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Identificacio dos colagenos L, I1L, IV e a-SMA e participa¢ao dos miofibroblastos no
processo fibrotico das endometroses equinas

[Identification of collagens types I, Ill, IV and a-SMA and the participation of myofibroblasts
in the fibrotic process in equine endometrosis)
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RESUMO

A endometrose ¢ uma alteragdo degenerativa das glandulas uterinas e do estroma circundante,
caracterizada pelo arranjo periglandular de miofibroblastos ¢ pela deposi¢do de matriz extracelular
(ECM). O presente trabalho objetivou avaliar a expressdo de colagenos tipos I, III ¢ IV e a-actina de
musculo liso (0-SMA) nas endometroses equinas, procurando esclarecer a participagdo dos
miofibroblastos na progressao desses processos. Foram utilizadas 24 bidpsias uterinas com diagnostico de
endometrose, recebidas pelo Servigo de Patologia Veterinaria e de Reproducao Animal da FMVZ, Unesp,
Botucatu, SP. Cortes histologicos foram submetidos as técnicas histoquimicas de tricromico de Masson,
picrosirius red sob luz polarizada e 4cido periddico de Schiff (PAS) e imuno-histoquimicas para os trés
tipos de colageno citados e a-SMA. Ainda, tracou-se um paralelo entre a técnica de picrosirius red e a
imunomarcacgdo dos colagenos tipos I e III. A analise histologica revelou que as fibras de coldgeno denso
correspondem ao colageno tipo I, predominantes nas endometroses inativa e inativa destrutiva. As fibras
de colageno frouxo correspondem ao colageno tipo III, predominantes nas endometroses ativas e ativas
destrutivas. Nesses mesmos processos, a membrana basal revelou espessamento, aparentemente ndo
relacionado ao colageno tipo 1V, e uma maior imunomarcagdo de miofibroblastos periglandulares em
relacdo as endometroses inativa e inativa destrutiva. Dessa forma, nota-se que os miofibroblastos estdo
relacionados ao aumento na deposi¢ao de colageno tipo III nos ninhos fibréticos ativos.
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ABSTRACT

Endometriosis is a degenerative change of the uterine glands and surrounding stroma, characterized by
periglandular arrangement of myofibroblasts and deposition of extracellular matrix (ECM). The aim of this
study was to evaluate the expression of collagen type I, Il and IV and a-smooth muscle actin (0-SMA) in
equine endometriosis, and investigate the role of myofibroblasts in the progression of these processes. A
parallel was made with histochemical techniques of Masson's trichrome, Picrosirius Red under polarized light
and Periodic Acid-Schiff (PAS). Twenty four uterine biopsies received by the Veterinary Pathology Service and
Animal Reproduction of FMVZ, UNESP, Botucatu, SP, were diagnosed with endometriosis. Histological
analysis revealed that the orange dense collagen fibers correspond to type I collagen, being prevalent in
inactive and inactive destructive endometriosis. The green loose collagen fibers correspond to type III
collagen, and are predominant in active and active destructive endometriosis. In the same processes, a greater
amount of periglandular myofibroblasts were observed in comparison to inactive and inactive destructive
endometriosis. The presence of these cells in active processes are strongly related to an increased deposition of
collagen type III in fibrotic nests. Regarding the basement membrane, the active destructive and active
endometriosis shows thickening, apparently not related to an increase in expression of type IV collagen. The
active destructive and inactive destructive endometriosis exhibited disruption areas in type IV collagen fibers.
Thus, it is noted that the myofibroblasts are related to increased deposition of type Il collagen in active
fibrotic nests.
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INTRODUCAO

A endometrose é uma alteragdo degenerativa das
glandulas uterinas e do estroma circundante,
associada a idade e diretamente relacionada com
problemas de fertilidade em éguas (Ricketts e
Alonso, 1991). O arranjo periglandular de
miofibroblastos e a deposi¢do de matriz
extracelular (ECM) sdo caracteristicas
importantes da endometrose (Walter et al,
2001). Durante o desenvolvimento desses
processos, os fibroblastos expressam varios
fatores de diferenciagdo muscular, como alfa-
actina de musculo liso (a-SMA), tropomiosina e
desmina, ¢ foram, portanto, identificados como
miofibroblastos (Sappino et al., 1990). Além
disso, os miofibroblastos expressam também
varias proteinas da ECM, como fibronectina,
laminina, colageno tipo IV e tenascina
(Hanamura et al., 1997).

A presenga desse tipo celular ja havia sido
descrita  anteriormente nas amostras de
endométrio equino fibrético examinadas por
microscopia eletrdnica de transmissdo (Evans et
al., 1998). Os miofibroblastos contribuem para a
alteragdo das propriedades do tecido afetado,
havendo evidéncias de que a produgdo de
colageno pelos fibroblastos seja  uma
consequéncia da diferenciagdo desses em
miofibroblastos (Petrov et al., 2002).

A etiologia e a patogenia da endometrose sdo
desconhecidas. Uma hipdtese concebida para a
patogénese da endometrose baseia-se nos
achados morfologicos e estabelece as fases de
evolugdo do processo fibrético, denominando-as,
de forma sequencial, como fibrose ativa, fibrose
ativa destrutiva, fibrose inativa e fibrose inativa
destrutiva (Hoffmann et al., 2009).

Hoffmann ef al. (2009) sugerem que a
proliferagdo de células estromais e sua
diferenciacdo em miofibroblastos, assim como o
aumento da sintese de ECM, respondem a acao
sinergistica e autoinduzida de mediadores,
resultando em fibrose periglandular. Além disso,
a capacidade dos miofibroblastos para liberar
varias enzimas que regulam a homeostase da
ECM pode contribuir para a destrui¢do
progressiva da lamina basal, resultando em um
acimulo dessa matriz, o que, por sua vez, €
capaz de manter o processo fibrotico (Walter et
al., 2001). Ademais, Hanada et al. (2014)
postulam que a presenca de células epiteliais
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degeneradas  ou  necrticas se  deve,
principalmente, ao dano causado & membrana
basal, resultando em contato direto entre as
células estromais e epiteliais, bem como a
interagdes entre a ECM fibrotica e células
epiteliais glandulares. A partir da interagdo
desses diversos fatores, a concomitincia do
processo de endometrite seria uma das causas da
ativacdo metabdlica das células estromais
fibroticas (Hoffmann et al., 2009).

Um método histoquimico utilizado para a
avaliagdo do tecido conjuntivo € o picrosirius
red, que diferencia os tipos de colageno pela
birrefringéncia das fibras em microscopio optico
de luz polarizada. Assim, diferentes tonalidades
sdo observadas conforme o tipo de arranjo
molecular presente (Junqueira et al., 1978).
Entretanto, no inicio do desenvolvimento desse
método, ficou evidente que a espessura do corte
histologico ¢ de grande importincia na cor e
intensidade da birrefringéncia exibida pelo
colageno. Essa ¢ a razdo pela qual ndo se
correlacionou uma especificidade entre a
coloragdo de picrosirius red e os diferentes tipos
de colageno (Junqueira et al., 1978).

Estudos imuno-histoquimicos para tipificacdo
das fibras de colageno ainda sdo escassos no que
diz respeito ao endométrio equino. Até o
momento, a tipificagdo do coldgeno endometrial
nas éguas restringe-se a detec¢do da presenga do
colageno tipo IV nas diversas fases do ciclo
estral (Mansour ef al., 2003) e a um tnico estudo
que relaciona essa tipificagdo a endometrose
(Walter et al., 2001), porém sem considerar as
etapas da patogénese do processo (Hoffmann et
al., 2009).

Deve-se ressaltar que os diferentes métodos
utilizados para a determinagdo da distribuigdo e
das caracteristicas do colageno presente no
endométrio fibrdtico tém levado a resultados
discrepantes. Os autores que utilizaram o método
do picrosirius red sob luz polarizada relatam que
a fibrose periglandular esta associada ao aumento
da quantidade de colageno fibrilar periglandular
(Evans et al., 1998). Porém, quando o método
imuno-histoquimico foi empregado, o tipo de
colageno observado na fibrose ao redor das
estruturas glandulares, inclusive envolvendo as
células estromais da regido, foi o do tipo IV, tipo
esse restrito a membrana basal (Walter er al.,
2001).
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Assim, o entendimento do processo de evolugdo
da endometrose depende do reconhecimento
morfolégico do tipo de reagdo envolvida e dos
elementos que a compdem. A participacdo dos
miofibroblastos e sua relacdo com o tipo de
colageno presente, nas diferentes etapas que t€m
sido consideradas no processo de endometrose,
podem auxiliar ndo s6 na compreensdo da fibrose
endometrial, mas também futuramente na
pesquisa de linhas terapéuticas.

O presente trabalho objetiva avaliar as lesdes
fibréticas  endometriais, por meio da
identificagdo do tipo de colageno presente e da
participagdo dos miofibroblastos nos tipos de
endometrose propostos por Hoffmann et al
(2009), a fim de estabelecer a relagdo entre a
matriz e os tipos celulares em cada etapa do
processo.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizadas 24 bidpsias
endometriais com diagnostico de endometrose,
provenientes dos arquivos do servigo de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/Unesp -
Campus de Botucatu - SP. O trabalho foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (Ceua) dessa faculdade, protocolo
n°134/2014-CEUA.

Todas as biopsias foram submetidas ao mesmo
tipo de processamento laboratorial: fixacdo em
Bouin e inclusdo em parafina. Foram obtidos
cortes de quatro micrometros de espessura dos
blocos, os quais foram corados pelos métodos de
hematoxilina e eosina, tricromico de Masson,
picrosirius red e acido periddico de Schiff (PAS).
A identificagdo das alteragdes endometriais ¢ a
classificagdo das lesdes seguiram as descrigdes
de Hoffmann et al. (2009), em que se utilizaram
endométrios sadios como controle, obedecendo-
se os critérios de Kenney e Doig (1986).

Para a deteccdo de colagenos I, 111 e IV, realizou-
se recuperacdo antigénica por digestdo
enzimatica em pepsina 1%, pH 1,8 (pepsina
1:10.000 NF - Nuclear, SP, Brasil). As etapas
seguintes foram o bloqueio da peroxidase
endogena em solugdo de agua oxigenada 3% e o
bloqueio de sitios inespecificos com leite
desnatado a 3%. Realizou-se a incubagdo com
100pL do anticorpo primario, na diluicdo de
1:2000, para colageno tipo 1 (coelho
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anticolageno 1 bovino, IgA, Ref. 20121,
Novotec, Franga); 1:1000, para colageno tipo 111
(coelho anticolageno III bovino, IgA, Ref.
20321, Novotec, Franga); e 1:500, para colageno
tipo IV (coelho anticoldgeno IV humano, IgG,
ab115261, Abcam, Reino Unido) em camara
umida, durante 18h, em temperatura de 4°C.

Nos cortes em que foram aplicados o anticorpo
anti-a-SMA, a recuperacdo antigénica foi feita
sob calor timido em Pascal (Dako, S2800-1) com
citrato a 10mM, pH 6,0. Em seguida, realizou-se
o bloqueio de ligagdes inespecificas com leite
desnatado a 3%. Logo apos, aplicaram-se 100puL
do anticorpo anti-a-SMA (cod. M0851, Clone
1A4, Dako), na dilui¢do de 1:1250, com tempo
de incubagdo de 18 horas, em cimara imida a
4°C.

Posteriormente, todos os cortes foram incubados
com o anticorpo secundario HistoFine®
(Nichirei Bioscience, Japao), segundo instrugdes
do fabricante. Finalmente, realizou-se revelacao
com o cromoégeno DAB (3,3’-diaminobenzidina -
Liquid DAB Cromogen® — Dako, EUA). As
laminas foram contracoradas com hematoxilina
de Harris.

Para avaliagdio dos cortes  histoldgicos
submetidos ao anticorpo anti-a-SMA, os
parametros considerados foram positividade de
imunomarcagdo e quantidade de camadas
celulares periglandulares positivas, associando-se
ao tipo de endometrose estabelecida.

Para o estudo da distribui¢ao dos tipos de fibras
colagenas, foram analisadas a intensidade e a
localizagdo de fibras positivas para colagenos
tipos I, III e IV, considerando-se os ninhos
fibréticos, o estrato compacto € o esponjoso,
mediante a utilizagdo do endométrio higido como
grupo controle. Posteriormente, em cada biopsia,
foi determinada a predomindncia do tipo de
colageno imunomarcado para cada tipo descrito
na classificagdo de endometrose proposta por
Hoffmann et al (2009), obtendo-se a
concordancia estatistica com os resultados
histoquimicos do picrosirius red sob luz
polarizada (coloragdo verde ou vermelho-
alaranjada); e expressdo imuno-histoquimica da
a-SMA pelas células presentes nos ninhos
fibroticos. Para isso, o coeficiente Kappa foi
calculado para analisar a concordancia entre os
resultados obtidos entre as técnicas, utilizando-se
o software SAS, versdo 9.3 (Statistical..., 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a  classificagdo  histologica
proposta por Hoffmann et al. (2009), dos 24
casos de endometrose diagnosticados, seis foram
incluidos na classificacdo de endometrose ativa
(25%); quatro na endometrose inativa (17%);
sete na endometrose ativa destrutiva (29%); e
sete como endometrose inativa destrutiva (29%).
A Tab.l detalha os resultados obtidos na
avaliagdo de cada parametro.

Nos cortes corados pela técnica histoquimica de
tricromico de Masson, foi observado que, nas
endometroses ativas, os ninhos fibroticos
revelaram fibras coldgenas de espessura maior
em relagdo as inativas.

Nas biopsias classificadas como endometrose
ativa, os cortes corados pela técnica de
picrosirius red e examinados sob luz polarizada

revelaram que cinco em seis dessas amostras
(83%) apresentaram a predominidncia de fibras
de colageno do tipo frouxo por entre os tibulos
glandulares no interior dos ninhos fibroticos. As
amostras classificadas como endometrose inativa
se caracterizaram por glandulas dilatadas com
aspecto cistico, delineadas por fibras colagenas
predominantemente densas em trés dos quatro
casos (75%), tanto na por¢do periglandular
quanto no interior dos ninhos fibroticos. Todos
os casos diagnosticados como endometrose ativa
destrutiva apresentaram deposi¢do de colageno
frouxo predominante na porg¢do interna dos
ninhos fibroticos. Ja ao redor dos ninhos, o
colageno do tipo denso predominou. Nas
amostras de endometrose inativa destrutiva,
houve predominéncia de coldgeno do tipo denso
na regido periglandular e interna dos ninhos
fibréticos, correspondendo a cinco dos sete casos
(71%). Ainda, foi observada uma deposi¢do
discreta de colageno frouxo periglandular.

Tabela 1. Distribuigdo quantitativa dos tipos de endometrose, levando-se em consideragdo a
predominéncia da deposi¢ao de colageno frouxo ou denso nos ninhos fibroticos pela técnica de picrosirius
red sob luz polarizada, e da imunoexpressdo dos colagenos tipos I e IIl e a-SMA

Predominio  Predominio g Predominio Baixa Alta
o . , Predominio . ~ ~
Endometrose N°de colageno coladgeno . — de golageno expressao  expressao
casos frouxo denso tipo I (IHQ) tipo II1 de a-SMA  de a-SMA
(PRSLP) (PRSLP) (THQ) (THQ) (THQ)
Ativa 6 5 1 1 5 4 2
Ativa destrutiva 7 7 0 1 6 2 5
Inativa 4 2 2 3 1 4 0
Inativa destrutiva 7 2 5 3 4 6 1
Total 24 16 8 8 16 16 8

PRSLP: picrosirius red sob luz polarizada; IHQ: imuno-histoquimica.

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

Para a avaliagdo imuno-histoquimica, o
endométrio higido foi utilizado como controle
positivo. A imunoexpressdo de colageno tipo I
nessas amostras revelou-se difusamente no
estroma, principalmente no estrato esponjoso. No
estrato compacto, a imunomarcagao foi discreta.
De forma geral, nas endometroses houve
imunomarca¢do moderada e difusa de colageno
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tipo I nos estratos compacto e esponjoso, nao
diferindo do endométrio higido. Considerando a
positividade nos ninhos fibréticos, oito bidpsias
apresentaram predominancia desse tipo de
colageno, representando 25% das amostras.
Dessas oito, trés eram endometrose inativa; trés
inativas destrutivas, uma ativa; € uma ativa
destrutiva. Nas endometroses ativa e ativa
destrutiva, notou-se uma imunomarcagio
discreta nas fibroses periglandulares quando
comparadas as endometroses inativa e inativa
destrutiva, que revelaram marcag@o acentuada.

Assim como o colageno tipo I, no endométrio
higido, a imunomarcacdo do colageno tipo III
apresentou-se difusa nos estratos compacto e
esponjoso. As bidpsias com diagnostico de
endometrose, bem como o grupo -controle,
apresentaram imunomarcagdo difusa. Dezesseis
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das 24  biopsias  (66,66%)  revelaram
predominéncia desse tipo de colageno na porgao
interna dos ninhos fibroticos. Seis ativas
destrutivas; cinco ativas; quatro inativas
destrutivas; e uma inativa. Nas endometroses
ativa e ativa destrutiva, foi detectada uma
imunomarcacgdo acentuada por entre as glandulas
contidas no interior dos ninhos fibréticos. Ja nas
endometroses inativa e inativa destrutiva, a
marcagdo restringiu-se a por¢do delimitadora do
ninho fibrético.

Tanto o endométrio higido quanto as
endometroses exibiram imunomarcagdo para o
colageno tipo IV restrito 8 membrana basal do
epitélio luminal e glandular e de vasos
sanguineos. Nas amostras de endometrose, ndo
foram observadas altera¢des de espessamento da
camada de colageno tipo IV da membrana basal.
No entanto, nas endometroses ativa destrutiva e
inativa destrutiva, foram observadas areas de
descontinuidade da fibra de colageno tipo IV da
membrana basal das glandulas contidas nos
ninhos fibroéticos.

A imunopositividade para a-SMA no endométrio
higido demonstrou-se restrita a parede de vasos
sanguineos. Nas endometroses, além dos vasos
sanguineos, foi observada marcacdo positiva na
regido periglandular fibrotica de todas as
bidpsias. Considerando-se as células positivas
na regido periglandular, 16 bidpsias (66,67%)
apresentaram imunomarcagdo discreta, com uma
ou duas camadas de células, em glandulas
individualizadas e por vezes em ninhos
fibroticos, sendo seis inativas destrutivas; quatro
inativas; duas ativas destrutivas; e quatro ativas.
Oito  bidpsias  revelaram imunomarcacao
acentuada (33,33%), chegando até oito camadas
de células periglandulares, sendo cinco ativas
destrutivas; duas ativas; uma inativa destrutiva; e
zero inativa.

As técnicas imuno-histoquimicas para colagenos
tipos 1 e III apresentaram bom indice de
concordancia com a técnica histoquimica de
picrosirius red sob luz polarizada (coeficiente
Kappa=0,625). Quando comparada as mesmas
técnicas imuno-histoquimicas com a de a-SMA,
o indice de concordancia foi consideravel
(coeficiente Kappa=0,400).

Considerando-se a classificacdo das
endometroses de Hoffmann er al. (2009), na
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coloragdo de tricromico de Masson, as
endometroses ativa e ativa destrutiva exibiram,
no interior dos ninhos fibréticos, septos
colagenosos mais espessos, se comparados as
endometroses inativa e inativa destrutiva. No
entanto, esse achado ficou mais bem detalhado
na coloragdo de picrosirius red sob luz
polarizada. Esta técnica demonstrou que ndo
houve variagdo na distribuicdo das fibras
colagenas estromais entre os diferentes tipos de
endometrose descritas por Hoffmann ef al
(2009), o que corrobora estudos anteriores
(Walter et al., 2001). Apenas as bidpsias com
fibrose intersticial difusa revelaram uma
deposi¢do acentuada e difusa de fibras de
colageno denso.

Em todos os tipos de endometrose, a regido
periglandular exibiu o predominio do colageno
denso, de arranjo fibrilar. Nas endometroses
ativa e ativa destrutiva, o tipo de colageno
predominante nas amostras submetidas ao
picrosirius red e examinadas sob luz polarizada
na porg¢do interna dos ninhos fibréticos é o que
possui arranjo reticular, menos denso. Nas
mesmas lesdes, a marcagdo imuno-histoquimica
na por¢ao periglandular e na por¢do interna do
ninho fibrético foi mais intensa, respectivamente,
para fibras de colageno tipo I e tipo III. Em
contrapartida, nas endometroses inativa e inativa
destrutiva, nos cortes corados pela técnica de
picrosirius red e examinados sob luz polarizada,
o predominio foi de fibras de colageno denso,
inclusive no interior dos ninhos fibréticos,
havendo a correspondéncia imuno-histoquimica
para o colageno tipo I. Dessa maneira, nesse
modelo de estudo de tecido patologico,
confirma-se a hipdtese pressuposta por Junqueira
et al. (1978), que especularam, na avaliacdo de
cortes histologicos, pela técnica de picrosirius
red sob luz polarizada, de tecidos sadios ricos em
colageno, que as fibras amareladas observadas
correspondem ao colageno tipo I, enquanto as
esverdeadas correspondem ao colageno tipo I11.

Tendo em vista a relagdo dos tipos de colageno
com a proposta de evolugdo do processo
fibrotico endometrial proposto por Hoffmann et
al. (2009), postulou-se que as endometroses
ativas representam um processo fibrotico de
caracteristicas  morfoloégicas e  funcionais
distintas das endometroses inativas. Isso se
explica pelo envolvimento importante dos
miofibroblastos, células metabolicamente ativas
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de alta capacidade pro-inflamatéria e
fibrogénica, nas endometroses ativas, que, por
sua vez, estdo relacionados a deposi¢do de
colageno tipo III, frouxo. As endometroses
inativas demonstraram uma baixa expressao de
a-SMA pelas células que circundam os ninhos
fibréticos e estdo relacionadas ao colageno tipo I,
denso. Entdo, entende-se que os fatores
envolvidos nesses tipos de fibroses ndo estejam
vinculados aos miofibroblastos, mas a outros
fatores ndo elucidados at¢ o momento. A
predominéncia de colageno tipo I em 16,67% das
endometroses ativas e a de colageno tipo III em
25% das endometroses inativas podem estar
relacionadas ao processo de desenvolvimento e
evolugdo do processo fibrdtico, em que ha a
substitui¢ao gradativa do tipo de colageno frouxo
pelo denso.

Pesquisadores observaram espessamento da
membrana basal nas endometroses ativas e ativas
destrutivas, algumas vezes com rompimento dela
(Hanada et al., 2014). Os resultados do presente
estudo concordaram com a da referida pesquisa,
havendo nitidamente espessamento e
hialinizagdo da  membrana  basal nas
endometroses ativas, que sdo agravados nas
endometroses ativas destrutivas. Nos processos
inativos, observou-se o mantimento de sua
espessura ¢, quando houve dilatagdo cistica, um
discreto espessamento quando comparados a
membrana basal do endométrio higido. Apesar
de a causa desse dano a membrana basal ainda
ser desconhecida, acredita-se que seja o fator
principal para a instalagdo da fibrose
periglandular, ja que ocorre alteragio na
deposicao de componentes da matriz extracelular
ao redor da membrana (Hoffmann et al., 2009).

Até o momento, a detecgdo imuno-histoquimica
do colageno tipo IV no endométrio equino
restringe-se a um estudo em bidpsias
endometriais sadias nas diversas fases do ciclo
estral (Mansour et al., 2003), e hda um unico
estudo relacionado a endometrose (Walter et al.,
2001). Contudo, o presente trabalho ¢ o primeiro
a relacionar a avaliagdo imuno-histoquimica do
colageno tipo IV considerando as etapas da
patogénese do processo proposto por Hoffmann
et al. (2009).

Quanto a associagdo desse método imuno-
histoquimico a classificagdo das endometroses
proposta por Hoffmann et al. (2009), foi notado
que os quatro tipos mantiveram um padrdo de
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positividade semelhante ao do endométrio
higido, revelando o colageno IV da membrana
basal do epitélio luminal e glandular e vascular,
apresentando-se delgada e fibrilar. De acordo
com Walter et al. (2001), os miofibroblastos
periglandulares liberam ativamente colageno tipo
IV no processo fibrético, o que poderia explicar
o0 espessamento da membrana basal observado na
avaliagdo histoquimica. No entanto, a avaliago
imuno-histoquimica feita por este estudo nao
revelou espessamento da camada de colageno
tipo IV. Ademais, Hoffmann et al. (2009)
detectaram, por imuno-histoquimica, uma alta
deposi¢do de laminina na membrana basal em
endometroses ativas destrutivas, além da
expressdo intracelular dessa glicoproteina nas
células periglandulares. Esses achados podem
justificar o espessamento da membrana basal
observado pela técnica histoquimica de PAS do
presente estudo, ndo estando relacionados ao
espessamento de camadas de colageno tipo IV.

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

As amostras de endometrose ativa destrutiva
apresentaram maior expressdo de o-SMA,
representando a maior parte das amostras
fortemente positivas (71,42%), em concordancia
com Hoffmann et al. (2009). As endometroses
inativas apresentaram uma imunomarcagdo
discreta, com até duas camadas de células
positivas periglandulares ou ao redor de
glandulas que aparentemente ndo apresentavam
sinais de fibrose ao exame histologico. Hanada et
al. (2014) acreditam que esse ultimo achado
pode ser importante na caracterizagdo de estagios
iniciais da endometrose ou para diagnosticar
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éguas que tenham predisposicao a doenca. A Fig.
1 demonstra alguns resultados da coloragao
histoquimica de PAS e imuno-histoquimica do
colageno tipo IV e a-SMA.

Quando se comparou a imunoexpressio de a-
SMA com a dos colagenos tipos I e III,

percebeu-se que os ninhos  fibroticos
que revelaram um namero maior
de células positivamente marcadas,

observadas principalmente nas endometroses
ativas destrutivas, demonstraram forte
imunorreatividade para coldgeno tipo III. Nas
endometroses com imunomarcagdo discreta para
a-SMA, predominantemente inativas, houve
predomindncia de positividade para colageno
tipo I. A Fig. 2 demonstra um comparativo entre
as técnicas imuno-histoquimicas dos colagenos
tipos I e Il e da a-SMA e a técnica histoquimica
de picrosirius red sob luz polarizada.

Figura 1. Fotomicrografias de endométrio equino. A) Endometrose ativa destrutiva. Membrana basal
apresentando espessamento principalmente na por¢do de invagina¢do do tibulo glandular. PAS. B)
Endometrose ativa destrutiva. Fibras de coldgeno tipo IV da membrana basal com dareas de
descontinuidade. C) Endometrose inativa. Imunomarcacdo discreta de uma monocamada de
miofibroblastos positivos para a-SMA. D) Endometrose ativa destrutiva. Imunomarcagdo intensa de
multiplas camadas de miofibroblastos, positivas para a-SMA. Revelagio: DAB, contracoloracdo com
hematoxilina.
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Figura 2. Fotomicrografias de endométrio equino. Endometrose ativa destrutiva. Comparativo entre
técnicas imuno-histoquimicas e picrosirius red sob luz polarizada. A) Colageno tipo I: imunomarcagdo
positiva em todo o tecido fibrético que envolve o ninho, com intensidade acentuada na regido
delimitadora e na por¢do central interna. B) Colageno tipo III: expressdo positiva uniformemente
acentuada em todo o ninho fibrético. C) Picrosirius Red sob luz polarizada: fibras amareladas de colageno
denso nas regides central e periférica, correspondentes a imunomarcagdo de colageno tipo I. Fibras
esverdeadas de colageno frouxo predominantes no ninho fibrotico, refletindo o observado na imuno-
histoquimica do colageno tipo III. D) o-SMA: imunomarcagdo acentuada de cinco camadas de
miofibroblastos. Revela¢do: DAB, contracoloragdo com hematoxilina.

Com base nesses achados, postulou-se que as
endometroses ativas representam um processo
fibrético de caracteristicas morfologicas e
funcionais distintas das endometroses inativas.
Isso se explica pelo envolvimento importante dos
miofibroblastos, células metabolicamente ativas
de alta capacidade pro-inflamatéria e
fibrogénica, nas endometroses ativas, que, por
sua vez, estdo relacionados a deposi¢do de
colageno tipo III, frouxo, e ao aumento da
espessura da membrana basal. As endometroses
inativas demonstraram uma baixa expressao de
a-SMA pelas células que circundam os ninhos
fibréticos e estdo relacionadas ao colageno tipo I,
denso, mantendo a espessura da membrana basal.
Entdo, entende-se que os fatores envolvidos
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nesses tipos de fibroses ndo estejam vinculados
aos miofibroblastos, mas a outros fatores nao
elucidados até o momento. A predominéncia de
colageno tipo I em 16,67% das endometroses
ativas e a de colageno tipo III em 25% das
endometroses inativas podem estar relacionadas
ao processo de desenvolvimento e evolugdo do
processo fibrotico, em que ha a substituicdo
gradativa do tipo de colageno frouxo pelo denso.

CONCLUSOES
As fibras de colageno denso correspondem ao
colageno tipo I, predominantes nas endometroses

inativa e inativa destrutiva, enquanto as fibras de
colageno frouxo correspondem ao colageno tipo
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111, predominantes nas endometroses ativa e ativa
destrutiva. Esses dois tipos de endometrose,
especialmente a ativa destrutiva, possuem uma
maior quantidade de miofibroblastos
periglandulares que as endometroses inativa e
inativa destrutiva. Portanto, os miofibroblastos
estdo fortemente relacionados aos processos
ativos, atuando na deposicdo de colageno tipo III
nos ninhos fibréticos. Em contrapartida, o
desenvolvimento dos processos inativos ndo
estdo vinculados diretamente aos
miofibroblastos, mas a outros fatores ainda
desconhecidos, sendo fundamental a realizacao
de novos estudos para o seu entendimento.
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