. Em uma das amostras, se identificou
uma area de retracdo cicatricial, com auséncia de glandulas. Ainda se observou
fibrose perivascular acentuada, proliferacdo de fibroblastos e dilatagdo de vasos
linfaticos com acumulo de linfa, presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
periglandular, além da presenca de eosinofilos em determinada amostra. Ainda se
observaram focos de glandulas endometriais hiperplasicas e fibrose perivascular.

Congestao moderada em estrato esponjoso.

5.2. AVALIACAO HISTOQUIMICA DAS ENDOMETROSES

Nas bidpsias que foram classificadas como endometrose ativa), em algumas
poucas glandulas isoladas apresentando até duas camadas de fibrose ao redor,
com formacdo de até dois ninhos fibréticos. Ainda foram identificados focos de
fiborose perivascular discreta. Em algumas amostras se identificou fibrose
intersticial severa. Nestas amostras, os locais de maior deposicdo de colageno
foram as regibes estrato esponjoso, inclusive na regido periglandular. Nesse
processo, o colageno do tipo denso predominou em todas as amostras.

Ao redor das glandulas fibréticas se observou uma deposicédo acentuada de

colageno amarelado e avermelhado.
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As amostras classificadas como endometrose inativa, se caracterizaram pela
deposicdo acentuada de colageno em todas as regifes, sendo observada a
predominancia do tipo denso. A regido que apresentou maior acumulo de
colageno foi o0 estrato esponjoso. Fibrose perivascular e intersticial, com até cinco
camadas. Presenca de até treze ninhos de fibrose por campo. Ainda foram
identificadas glandulas dilatadas com aspecto cistico. Os tipos de colagenos
observados ao redor das glandulas variaram entre o esverdeado e o amarelado,
sendo que predominou o colageno esverdeado. Algumas amostras de endométrio
demonstraram deposicdo de colageno amarelado em regido perivascular,
sobrepondo a presenca do colageno mais esverdeado.

Em determinadas bidpsias se identificou a deposi¢do acentuada de colageno
amarelo ao redor de glandulas endometriais fibroticas. Em amostras que
demonstraram um numero maior que quatro camadas de fibrose periglandular,
foram possiveis determinar o predominio de colageno amarelado. Além disto, se
identificou ainda uma deposicéo discreta de colageno esverdeado e acentuada de
amarelado em regido perivascular.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva se observou
gue os locais de maior deposicdo de colageno foram as regibes do estrato
esponjoso e periglandular. Nesse processo, o colageno do tipo fibrilar predominou
em todas as amostras.

Foram identificados focos de fibrose perivascular acentuada, além de fibrose
intersticial em estrato esponjoso. Um numero de até vinte ninhos fibréticos foi
identificado, com glandulas envoltas por até cinco camadas de fibrose ao seu
redor. Nesta categoria, algumas amostras apresentaram deposicédo discreta de
colageno fibrilar, onde predomina a coloracdo esverdeada, em regido
periglandular.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva, houve
predominancia de colageno denso, com distribuicdo reticular pelo endométrio. A
regido que apresentou maior deposicdo de colageno denso foi a periglandular. Foi
observada fibrose intersticial conspicua moderada, fibrose perivascular acentuada,

proliferacdo de fibroblastos, vasos linfaticos dilatados, edema em estrato
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compacto, uma meédia de oito até vinte ninhos fibréticos por campo, em algumas
amostras de endométrio. Glandulas com entre duas a quatro camadas de fibrose
ao seu redor. Nas amostras de endométrio equino, foi observada uma deposicéo
discreta de colageno amarelado em regido periglandular, em outras se identificou
deposicdo mista de colageno ao redor das glandulas fibréticas, assim como a
regido perivascular apresentou uma quantidade moderada de colageno misto.
Naquelas amostras que apresentaram mais de quinze ninhos glandulares
fibréticos por campo, com deposi¢cdo de trés a quatro camadas de colageno, se
identificou uma quantidade acentuada de colageno denso (amarelo). Além de uma
deposicdo moderada de colagenos amarelado em regido perivascular. Em
amostras que apresentaram mais de vinte ninhos fibréticos por campo e formacéao
de mais de quatro camadas de fibrose periglandular, demonstraram uma
guantidade acentuada de colageno denso, mais amarelado e auséncia de
colageno fibrilar (verde). Além de apresentar as mesmas caracteristicas citadas

em regido perivascular.

5.2. AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA DAS ENDOMETROSES

A expressao de a-actina de muasculo liso foi observada marcagéo acentuada
na parede dos vasos sanguineos e na regiao periglandular. Considerando-se as
estruturas glandulares do endométrio, esta expressao ocorria mais comumente ao
redor das glandulas endometriais dilatadas e que frequentemente apresentavam
acumulo de secrecao no lumen.

A expressao da a-actina de musculo liso foi observada ao redor de glandulas
endometriais fibroticas individualizadas ou agrupadas em ninhos fibraticos.

Nas bidpsias que foram classificadas como endometrose ativa, se observou a
marcacao intensa nas regides periglandular e perivascular, variando entre trés a
sete glandulas endometriais fibroticas por campo de observacdo. A expressao de
a-actina de musculo liso foi detectada em glandulas néo dilatadas e em glandulas
dilatadas e isoladas, sendo que algumas apresentavam acumulo de secregéo

intraluminal.
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O numero de camadas de fibrose se estabeleceu na imunoexpressao de uma
camada de fibrose periglandular. A intensidade da reacdo da imunoexpressao da
a-actina de musculo liso foi moderada.

Aquelas biopsias que foram classificadas como endometrose inativa, se
diferenciaram pela marcacao discreta em regides perivascular e periglandular,
sendo que o numero de glandulas fibroticas individualizadas variou entre dez e
treze glandulas por campo de observacdo. Além de marcacdo moderada em
ninhos fibroticos. Em determinadas amostras, a imunoexpressao da camada de
fibrose ocorreu somente em parte da circunferéncia glandular, o que determinou
uma intensidade de reacéo leve.

Nos casos diagnosticados como endometrose ativa destrutiva a marcacgao
mais evidente foi verificada ao redor das glandulas fibréticas. Uma média de seis
ninhos fibréticos foi observada por campo. O nimero de camadas de fibrose
periglandular oscilou entre quatro a cinco camadas. Glandulas individualizadas em
namero de até vinte por campo, dilatadas com acumulo de secre¢cdo no lumen.
Glandulas fibréticas envoltas por camadas com duas a trés camadas de
miofibroblastos, com imunoexpresséo variando em intensidade de moderada. Foi
observada imunoexpressao em regiao perivascular.

Nas amostras que apresentaram endometrose inativa destrutiva, além dos
vasos sanguineos, a expressao de a-actina de musculo liso estava presente ao
redor de glandulas dilatadas esparsas, que variou entre dezessete a vinte
glandulas por campo. E o nimero de camadas de fibrose periglandular variou de
trés a quatro ao redor de ninhos fibréticos e glandulas individuais, que variou em
namero de dez por campo de andlise. Estas glandulas apresentaram uma
imunoexpressao que oscilou em intensidade de grau dois a trés, e com presenca
de até quatro camadas de fibrose. Ninhos fibroticos foram identificados em até

seis por campo.

6. CONCLUSAO E DISCUSSAO
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As alteracges fibroticas foram as lesdes de maior importancia identificadas
nas biopsias endometriais equinas. As primeiras amostras de endométrio equino
foram realizadas por Ricketts (1975). O grau de fibrose periglandular e inflamagéao
foram os critérios usados por Kenney e Doig (1986) e Ricketts e Alonso (1991)
para classificarem as amostras de biopsias uterinas. A avaliagdo do grau de
fibrose endometrial € importante, pois ao contrario das alterag6es inflamatoérias, é
permanente. Nestas lesbes a deposicdo de coldgeno ocorre mais comumente ao
redor das glandulas ou associada a membrana basal (KENNEY e DOIG, 1986).

A caracterizacao dos diferentes tipos de endometrose foi realizada de acordo
com a classificacdo morfoldgica proposta por Hoffmann et al., (2009).

Conforme a classificacdo de Hoffmann et al. (2009), neste estudo foi
observada nas biopsias com endometrose ativa, glandulas individuais circundadas
por células estromais fibroticas com nucleos ovéides, hipocromaticas, de tamanho
médio a grande. Em alguns casos se observou acumulo de secre¢do no limen
glandular. O endométrio acometido pelo processo fibrético se torna incapaz de
produzir substancias histotréficas de qualidade e em quantidades adequadas. Nas
éguas o trofoblasto ndo é invasivo e as secrecdes uterinas sdo consideradas
essenciais para a manutencao do desenvolvimento e a sobrevivéncia do embrido.
Como resultados deste quadro surgem diferengcas marcantes entre o padrao das
secrecdes produzidas pelo epitélio glandular nos focos fibréticos e o das glandulas
ndo afetadas (HOFFMANN et al., 2009).

Nas biopsias endometriais que foram classificadas como endometrose ativa
destrutiva foram observadas células estromais fibréticas com nudcleos ovéides,
hipocromaticos de tamanho que variou entre médio a grande e citoplasma palido.
Além disto, células epiteliais glandulares degeneradas em raras glandulas, com
ndcleo picnético e citoplasma vacuolizado. Sendo que em algumas amostras,
foram identificadas figuras de mitose.

Nas amostras de endométrio que tiveram endometrose inativa destrutiva
foram observadas glandulas isoladas circundadas por células estromais fusiformes
com nucleos alongados e hipercroméaticos, arranjadas paralelamente ao eixo das

glandulas contiguas. Ainda se identificou destruicdo multifocal de células epiteliais
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glandulares. Conforme trabalho realizado por Hoffmann et al. (2003) foi possivel
distinguir endometroses destrutiva de uma nao destrutiva. Enquanto uma
endometrose ndo destrutiva é caracterizada por alteracdes leves do epitélio
glandular, as glandulas da endometrose destrutiva, ocorrendo em 25% dos casos
avaliados, mostraram sinais de uma grave degeneracao epitelial com perda da
morfologia glandular. Subtipos de endometrose ativa (nucleo ovéide e
hipocromatico) e inativa (nucleo fusiforme e hipercromatico deram origem a fibrose
periglandular. A concomitancia de ambos os tipos é frequente em uma bidpsia.

Segundo a descricdo de Hoffmann et al. (2009), no que se refere a
morfologia das células estromais periglandulares, nos focos de fibrose na
endometrose, uma diferenciacao ativa e inativa pode ser estabelecida. Porém, em
contraste com as células estromais inalteradas, alteragdes endocrinas sazonais ou
ciclicas ndo apresentam influéncia notavel sobre a atividade das células do
estroma fibrético. Ainda, se observou distintamente reduzida expresséo de células
estromais fibroticas, quando comparado ao estroma higido, definindo um processo
de endometrose.

Neste estudo foram empregados os métodos histoquimicos para identificagdo
de colageno, como Tricrdbmico de Masson e Picrosirius-Polarizacdo, permitiu a
identificacdo dos focos de fibrose, bem como sua distribuicdo e quantificacéo,
além da identificag&o dos tipos de colageno presente na fibrose.

Quando utilizada a classificacdo de Hoffmann et al. (2009), nas amostras
classificadas como endometrose ativa, foram encontradas poucas glandulas
isoladas apresentando até duas camadas de fibrose ao redor (de duas a trés
camadas de fibrose), com formacdo de até dois ninhos fibréticos. Ainda foram
identificados focos de fibrose perivascular discreta. Em algumas amostras se
identificou fibrose intersticial severa. Nestas amostras, os locais de maior
deposicéo de colageno foram as regides estrato esponjoso e periglandular. Nesse
processo, o colageno do tipo denso predominou em todas as amostras. Ao redor
das glandulas fibréticas se observou uma deposicdo acentuada de colageno

amarelo.
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Ja naquelas que foram identificadas como endometrose inativa destrutiva, se
observou uma predominancia de colageno denso, com distribuicdo reticular pelo
endométrio. A regido que apresentou maior deposicdo de colageno denso foi a
periglandular. Foi observada fibrose intersticial conspicua moderada, fibrose
perivascular acentuada, proliferacdo de fibroblastos, vasos linfaticos dilatados,
edema em estrato compacto, uma média de oito até vinte ninhos fibréticos por
campo de visualizacdo, em algumas amostras de endométrio. Glandulas com
entre duas a quatro camadas de fibrose ao seu redor. Em estudos anteriores
realizados pelo nosso grupo demonstraram que no processo fibrotico do
endométrio das éguas ocorre a substituicdo gradativa do colageno fibrilar com
distribuicdo reticular, predominante nas amostras de endométrio sadio, pelo
colageno denso, conforme aumenta o grau das lesdes endometriais. Este tipo de
colageno é mais denso, e € encontrado preferencialmente na regido periglandular
(NUNES, 2003; PORTO, 2006; NUNES, 2006 e MASSENO, 2009).

De forma geral ndo foi constatada no presente trabalho uma variacdo
importante na distribuicdo das fibras colagenas entre os diferentes tipos de
endometrose descritas por Hoffmann et al. (2009). No entanto, notou-se que nas
endometroses ativa e ativa destrutiva o tipo de colageno predominante é o que
possui arranjo reticular, menos denso, enquanto que nas endometroses inativa e
inativa destrutiva o predominio foi de um colageno mais denso. Além disso, nestes
dois ultimos tipos era evidente a concomitancia de comprometimento periglandular
e perivascular, sugerindo uma possivel origem vascular para as alteracbes
endometriais. Nunes (2006) relatou que todas as amostras de endometrose
apresentaram lesdes vasculares, classificadas como fibroelastose, porém estas
foram consideradas como graves em apenas 16,65% das amostras. A relacdo
entre o desenvolvimento da endometrose e alteracBes vasculares ja havia sido
citada por Inoue et al. (2000), porém néo foi ainda estabelecida a patogénese
deste processo.

Foi observado no presente estudo que as amostras de endometrose ativa
destrutiva apresentaram maior expressao da alfa actina de musculo liso. Uma

maior quantidade de glandulas fibroticas isoladas demonstrou a expressao desta
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proteina, uma marcacdo entre trés a quatro camadas de células. No entanto, o
gue demonstrou reacdo com menor expressao foram as amostras de endométrio
classificadas em endometrose ativa, o que também corrobora os dados
encontrados por Hoffmann et al. (2003), que relataram expressao de 20 a 40% de
células marcadas. Neste estudo, foi identificado um numero de trés a sete

glandulas que expressavam a-SMA por campo.
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