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RESUMO

Avaliou-se em Uuteros de vacas normais e com adenomiose a expressao de
receptores-a  de estrogeno (RE-a), receptores de progesterona (RP),
metaloproteinases da matriz-2 (MMP-2) e inibidores teciduais de metaloproteinases-
2 (TIMP-2). Amostras uterinas foram colhidas do tergco-médio de um dos cornos
uterinos e divididas de acordo com as fases folicular e latea (inicial e média) e grau
de adenomiose (superficial e profunda). Se¢des teciduais (4um) foram incubadas
com anticorpo primario anti-RE-a e anti-RP (n=62); anti-MMP-2 e anti-TIMP-2
(n=58), que foram evidenciados pelo método biotina-estreptoavidina-peroxidase-
DAB. As intensidades de imunomarcacdo foram avaliadas no epitélio luminal,
glandulas, estroma e capilares endometriais, miométrio, endométrio infiltrado no
miométrio (glandulas e estroma), vasos miometriais (tUnica média e endotélio) e
limite endomiometrial, por microscopia 6ptica de luz branca. Na fase folicular os REa
foram mais intensamente expressos nas secdes uterinas com adenomiose
superficial e profunda, e o mesmo ocorreu com 0os RP, em menor intensidade. Na
fase lutea inicial, os REa foram menos intensamente expressos, no entanto os RP
revelaram ser mais intensamente expressos em sec¢des normais, contudo no
estroma profundo ndo havia imunomarcacéo. Essa diferenca se pronunciou na fase
litea média, que mostrou um perfil mais diferenciado, com pico de expressao para
RE-a em algumas estruturas teciduais, mas notadamente nas glandulas e estroma
endometriais (p<0,05). A expressao de MMP-2 na fase folicular foi mais elevada nas
amostras com adenomiose profunda, quando comparada com as secdes normais e
com adenomiose superficial, exibindo médias de reatividade elevadas no epitélio
superficial, vasos miometriais, miométrio adjacente ao foco adenomiotico e limite
endomiometrial (P<0,05). Além disso, a expressdo de MMP-2 foi maior do que a de
TIMP-2 em quase todas as estruturas uterinas, nos casos de adenomiose profunda
(exceto nos vasos endometriais e miometriais e limite endomiometrial, P>0,05). O
inverso foi encontrado nas sec¢des uterinas normais e com adenomiose superficial,
onde a expressao de TIMP-2 excedeu a de MMP-2, na fase folicular. O modo de
expressao de MMP-2 e TIMP-2 na fase lutea inicial ndo seguiu 0 mesmo padrédo da

fase folicular, ao contrario, a reatividade de imunomarcacao foi mais elevada para



TIMP-2 na maioria das estruturas, enquanto que na fase litea média, a expresséo
de MMP-2 voltou a se elevar e as de TIMP-2 continuaram elevadas, principalmente
nos espécimes com adenomiose. Concluiu-se que uteros de vacas acometidos por
adenomiose exibem uma expressao diferenciada de RE-a, RP, MMP-2 e TIMP-2, e
estes podem ser usados como biomarcadores, refletindo de um endométrio

disfuncional.

Palavras-chave: adenomiose, imunoistoquimica, Uteros, vacas



ABSTRACT

The present report cell type- and location-specific distribution patters of estrogen
receptor alpha (ER-a), progesterone receptor (PR), matrix metalloproteinases-2
(MMP-2) and tissue inhibitors of metalloproteinases-2 (TIMP-2) were examined in the
normal bovine uteri and with adenomyosis by immunohistochemistry. The uterine
samples of cows were taken from the medial third from one of the uterine horns, and
grouped to according to the phase of the estrous cycle (follicular and initial and
middle luteal) and degree of adenomyosis (superficial and deep). Tissue sections
(4um) were incubated with first monoclonal antibody for ER-a and RP (n=62), and for
MMP-2 and TIMP-2 (n=58). Staining intensities were evaluated in the luminal
epithelium, endometrial stroma, endometrial capillaries and glands, endometrial
tissue infiltrated in the myometrium (stroma and glands), endometrial-myometrial
border, myometrium, myometrial vessels (Middle tunic and endothelium) by light
microscopy. In follicular phase, the expression of ERa was higher than PR, in the
tissue sections with superficial and deep adenomyosis. The initial and middle luteal
phases, the reactivity was higher to ER-a than PR in the sections with adenomyosis,
mainly in the endometrial stroma and glands cells (p<0,05). The expression of MMP-
2, in follicular phase, was higher in samples with deep adenomyosis in comparison
with  normal and superficial adenomyosis tissue sections, showing increase
reactivated average in superficial endometrium, myometrial vessels, myometrium
adjacent to adenomyotic focus and endometrial-myometrial border (P<0,05). Beyond,
in the deep adenomyosis samples, the expression of MMP-2 was higher than TIMP-2
in almost whole uterine structures analyzed (with exception in the endometrial and
myometrial vessels and endometrial-myometrial border). The inverse occurred in
normal and adenomyosis superficial specimens, and in follicular phase, the TIMP-2
expression was higher than MMP-2. The pattern of MMP-2 and TIMP-2 expression in
luteal phase did not follow the same pattern of follicular phase, on the other hand, the
Immunostanning reactive, in almost whole tissue structures, was high to TIMP-2,
while in middle luteal phase, the expression of MMP-2 came to increase, and the
TIMP-2 expression continued high, mainly in tissue sections with deep adenomyosis.
The report showed that RE-a, PR, MMP-2 and TIPM-2 were discoordinate in uteri

with adenomyosis, and could be reflecting in disorders of the window implantation.



Beyond, the adenomyosis in cows can be considered an estrogen-dependent
disease, like in women. The profiles of MMP-2 and TIMP-2 expression are increased
in deep adenomyosis, and a differential pattern of expression of these molecules was

observed in cow’s uteri with superficial and deep adenomyosis.

Keywords: adenomyosis, immunohistochemistry, uterus, cow
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1. INTRODUCAO

Adenomiose é o termo usado para designar uma enfermidade uterina,
representada pela localizagdo distdpica de glandulas e estroma endometriais por
entre os feixes musculares do miomeétrio, e sua ocorréncia € considerada incomum
nos animais domeésticos (JUBB e KENNEDY, 1987; MCENTEE, 1990).

Esta distrofia é classificada como um disturbio do crescimento celular benigno
e estrégeno-dependente, de etiologia desconhecida, mas que reside em uma
natureza complexa e multifatorial, que resulta em falha reprodutiva em mulheres
(PARROT et al., 2001; DEVLIEGER, et al., 2003) e animais (MORI et al., 2000;
INAGAKI et al., 2003; MOREIRA et al., 2008).

A adenomiose uterina tem sido diagnosticada em mulheres (LEVGUR et al.,
2000; PARRQOT et al., 2001; WANG et al., 2002; DEVLIEGER et al., 2003), primatas
(BASKIN, 2001), felinos (JUBB E KENNEDY, 1987; MUNSON et al., 2002), cadelas
(JUBB e KENNEDY, 1987; McENTEE, 1990; NASCIMENTO e SANTOS, 1997,
STOCKLIN et al., 2001), camundongas (MORI et al., 1981; HART, 1990); coelhas
(JUBB e KENNEDY, 1987; HART, 1990), bufalas (GHORA et al., 1997) e vacas
(JUBB e KENNEDY, 1987; NASCIMENTO e SANTOS, 1997, MOURA, 2003;
MOREIRA et al, 2006).

De acordo com a literatura, € um achado ocasional em vacas, como parte
de um desarranjo local na aplasia segmentar, ou pela ma-formacdo de uma das
extremidades dos cornos uterinos (JUBB e KENNEDY, 1987), e também registrada
em cadelas associada a hiperplasia endometrial cistica (MCENTEE, 1990; JONES et
al., 1997).

A adenomiose uterina foi um achado freqiente em vacas vazias
descartadas em matadouros no Norte do Estado do Rio de Janeiro e tem sido
apontada como uma das causas de falha reprodutiva (MOREIRA et al., 2007 e
2008).

Estudos sugerem que a lesdao ocorra inicialmente por uma acgao
descompensada entre as metaloproteinases da matriz (colagenases) e seus
inibidores especificos, desestruturando a matriz extracelular que separa as camadas
uterinas, propiciando a invasdo de tecido endometrial. As colagenases de acao

uterina s&o controladas pelos hormoénios reprodutivos, citocinas e fatores de
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crescimento localmente produzidos, conforme o estagio reprodutivo. Assim qualquer
descontrole em alguma dessas vias podera ser desencadeador da adenomiose.

Atribui-se a esta enfermidade interferéncia na sobrevivéncia espermatica,
embrionaria e na implantacdo do embrido, em funcdo das alteracbes vasculares
(LEVGUR et al., 2000; MORI et al., 2000; WANG et al., 2002), elevacao de radicais
livres, entre eles o Oxido nitrico (estresse oxidativo) (OTA et al., 1998 — 2002;
MOREIRA et al., 2008) e degradacdo excessiva da matriz extracelular (MORI et al.,
2000; MATSUDA et al., 2001), levando a modificagdes no microambiente uterino,
culminando com subfertilidade e infertiidade em humanos e animais (MORI et al.,
2000; BERGHOLT et al., 2001; CHUNG et al., 2002; CUSTIS et al., 2002; INAGAKI
et al., 2003).

A escassez de registros desta distrofia nas fémeas domeésticas de interesse
agropecuério pode ser explicada por ser uma lesdo da tunica miometrial que,
classicamente, ndo compde as amostras para bidpsia endometrial (de uso
relativamente comum na patologia reprodutiva de vacas e éguas) e, ainda por se
tratar de uma viscera sem valor comercial e sdo descartadas nos matadouros, sem
uma investigacdo mais profunda (MOREIRA et al., 2006 e 2007).

A adenomiose € muito estudada em mulheres e sabidamente uma das
maiores causas de problemas reprodutivos nesta espécie, culminando com a
fertiidade diminuida e esterilidade. Os disturbios hormonais em mulheres sé&o
apontados como as principais causas da adenomiose (LEVGUR et al.,, 2000;
PARROT et al.,, 2001; WANG et al., 2002; DEVLIEGER et al., 2003). O estudo
comparativo da adenomiose em uteros bovinos com o de mulheres €, pelo menos, o
inicio da investigacao desta desordem em vacas.

A morfologia e graus de apresentacdo desta distrofia em uteros de vacas
(MOREIRA et al., 2006 e 2007) sdo semelhantes em outras espécies, como
camundongas (MORI et al., 1981), coelhas (HART, 1990), mulheres (PARROT et al.,
2001), cadelas (SANTOS et al., 2008) e primatas (JACKSON et al., 2007).

Esta investigacdo teve o intuito de caracterizar a expressao de receptores-a
de estrégeno e receptores de progesterona, bem como as enzimas metaloproteinase
da matriz-2 e inibidor tecidual de metaloproteinase-2, a fim de estabelecer um perfil

de expressdo dessas moléculas em Uuteros de vacas com adenomiose.
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2. OBJETIVOS

2.2. Objetivos Gerais

Registrar a ocorréncia da adenomiose e investigar suas possiveis causas e
mecanismos de formagdo em Uutero de vacas, descartados em matadouros

frigorificos.

2.2. Objetivos Especificos

Relacionar os graus de adenomiose uterina (superficial e profunda), com as
fases do ciclo estral (folicular e latea inicial e média) em vacas abatidas na regiao

Norte Fluminense quanto a expressao imunoistoquimica de:

Receptores-a de estrogeno (RE-a)

Receptores de Progesterona (RP)
Metaloproteinase da Matriz - 2 (MMP-2)

Inibidor tecidual de metaloproteinase - 2 (TIMP-2)

A
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Adenomiose

3.1.1. Achados clinicos e ocorréncia

Adenomiose uterina é uma distrofia caracterizada pela localizacao de tecido
endometrial por entre os feixes musculares do miométrio (JUBB e KENNEDY, 1987;
MCcENTEE, 1990; NASCIMENTO e SANTOS; 1997 e JONES et al., 1997).

Adenomiose é um distarbio do crescimento celular benigno e considerado
relativamente incomum em fémeas domésticas (JUBB e KENNEDY, 1987,
MCcENTEE, 1990; NASCIMENTO e SANTOS; 1997; JONES et al., 1997). De acordo
com a literatura classica, € um achado ocasional em vacas com aplasia segmentar
ou por ma-formacdo de uma das extremidades dos cornos uterinos (JUBB e
KENNEDY, 1987), e também encontrada em cadelas que apresentam hiperplasia
endometrial cistica (MCENTEE, 1990; JONES et al., 1997; SANTOS et al., 2008).

Mulheres apresentam sintomatologia como dores abdominais, dismenorréia
e menorragia (LEVGUR et al., 2000 e PARROT et al., 2001 e WANG et al., 2002).

De acordo com LEVGUR et al. (2000), a dismenorréia esta associada com o
namero de focos adenomiéticos, no entanto a menorragia ndo exibiu correlacdo com
a quantidade de focos e com a dismenorréia. Ao passo que, quando as mulheres
apresentaram ambos os disturbios, estes mostraram associacdo com a profundidade
do foco. Ainda, estes autores relataram que a adenomiose foi um achado mais
freqiente em mulheres mais velhas e com mais de dois partos.

ABDO (1987) descreveu a ocorréncia de 4,2% (n=168) de adenomiose em
vacas vazias provenientes do estado do Mato Grosso do Sul, MONTEIRO et al.
(2003) observaram 26,7% (n=60) em vacas/novilhas abatidas em Birigui-SP,
MOURA (2003) encontrou 25% (n=12) de adenomiose em vacas descartadas de
programas de transferéncia de embrides em Braganca Paulista-SP, enquanto
MOREIRA (2005) relatou 78,7% (n=61) de adenomiose em vacas/novilhas
azebuadas abatidas no norte do estado do Rio de Janeiro.

MONTEIRO et al. (2003) e MOREIRA et al. (2007) observaram um aumento

do volume uterino em vacas com adenomiose, caracteristica também encontrada em
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mulheres acometidas pela mesma desordem (MORI et al., 1981; BERGHOLT et al.,
2001 e PARROT et al., 2001).

O mecanismo de formacao da adenomiose e sua relacdo com a infertilidade
ainda néo esta bem esclarecido, porém, € comprovado que as mulheres portadoras
sdo acometidas por abortamento e esterilidade (OTA et al., 1998a e b, 1999, 2000,
2001 e 2002 LEVGUR et al., 2000; PARROT et al., 2001; WANG et al., 2002).

Estudiosos da adenomiose incriminam que a desestruturacao do limite entre
o endométrio e o miométrio (limite endomiometrial) e a modificacdo do ambiente
intra-uterino, comprometem a implantacdo do embrido, culminando com sua perda
precoce (MORI et al., 2000; BERGHOLT et al., 2001; CHUNG et al., 2002; CUSTIS
et al., 2002; INAGAKI et al., 2003).

3.1.2. Achados histopatolégicos

ROKITANSKY (1960) citado por DEVLIEGER et al. (2003) foi guem primeiro
descreveu, em uteros de mulheres, as caracteristicas da adenomiose. Consistia em
uma area pobremente circunscrita de muasculo liso, glandulas e estroma endometrial
gue invadiam as camadas miometriais. O grau de invasao era variavel, podendo
envolver toda parede uterina até a serosa.

MORI et al. (1981) encontraram as seguintes caracteristicas na adenomiose
experimental em camundongas: (1) corno uterino dilatado e hiperplasia cistica das
glandulas distépicas; (2) o epitélio luminal e das unidades glandulares, consistia de
uma camada simples de células colunares e cubicas (caracteristicas normais); (3) na
adenomiose avancada, existiam nédulos subserosos, envolvidos por estroma e
musculo liso, e o epitélio glandular era idéntico ao luminal; (4) ou ainda, os nodulos
subserosos quando altamente cisticos, eram envoltos somente por musculo liso.

A histopatologia em Uteros de vacas com adenomiose revelou
agrupamentos de glandulas endometriais, insinuados em variados graus, por entre
as fibras do miométrio; acentuada proliferacdo de colageno, provavelmente
proveniente do endométrio (estroma endometrial) acompanhando as glandulas
infiltradas (MOREIRA, et al., 2006 e 2007).

A maioria dos patologistas ndo consegue diagnosticar a extensdo da
invasdo glandular, mesmo porque deveriam ser confeccionados cortes teciduais

seriados de toda extensdo uterina, o que é impraticavel. No entanto, é sugerido que
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seja classificada a invasdo quando esta for além de 2,5 mm através do limite que
separa 0 miométrio do endométrio (limite endo-miometrial), ao passo que a
adenomiose sub-basal pode ser definida como uma invasdo minima pela membrana
basal, ndo se estendendo mais que 2,0 mm (LEVGUR et al., 2000; PARROT et al.,
2001; DEVLIEGER et al., 2003).

LEVGUR et al. (2000) ao classificarem a adenomiose em mulheres, também
levaram em consideracdo, o numero de focos adenomioticos por lamina examinada
e a profundidade destes no miométrio, que foi expresso em porcentagem, medida
pela distdncia do limite endo-miometrial até o foco mais profundo, sendo
classificada em profunda (80%), intermediaria (40-80%) e superficial (menos de
40%), a fim de expressar a gravidade da enfermidade.

MOREIRA (2005) ao estudar adenomiose em uteros de vacas, prop6s um
escore, 0 qual obedecia a posi¢cdo e ao numero de focos glandulares infiltrados no
miométrio, criando entdo seis variacdes de adenomiose: Discreta (superficial e
profunda); Moderada (superficial e profunda); e Acentuada (superficial e profunda).
Sendo que, era classificada como superficial, quando a insinuacdo glandular nao ia
além do miométrio superficial, em uma profundidade correspondente ao diametro de
uma até o de trés unidades glandulares; em profunda, quando a insinuagéo
glandular ultrapassava o0 miométrio superficial, em uma profundidade
correspondente ao diametro de mais de trés unidades glandulares; em discreta,
quando até duas unidades glandulares se mostravam insinuadas em um campo
microscépico com objetiva de 20x; em moderada, quando de trés a cinco unidades
glandulares estavam insinuadas em um campo microscépico com objetiva de 20x e
em acentuada, quando mais de cinco unidades glandulares estavam insinuadas em
um campo microscopico com objetiva de 20x.

Ainda, MOREIRA et al. (2007) observaram que a fase do ciclo estral
influenciou no grau de infiltracdo das unidades glandulares. A fase latea média
exibiu maior porcentagem e profundidade de infiltracdo de tecido endometrial no
miomeétrio, enquanto que a menor porcentagem foi encontrada em Uteros de animais
em anestro.

Hiperplasia e hipertrofia da musculatura uterina adjacente ao foco
adenomiotico é freqientemente observado, resultando em um aumento do tamanho
uterino (MORI et al.,, 1981; BERGHOLT et al., 2001 e PARROT et al.,, 2001),
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caracteristica também observada por MONTEIRO et al. (2003) e MOREIRA et al
(2007).

Muitos critérios de classificacdo tém sido propostos e varias caracteristicas
sao avaliadas a fim de correlacionar a gravidade da doenga com o aparecimento dos
sintomas, levando-se em consideracdo a profundidade e o numero de unidades
glandulares infiltradas e espessura do miométrio. Assim, um grande numero de
propostas classificatorias tem sido postulado, mas nenhuma tem sido aceita
universalmente (LEVGUR et al.,, 2000; PARROT et al., 2001; WANG et al., 2002;
DEVLIEGER et al., 2003; MOREIRA, 2005).

3.2. Fisiopatologia da adenomiose

3.2.1. Estrégenos e progestagenos

Fisiologicamente, a estrona e 17B-estradiol, sdo o0s mais importantes
estrogenos sintetizados pelos foliculos ovarianos (SCHAMS e BERISHA, 2002;
HAFEZ et al., 2004). A estrona foi o primeiro estrégeno isolado e identificado,
contudo, o 17B-estradiol é aproximadamente 10 vezes mais potente que a estrona
na maioria dos ensaios biolégicos, sendo considerado o esterdide mais ativo
produzido pelos ovarios. Muitos derivados hidroxilados desses esteroides de 18
carbonos possuem um dominio aromatico no anel A e tém sido identificados no
fluido folicular e tecidos de todos os mamiferos. Esses incluem 2-hidroxiestrona; 2-
hidroxiestradiol, e derivados metilados, bem como os derivados da estrona e 17[3-
estradiol, 4-OH, 6-OH e 16-OH (BROW, 1999).

A pregnenolona é a progestina mais importante produzida pelos ovarios, pois
a sua posi¢ao na rota metabdlica exerce papel chave como precursora de todos os
esterdides. No entanto, o produto de 21 carbonos mais abundante nos ovarios € a
progesterona, produzida pelos seus foliculos em todos o0s estagios de
desenvolvimento e como produto final secretado pelo corpo luteo (BROW, 1999;
SCHAMS E BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004).

Outros esterdides contendo 21 carbonos sao originados de ovarios incluindo a

17-OH-progesterona (um precursor imediato de androgenos que € aromatizado no
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ovario), a 20a-dihidroprogesterona, o 20B-epimer e al7a, 20a e 17a e 2083-
pregananediona (BROW, 1999).

3.2.2. Vias biossintéticas dos esterdides sexuais

Os hormonios esterdides séo sintetizados em varios tecidos enddcrinos, mais
notavelmente, nas gonadas, (BROW, 1999; HAFEZ et al., 2004). A biossintese dos
esterdides € completada pela acédo de duas familias de enzimas. A primeira é a das
hidroxilases, codificadas por genes pertencentes a superfamilia da citocromo P450.
A segunda familia é das dehidrogenases, que pertence a um ou dois grupos
distintos, a familia das dehidrogenases/redutases de cadeia alcodlica ou a
superfamilia das Aldo-ceto redutases. As enzimas P450 e as dehidrogenases séo
necessarias para que a esteroidogénese ocorra nas génadas (BROW, 1999).

A conversdao de colesterol em hormdnios esteroides € influenciada pela
expressdo da enzima Cytochrome P450 side chain cleavage (P450scc) e pelo
padrdo de transferéncia do colesterol para esta. A P450scc esta localizada nas
gbnadas (Brow, 1999), e catalisa a formacdo de pregnenolona a partir do colesterol
dentro da mitocondria e o transporte do colesterol para o interior da membrana
mitocondrial, é realizado pela steroidogenic acute regulatory protein (StAR),
desempenhando papel limitante na sintese de esteréides (STOCCO, 2001).

A esteroidogénese pode ser acentuada em dois estagios: nas fases aguda ou
tardia. A fase aguda ocorre dentro de minutos, pela estimulagdo de hormdnios
tropicos e ndo aparenta estar envolvida na transcricdo do gene e sim pelo aumento
no transporte de colesterol para o interior da mitocondria pela StAR (BROW, 1999;
STOCCO, 2001).

O acentuado transporte de colesterol em resposta a horménios tropicos,
aparentemente, se d& por efeitos transcricionais na proteina StAR e modificacdes
pos-transcricionais dos receptores periféricos benzodiazepinicos (PBR), levando ao
aumento da afinidade de ligacdo do colesterol, este € um fator limitante da
esteroidogénese (STOCCO, 2001).

Em contrapartida, na fase tardia (dias ou horas), a regulacdo da
esteroidogénese é mediada por fatores tropicos, como o horménio luteinizante (LH)

nas gonadas e o hormoénio adrenocorticotrépico (ACTH) nas adrenais, diretamente
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pela acdo do AMPc na transcricdo da P450scc, ferredoxina e no sistema de
transporte do colesterol (StAR) (BROW, 1999; STOCCO, 2001).

A citocromo P450 apresenta funcdo mista, a oxidase requer NADPH e
oxigénio e a redutase atua como doadora de elétrons. As duas reagfes ocorrem em
um determinado padrdo na qual a 17a-hidroxi intermediaria provavelmente
permanece ligada ao complexo enzimatico, com subsequente remocao dos lados da
cadeia pela atividade da liase. Essa etapa enzimética é submetida a regulacéo
hormonal por feedback e esse é um dos pontos chave para o controle fisiolégico da
secrecao de esterdides (BROW, 1999).

A enzima microssomal 17B-hidrox-esteroide-desidrogenase (17B-HSD)
catalisa a interconversdao do estrégeno estrona eml7(-estradiol, em tecidos
ovarianos, uterinos e placentéarios, sendo responsavel pela etapa final da producéo
de andrdgenos e estrégenos, ela catalisa a interconversao do 17-cetoesterdide em
seu correspondente 17B hidroxiesterdide [androstenediona« testosterona«<> ou
estrona«< estradiol 17p8] (BROW, 1999).

Quatro isozimas dal7B-HSD foram identificadas em humanos:

- Tipo 1: € a forma soluvel, na placenta, no ovario e Utero e converte estrona
em 173-estradiol usando NADPH como co-fator;

Tipo 2: é a forma microssomal na placenta, endométrio e figado, e utiliza o

NAD como co-fator para oxidar testosterona e 17B-estradiol em

androstenediona e estrona, respectivamente;

Tipo 3: encontrada em microssomos testiculares e reduz androstenediona em

testosterona usando NADPH como co-fator;

- Tipo 4: similar a isoforma da tipo2 em atividade.

3.2.3. Receptores esterdides

Os receptores de horménios esterdides sdo proteinas receptoras intracelulares
responsaveis na traducao de sinais para os hormonios esteroides, e fazem parte de
uma familia denominada receptores nucleares que, na verdade, sdo considerados
molecularmente, fatores de transcricdo. Os receptores podem estar no citoplasma da
célula, e entdo se moverem para o0 nucleo apos a ativacdo, ou podem permanecer
no nucleo esperando a ativacdo. Na verdade, os receptores de localizacado nuclear

possuem proteinas de enderecamento nuclear, que podem estar mascaradas por
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proteinas de choque térmico (Hsp), que 0s marcam para permanecerem no
citoplasma e torna-los inativos (MANGELSDOREF et al., 1995; COUSIN et al., 2006;
GRIEKSPOOR et al., 2007).

3.2.4. Distribuicdo, expressdo e mecanismo de acao dos receptores de

estrdgeno e progesterona no utero

Os esterdides sdo moléculas lipofilicas, portanto penetram na maioria das
células por difusdo, entretanto, em alguns casos um mecanismo ativo pode estar
envolvido. Os receptores sdo especificos para uma classe de esterdides conhecidos,
assim as células podem conter receptores para andrégenos, estrogenos e/ou
progestinas (BROW, 1999; SCHAMS e BERISHA, 2002; HAFEZ et al.,, 2004;
COUSIN et al., 2006).

Os tecidos que respondem aos horménios esterdides contém receptores, e a
resposta biologica dentro deles esta correlacionada com o numero total de
receptores e seus niveis de ocupacao por diferentes concentracdes de esteroides
(BROW, 1999; COUSIN et al., 2006).

Os receptores sao sintetizados no citoplasma e imediatamente formam
complexos macromoleculares com outras proteinas, em sua maioria as da familia de
proteinas Hsp. A ligacdo do esterdide ao seu receptor formara um complexo ativo
induzido por uma mudanca conformacional na estrutura do receptor e a dissociacao
das proteinas Hsp pelo complexo macromolecular (BROW, 1999; SCHAMS e
BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004; COUSIN et al., 2006).

Os receptores esterdides também sdo fosfoproteinas e o nivel global de
receptores fosforilados aumenta, seguido da ligacdo do horménio. O complexo
receptor-hormonio esterdide se torna altamente fosforilado e aumenta sua avidez
para se ligar ao DNA cromossémico (BROW, 1999; COUSIN et al., 2006)

No compartimento nuclear, os complexos ativados de receptor-horménio
esterdide se ligam as sequéncias regulatorias de dimeros de DNA, chamadas de
elementos especificos de resposta esterdide, nas cinco regiées de genoma alvo
desses hormoénios esterdides. Os complexos ativados se juntam a outras proteinas
nucleares com a funcéo de co-ativar ou co-reprimir a transcricdo que pode modificar
a estrutura da cromatina e/ou interagir com complexos de iniciacdo transcricional

compostos de varios fatores de transcricdo e RNA polimerase tipo 2. A transcricao
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de genes especificos podera atuar ativando ou reprimindo para regular o nivel de
RNAmM e sua subsequente traducdo em proteinas. O resultado da acdo do horménio
esterdide é a presenca ou ndo de uma nova sintese de proteinas especificas que
alteram a funcdo celular, mais notavelmente, de crescimento e/ou diferenciacéo
(BROW, 1999; SCHAMS e BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004; COUSIN et al.,
2006).

3.2.5. Receptores de estroégenos (RE)

Existem duas formas diferentes do receptor de estrégeno, normalmente
referidos como a e (. Cada forma é codificada por um gene diferente, o ESR1 e
ESR2, respectivamente. O receptor de estrogeno ativado via horménio forma
dimeros e, ambas as formas sdo expressas em varios tipos celulares. Os receptores
podem formar homodimeros aa e BB ou heterodimeros a3 (SCHAMS e BERISHA,
2002; COUSIN et al., 2006).

A afinidade de ligacdo do 17B-estradiol € quatro vezes mais forte para RE-a
do que para RE-B. A presenca de dois diferentes REs expande a diversidade de
respostas potenciais a componentes estrogénicos e antiestrogénicos, levando a
possibilidade de que homodimeros e/ou heterodimeros de RE poderiam se ligar a
elementos responsivos a estrogenos e provocar a regulacdo da expressédo génica
via estrogeno (BROW, 1999; COUSIN et al., 2006).

Os homodimeros e heterodimeros a sao fortes ativadores da atividade
transcricional, enquanto homodimeros 3 ndo o sao (COUSIN et al., 2006).

Adicionalmente, alguns REs podem estar associados a membranas celulares
ligados a cavcolina-1 e formam complexos com proteina G, receptor de tirosina
quinase (EGFR e IGF-1), podendo levar ao aumento dos niveis de Ca** e éxido
nitrico. Através dos receptores de tirosina quinase sinais séo enviados para o nucleo
através da proteina quinase mitogénica ativada (MAPK/ERK) e 3-fosfatoinositol
quinase (P13K/AKT) glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3beta) (COUSIN et al.,
2006; GRIEKSPOOR et al., 2007).
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3.2.6. Receptor de progesterona (RP)

Existem dois promotores distintos no gene que codifica o receptor de
progesterona (RP), o qual se traduz em duas maiores isoformas dos RP, o RP-B
(114kDa) e RP-A (94KDa). Ambas isoformas do RP séo expressas relativamente de
forma igualitdria nos tecidos, embora diferencas em sua razdo tenham sido
observadas (BROW, 1999; CHABBERT-BUFFET et al., 2005; COUSIN et al., 2006;
BULUN et al., 2006). Uma terceira isoforma, denominada de RP-C, foi descoberta
em humanos, e incrementam a acdo das demais isoformas, apesar de ndo possuir o
dominio A/B (COUSIN et al., 2006; BUKULMEX et al., 2007).

RP-A ou o RP-B podem aumentar como resultado da traducdo de sitios
alternativos do mesmo RNAmM ou por transcricdo de promotores alternativos do
mesmo gene (CHABBERT-BUFFET et al., 2005; BULUN et al., 2006; COUSIN et al.,
2006).

Dois dominios especificos inibitorios foram identificados no RP-A, os quais
conferem funcdes repressoras para 0 RP-B e RE-a. Embora nesses dominios
inibitdrios estejam contidas as duas isoformas dos RP, suas a¢fes sdo mantidas
apenas no contexto do RP-A, propondo uma habilidade do RP-A em reprimir o RP-B
transcricionalmente, ocorrendo por consequéncia da heterodimerizacdo do RP-B/A.
O RP-A também inibe transcricionalmente o RE-o0 sem a ocorréncia da
heterodimeriazacdo. Portanto, a razdo entre os dimeros governa a resposta
hormonal (COUSIN et al., 2006).

Os RP-A sao necessarios e suficientes para elucidar respostas progesterona-
dependente necessarias para fertilidade feminina, enquanto que a isoforma B é
requerida para reposta normal da glandula mamaria (BULUN et al., 2006).

A expressdo dos RP é descrita em tecidos que respondem a concentragdo de
progesterona plasmatica, como Utero (endométrio e miométrio), ovarios (células
luteinizadas da granulosa e corpo lateo), células da granulosa pré-ovulatérias,
células epiteliais da glandula mamaria, endotélio vascular e osteoblastos (BROW,
1999; SCHAMS e BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004).
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3.2.7. Efeitos bioldgicos dos esterdides reproduti  vos no utero

a) Progesterona

Apés a ruptura do foliculo e liberagdo do odcito, as células da teca e
granulosa se diferenciam e formam o corpo luteo, através da ag¢do do LH, que é
responsavel pela secrecado de progesterona e de estrégeno na fase tardia do ciclo
(BROW, 1999; SCHAMS e BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004).

A progesterona exerce um papel fisiolégico importante no Utero e ovario pela
liberacdo de odcitos maduros, por propiciar a implantagdo do embrido e manutencao
da gestacdo, pelo crescimento uterino, desenvolvimento e preparacdo da glandula
mamaria para secrecdo de leite e por atuar no cérebro desencadeando o
comportamento sexual (BROW, 1999; SCHAMS e BERISHA, 2002).

No endométrio, a progesterona induz a diferenciacdo das células do estroma
e epiteliais, pelas mudancas pseudodeciduais e secretoras, reducdo da mitose e
proliferacdo celular. Assim, a progesterona é vista como um horménio da
diferenciacdo e limitante do crescimento no endométrio (BULUN et al., 2006;
COUSIN et al., 2006).

Fatores derivados de células do estroma em resposta a progesterona acabam
por inibir os efeitos dos estrégenos, pela inibicdo de seus receptores (BULUN et al.,
2006; COUSIN et al., 2006).

A progesterona estimula a expressdo da 17-BHSD tipo 2, que converte
estradiol (E2) em estrona (E1) e testosterona em androstenediona, nas células
epiteliais do endométrio, e elevados niveis dessa enzima sdo expressos na fase
lutea. Esse evento tem sido apontado como um mecanismo protetor contra 0s
efeitos de crescimento uterino mediado pelo estrogeno (BULUN et al., 2006).

Estudos tém apontado que a estimulacao da expressao epitelial da 17-3 HSD-
2 epitelial, se da através do complexo RP-progesterona em células no estroma, que
secretam fatores de crescimento, citocinas ou ligantes para receptores nucleares
que induzem o promotor dessa enzima nas células do estroma e epiteliais (BULUN
et al., 2006; JACKSON et al., 2007).

A auséncia de estradiol aumenta os RPs no epitélio luminal, que pode ser

reduzida pelo tratamento com estradiol, ou seja, o estradiol diminui os RPs no
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epitélio via RE-a no estroma e leva 0 aumento da expressdo de RP em células do
estroma em camundongas. O RP-A é primariamente responsavel em modular
negativamente a resposta ao estradiol, por via paracrina, e requer um RP-A
expresso nas ceélulas do estroma (COUSIN et al., 2006).

O aumento pés-ovulatério da progesterona circulante causa decidualizacao
do endométrio, envolvendo massiva proliferacdo e diferenciacdo do seu estroma,
com aumento da permeabilidade vascular e edema. A progesterona inibe a
expressdo de quimiocinas dos neutréfilos e linfécitos infiltrados e diminui a
prostaglandiana E no tecido deciduo e coriénico durante o inicio da prenhez. Esses
eventos sao criticos para a diminuicdo da resposta inflamatoria, que permite a

implantacdo embrionaria (COUSIN et al., 2006).

b) Estrogenos

O ovério é o maior sitio de sintese e secrecdo de estrogeno e progesterona, e
ainda promove elevacao nas flutuacdes ciclicas na concentragdo desse horménio na
circulacdo. Os foliculos primarios desempenham um duplo papel na secrecdo dos
dois hormoénios e também sédo responsaveis pela liberacdo do 6vulo durante o ciclo
estral normal. Antes da ovulagéo, as células da granulosa no foliculo sintetizam e
secretam estrégenos (HART, 1990; BROW, 1999; SCHAMS e BERISHA, 2002;
HAFEZ et al., 2004).

Os estrogenos séo responsaveis pelo aparecimento das caracteristicas
sexuais secundarias, Inibicdo do eixo hipotalamo-hipofisario por feedback,
estimulacdo da oogénese, regulacdo do endométrio e da homeostase cardiovascular
(HART, 1990; SCHAMS e BERISHA, 2002; HAFEZ et al., 2004).

c) Resposta uterina bifasica ao estradiol

A proliferacdo e diferenciacao epitelial uterina é primariamente mediada pelos
RE-a. O estradiol eleva a expressédo de RE-a, enquanto a progesterona sozinha ou
em associacdo com estrogenos suscitam a diminuicdo nos RE-a (COUSIN et al.,
2006).
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Os estrégenos estimulam um complexo processo de proliferacdo e
diferenciacdo epitelial no utero levando a formacdo de um endométrio secretor com
multicamadas. Este evento é necessario para o estabelecimento e manutencéo da
prenhez (COUSIN et al., 2006; BUKULMEZ et al.,, 2007; DASSEN et al., 2007;
JACKSON et al., 2007).

Mudancas estimuladas pelos estrogenos em Uuteros de roedores, inicialmente
incluem aumento da ocupacdo de REs nucleares, da permeabilidade vascular,
hiperemia, liberacdo de prostaglandina, aumento do metabolismo da glicose, da
expressao genética, sintese de lipideos e proteinas, aumento da expressao e
atividade da glicose 6 fosfato desidrogenase e,, mais tardiamente, incluem aumento
da sintese de RNA e DNA, proliferacao epitelial e diferenciacdo para um fenotipo
colunar (fase secretora), aumento do tamanho uterino e expressao genética. Assim,
uma total caréncia de resposta aos estrogenos em camundongas knock-out para
RE-a, € uma forte evidéncia de que este é requerido para mediar uma resposta
plena aos estrogenos. Em contraste, camundongas knock-out para RE-(
apresentam uma resposta exagerada ao tratamento com estrégenos, sugerindo que
este receptor atua como um modulador negativo da acdo dos estrogenos no utero
(COUSIN et al., 2006; DASSEN et al., 2007).

O estradiol leva a proliferacdo do epitélio uterino, mas requer um RE-a
funcional nas células do estroma, mas nao no epitélio, indicando que a acédo do
estradiol/ RE-a no estroma, induz a secre¢do de fatores paracrinos que entdo atuam
no epitélio e estimulam as mudancas. E, a diferenciacdo do epitélio uterino pelos
produtos secretados, também requer um RE-a funcional no epitélio, pois esses
fatores paracrinos atuam diretamente sobre os RE-a epiteliais (revisado por Cousin
et al., 2006). A progesterona atua através de RP em células do estroma inibindo a
resposta proliferativa do epitélio ao estradiol, enquanto induz a proliferagdo no
estroma via RE (CHABBERT-BUFFET et al., 2005; BULUN et al., 2006; COUSIN et
al., 2006).

Os estrogenos estimulam a expressdo de RP em células do estroma e
miomeétrio e diminuem os RP nas células epiteliais em camundongas (COUSIN et al.,
2006).

Fatores de crescimento sdo habeis em mimetizar os efeitos proliferativos do

estradiol em uteros de ratas, como EGF, IGF, via RE-a no estroma, e talvez sejam
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alguns dos fatores paracrinos (CHABBERT-BUFFET et al., 2005; COUSIN et al.,
2006).

3.2.8. Distribuicdo dos receptores de estrégeno e progesterona no

endométrio de ruminantes

Estudo realizado por KIMMINS e MACLAREN (2001) em vacas sugere que a
distribuicdo de receptores esterdides nos tecidos é regulada durante o ciclo estral e
no inicio da gestagdo por uma conduta celular especifica, que ndo pode ser
inteiramente atribuida a regulacdo pelos proprios esterdides sexuais. Fatores
paracrinos produzidos pela populacdo celular local ou originados pelo embrido
podem modular a transcricAo da expressdao do gene para 0s receptores de
estrogeno e de progesterona.

Foi observado que elevada concentracdo de estroégeno folicular (ou estradiol
exdgeno nos animais ovariectomizados) coincidiu com altos niveis de receptores de
estrogeno e de progesterona. A expressao desses receptores foi baixa durante o
diestro, no inicio da prenhez e nos animais ovariectomizados, sugerindo que a
progesterona bloquearia a transcricdo e/ou a translacao dos receptores. Entretanto,
REs e RPs foram detectados nos animais ovariectomizados, sugerindo que o
estrogeno seria o regulador dominante na transcricdo desses receptores em
bovinos. Por outro lado, vacas ovariectomizadas apresentaram elevada
concentragdo de RE e PR, sugerindo que na auséncia dos estrégenos e
progestagenos a expressao desses receptores € constitutiva (ROBINSON et al.,
2001).

Muitos efeitos adversos tem sido associados ao o0 uso clinico de estrogenos,
incluindo desordens do crescimento celular, cardiovasculares e hepaticas em
humanos e animais domésticos. Todos 0s estrogenos administrados cronicamente
em altas doses sao toxicos e seus efeitos tendem a ser qualitativamente similares
em todas as espécies. Os estrégenos estimulam células uterinas a aumentarem em
namero e tamanho (hiperplasia e hipertrofia, respectivamente). Levam a hiperplasia
epitelial acompanhada por hiperplasia glandular, hipertrofia miometrial e edema do
estroma. A estimulacdo cronica induz metaplasia escamosa, hiperplasia cistica,

piometra, salpingite e adenomiose uterina (HART, 1990).
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Nos estudos realizados por KIMMINS e MACLAREN (2001) e ROBINSON et
al. (2001), em vacas, os RNAm para RE e o RP foram primariamente expressos no
estroma sub-epitelial e glandulas superficiais e diminuiram a concentracdo no

epitélio luminal durante o ciclo, exibindo pico no dia 16 do ciclo estral.

A concentracdo de RE-a e RP e de seus RNAm foram altas no estro e baixas
na fase latea em vacas, suportando a idéia de que o estradiol tem efeito
estimulatério na expressao desses receptores, enquanto a progesterona € inibitoria,
de forma dose dependente (ROBINSON et al., 2001), como proposto em mulheres,
primatas e camundongas (COUSIN et al., 2006; JACKSON et al., 2007).

3.2.9. Esteroidogénese na adenomiose

A adenomiose e a endometriose séo desordens do crescimento consideradas
benignas e caracterizadas pela localizac&o distopica de tecido endometrial. Quando
glandulas e estroma endometriais situam-se no miométrio, a desordem é
denominada de adenomiose (PARROT et al.,, 2001) e, quando fora da cavidade
uterina, como, superficie ovariana, peritonio, al¢cas intestinais, cérvice e bexiga sao
denominadas endometriose (OLIVE e SCHUWARTZ, 1993). As lesdes de
endometriose e adenomiose sao similares morfologicamente, exceto pela
localizagéo e mecanismo de migragéo.

Pesquisadores tragcam um paralelo entre as duas enfermidades a respeito das
propriedades de crescimento, manutencdo, responsividade aos hormonios
esterdides sexuais bem como a expressdo de seus receptores e propriedades de
aderéncia e comportamento em diferentes meios de cultura (KITAWAKI et al., 2003;
DASSEN et al., 2007).

A hiperplasia endometrial cistica (HEC), mediada por estrégeno ou
progesterona, pode fazer-se acompanhar por um crescimento de glandulas basilares
e estroma endometrial adjacente ao miométrio, ao longo dos feixes musculares,
podendo mesmo estender-se até a superficie serosa (JUBB e KENNEDY, 1987).
Sabe-se que em cadelas com HEC, a progesterona tem sua acdo em um endomeétrio
inicialmente estimulado pelos estrogenos (expressdo de receptores) (JUBB e
KENNEDY 1987; JONES et al., 1997).
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O implante de adenoipdfise na cavidade uterina (corno direito) induziu alta
incidéncia de adenomiose em camundongas inteiras, associada com elevada
concentracdo de prolactina plasméatica. Ainda, o implante ndo teve nenhum efeito
nas fémeas ovariectomizadas e, a suplementacdo continua com estrona e
progesterona resultaram na aparicdo de adenomiose em camundongas
ovariectomizadas implantadas. No entanto, o tratamento somente com estrona ou o
tratamento somente com progesterona, nao foi capaz de induzir adenomiose nas
ovariectomizadas com ou sem implante (MORI et al., 1981). Estes dados
comprovam o sinergismo dos estrégenos e progestagenos ovarianos.

A fim de avaliar os efeitos do mifepristone (RU486), uma droga antiprogestina,
ZHOU et al. (2000) submeteram camundongas com adenomiose experimental
(implante de adenoipodfise intra-uterino, MORI et al., 1981) a tratamento com o
RU486 oral (20mg/kg) e observaram uma diminuigdo significativa da enfermidade
nos animais tratados e diminuicAo da prolactina plasmatica. Além disso,
demonstraram intensa imunomarcacédo dos receptores de progesterona no epitélio
luminal e glandular, de células no estroma endometrial e ao longo dos vasos

sanguineos, dos grupos nao tratados com o farmaco.

3.2.10 Fisiopatologia do tecido endometrial distop  ico

Os perfis de expressdo genética do endométrio de mulheres com e sem
endometriose mostraram que um grande numero de genes alvo da progesterona
estdo desregulados (BULUN et al., 2006), incluindo genes envolvidos na
implantacdo embrionaria, disfuncdo imune, embriotoxicidade e resposta a apoptose
(BULUN et al., 2006 e JACKSON et al.,, 2007). Esses achados sdo sugestivos de
gue o endométrio de mulheres com endometriose reflete a enfermidade encontrada
em tecidos distépicos, levando a um ambiente indspito para implantacao.

A inativacdo do estradiol ndo ocorre nos tecidos distdpicos, devido a
deficiéncia na expressao e atividade da 17BHSD-2, que é normalmente expressa no
endométrio normal em resposta a progesterona. A caréncia da 17BHSD-2 nas
células epiteliais € sugestiva da resisténcia seletiva a certas acdes da progesterona
(KITAWAKI et al.,, 2003; CHABBERT-BUFFET et al.,, 2005; BULUN et al., 2006;
LESSEY et al., 2006; DASSEN et al., 2007).
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Uma aberrante expressdo da aromatase em células do estroma, de
endométrio distdpico, permite a conversdao de androstenediona em estriol neste
tecido, enquanto que no endométrio normal a aromatase é ausente (CHABBERT-
BUFFET et al., 2005; BULUN et al., 2006, LESSEY et al., 2006; DASSEN et al.,
2007).

A expressdo da aromatase em tecidos adenomio6ticos foi similar a encontrada
em mulheres com endometriose e no endométrio eutdpico de pacientes com
adenomiose e endometriose e (KITAWAKI et al., 1997), mostrando um perfil

endometrial diferenciado no metabolismo dos estrégenos.

BULUN et al. (2006) demonstraram transcritos da 17fHSD-1, que catalisa o
produto da aromatase (estriol) em estradiol, contribuindo para a elevacdo da
concentracdo local de estradiol, ainda amplificada pela auséncia da 17BHSD-2.
Mostraram auséncia do RP-B e niveis baixos de RP-A, ajudando na elevacdo do

estradiol.

JACKSON et al. (2007) sugeriram que a reducdo de RP-A no epitélio
glandular pode ser devido a deficiéncia de regulacédo pelos RE-a e 3 nas células do
estroma, que alteram a sinalizagcdo paracrina entre os dois tipos celulares. O cross-
talk entre células endometriais no estroma e as ceélulas do epitélio glandular é
alterado ou ausente na endometriose, criando um ambiente inadequado para

implantacdo embrionaria.

Esta aberrante comunicacéo paracrina entre as células do estroma e epiteliais
foi estudada por OSTEEN et al. (2005), onde demonstraram que a desregulacdo da
comunicacdo estroma-epitélio em mulheres com endometriose resulta de uma
resisténcia da progesterona e subsequente inabilidade em regular a atividade das
MMPs, existindo uma dominancia das células epiteliais, aumentando a liberacdo de
interleucinas, fator de necrose tumoral, e outros fatores que deveriam ser inibidos

pela acao da progesterona.

Ainda, JACKSON et al. (2007) também mostraram que células
endometridticas isoladas dos primatas com a afec¢cdo nao responderam ao estimulo
hormonal comparado com animais controle. Embora, ndo tenha existido diferenca

para RPs pela técnica de imunoistoquimica, a responsividade a progesterona de
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células do estroma de tecidos distépicos, parece estar alterada no momento da
receptividade do embrido (na implantagao).

Os RPs séo regulados pelo gene RE-estradiol, e a reducdo de RE em células
do estroma de individuos com endometriose altera a regulacdo do RP e genes
regulados pelo RP (CHABBERT-BUFFET et al., 2005; BULUN et al., 2006; LEESEY
et al., 2006; DASSEN et al., 2007; JACKSON et al., 2007).

Tem sido proposto que a endometriose altera a distribuicdo de receptores
esterdides especialmente o RE-a, nas células do estroma endometrial (eutdpico e
ectdpico) e cria uma comunicacdo aberrante entre as células do estroma e epiteliais,
criando um endométrio resistente a estimulacdo da progesterona (CHABBERT-
BUFFET et al., 2005; BULUN et al., 2006).

Estudo conduzido por MOREIRA et al. (2007), em Uuteros bovinos com
adenomiose revelou que os maiores graus de infiltracdo uterina se deram na fase
ltea média, sugerindo que o perfil hormonal influencia no grau de apresentacdo da

lesdo.

Estudos realizados por TRANGUCH et al. (2005) revelaram que a chaperona
FKBP52 foi critica para implantacdo embrionaria em camundongas, sendo primordial
para a atividade da progesterona durante os eventos da implantacdo, e que a
auséncia de FKBP52 resultou em defeitos na implantagéo e subsequente falha na
prenhez. No entanto, eles sugeriram que o FKBP52 media sua fungao via RP-A
durante a implantacdo, e a auséncia ou diminuicdo destes receptores culminava em
funcdo diminuida da progesterona, levando o Utero a uma resposta estrogénica
exagerada. No modelo da endometriose em primatas proposto por Jackson et al.,
(2006), ambos RP e FKPB52, aos 6 meses da lesdo, estavam diminuidos e
associados ao aumento da expressao de genes regulados pelo estradiol, Fos e
indutores de MMPs.

3.3. Matriz Extracelular
A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa formada de

macromoléculas, que propicia sustentacdo e compartimentalizacdo dos tecidos,

modulando diretamente a forma e fung¢des celulares (SLAUSON, 2002).
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As duas principais classes de macromoléculas que compdem a matriz sdo: (1)
as proteinas fibrosas, que incluem o colageno, que formas as fibras colagenas e
reticulares, e a elastina, que formam as fibras elasticas; (2) proteinas nao fibrosas,
de aderéncia (laminina e fibronectina), que aderem as células a MEC, e proteinas
organizadoras, que também desempenham fun¢do de aderéncia, como a tenascina,
entactina e ondulina; (3) os glicosaminoglicanos (GAGSs), que sao co-valentes e
ligados a um esqueleto protéico, formando os proteoglicanos, altamente hidratados,
onde as proteinas fibrosas da matriz estdo embebidas (SLAUSON, 2002; PEREIRA,
2004).

A MEC é importante para as interagfes entre células, fornecendo meios
para se aderirem e proliferarem, além de influenciarem nos processos de sinalizacao
intracelular. A sua disposicéo influencia na organizacdo do citoesqueleto e vice-
versa, interferindo mecanicamente nos processos de expansao celular (SLAUSON,
2002).

As células de tecido conjuntivo sdo completamente envoltas pela MEC,
enquanto que outros tipos, como as epiteliais, endoteliais e musculares séo
separadas por uma lamina especializada da MEC, conhecida como membrana basal
(lamina basal) (SICKLER et al., 1993; SLAUSON, 2002).

A membrana basal é sintetizada pelas células que descansam sobre ela, e
possuem uma composicdo bioquimica diferenciada. Além do colageno tipo IV, a
membrana basal também contém proteoglicanos, fibronectina, acido hialurénico e
laminina, o seu maior componente (SICKLER et al. 1993; SLAUSON, 2002).

No utero ndo existe uma barreira distinta, como uma membrana basal, que
separe o endométrio e o miométrio, no entanto, existe uma fina camada de MEC e
musculo liso, denominada borda endométrio-miometrial, que mantém as camadas
uterinas compartimentalizadas (MATSUDA et al., 2001).

Muitos tipos de colageno (o maior componente da MEC) sao expressos na
musculatura uterina. O colageno tipo Il foi localizado em volta dos feixes de fibras
de mduasculo liso, e em volta das fibras musculares do miométrio de ratas
(NISHINAKA e FUKUDA, 1991).

Os colagenos sédo as moléculas mais abundantes na MEC, depois de
secretadas para o espaco extracelular, sdo agrupadas em polimeros denominados
fibrilas, que agrupadas sdo chamadas de fibras de colageno, que podem ser

visualizadas ao microscépio 6ptico (SLAUSON, 2002).
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YAMADA et al. (2002) observaram a presenca de colagenos tipo | e IV,
laminina e fibronectina no endométrio de vacas durante o ciclo estral e nos primeiros
30 dias de gestacdo. Os perfis para os constituintes da MEC foram uniformes
durante o ciclo estral e na primeira semana de gestacdo. No entanto, estavam
diminuidos na segunda e terceira semanas de gestacdo, entdo recuperando, na
guarta semana, o perfil inicialmente observado. Esses dados sugerem que a
remodelacdo endometrial € essencial para manutencédo dos tecidos endometriais e

estabelecimento da prenhez.

3.4. Metaloproteinases da matriz (MMPs) e inibidor es teciduais das

metaloproteinases (TIMPS)

Cerca de 200 metaloproteinases tém sido descritas, subdivididas com base
em sua conformacgédo tridimensional e sua composi¢céo, em 40 diferentes tipos de
familias, no entanto, as de maior interesse na cavidade uterina, sdo as
metaloproteinases-10 ou colagenases intersticiais ou metaloproteinases da matriz -
MMPs (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; CURRY e OSTEEN, 2003).

A familia das MMPs agrupa por volta de 25 enzimas proteoliticas,
distribuidas em 4 classes: as colagenases; gelatinases, estromolisinas (BIRKEDAL-
HANSEN et al., 1993; BOCHSLER e SLAUSON, 2002; CURRY e OSTEEN, 2003) e
“membrane type enzymes” (MT-MMPs) (CURRY e OSTEEN, 2003). As MMPs sao
enzimas dependentes de Zn?** e Ca*" para a sua plena atividade, sendo
especializadas em degradar os componentes da MEC (BIRKEDAL-HANSEN et al.,
1993; BOCHSLER e SLAUSON, 2002; CURRY e OSTEEN, 2003).

As colagenases (MMP-1, -8 e -13), clivam os colagenos fibrilares (tipo I, I,
V e Xl), bem como os ndo-fibrilares (tipos IX, XII e XIV). A clivagem das moléculas
de colageno de tripla hélice pelas MMPs, muda sua estabilidade e solubilidade,
resultando na desnaturacdo em moléculas de gelatina, que séo susceptiveis a
proteinases teciduais, incluindo as gelatinases e estromolisinas (BIRKEDAL-
HANSEN et al., 1993; BOCHSLER e SLAUSON, 2002; CURRY e OSTEEN, 2003).

As gelatinases (MMP-2 e -9) contém uma sequUéncia semelhante a
fibronectina dentro do seu dominio catalitico, o que se traduz em uma potente
habilidade de se ligar e clivar a gelatina. As estromolisinas (MMP-3, -7, -10 e -11),

clivam a fibronectina, proteoglicanos e regides nao helicoidais do colageno tipo IV. A
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principal funcdo da MT-MMP ¢é a ativacdo da MMP-2 (BIRKEDAL-HANSEN et al.,
1993; CURRY e OSTEEN, 2003).

Além de sua acao proteolitica, as MMPs, especialmente as estromolisinas,
exibem atividade em direcdo a outras MMPs, fatores de crescimento e citocinas,
podendo incluir esta classe como moduladoras do crescimento celular, inclusive nos
processos patoldgicos (CURRY e OSTEEN, 2003).

Os macrofagos, bem como os neutréfilos contém colagenases (MMP-1),
gelatinases (MMP-2) e muitas estromolisinas (MMP-3, -10 e -11), matrilisinas (MMP-
7) e outros tipos de elastases (metaloelastase, a MMP-12). Todas as MMPs sé&o
secretadas de leucécitos, algumas células epiteliais, endoteliécitos e fibroblastos,
como proenzimas (zimogénios) e requerem ativacdo extracelular via outras
proteinases, incluindo as MMPs, serina proteinases (CURRY e OSTEEN, 2003),
ativador do plasminogénio/plasmina (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; CURRY e
OSTEEN, 2003), catepsina G ou proteinases bacterianas (BIRKEDAL-HANSEN et
al.,, 1993), cisteina proteinases, bem como agentes ndo proteoliticos como radicais
livres (oxigénio- e sulfidrico-reativos) e agentes desnaturantes (CURRY e OSTEEN,
2003), afim de engatilhar sua atividade (a ativagdo envolve a interrupgcao da
interacdo entre um residuo de cisteina e o zinco, o0 que caracteriza a inatividade da
enzima). Tais enzimas sdo importantes durante o processo inflamatoério e de reparo
devido a degradacado e subsequente remodelacéo tecidual (BIRKEDAL-HANSEN et
al., 1993; CURRY e OSTEEN, 2003).

A atividade proteolitica das MMPs é inibida pelas TIMPs, que sao
secretadas pelos préprios leucdOcitos e por outras células que compdem o
parénquima e estroma teciduais (TSUBOI et al., 1990; BIRKEDAL-HANSEN et al.,
1993; HULBOY et al., 1997; BOCHSLER e SLAUSON, 2002; CURRY e OSTEEN,
2003). Portanto, a quebra no balanco da atividade destas enzimas podera
desencadear processos de invasao tumoral, angiogénese, metastase e também o
desenvolvimento de doencas caracterizadas pela degradacdo excessiva ou
deficiente da MEC, como aneurismas (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993;
BOCHSLER e SLAUSON, 2002), endometriose (SAITO et al.,1995) e adenomiose
(MORI et al., 2000; MATSUDA et al.,2001).

A expressdo exacerbada de cada uma das classes de MMPs esta
associada com transformacdo maligna, ambas in vitro e in vivo. Estudos de

hibridizacdo in situ tém demonstrado que a expressdo de MMP n&do esta somente
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limitada a células tumorais (neoplasicas), mas também a células do estroma, nas
proximidades dos disturbios teciduais, como fibroblastos, macréfagos, neutrdéfilos e
células endoteliais (RODGERS et al., 1994; BOCHSLER e SLAUSON, 2002).

O mecanismo pelo qual as MMPs desencadeiam a invasédo celular ou
metéstase, provavelmente se dé, por um efeito direto da degradacdo da membrana
basal e componentes da MEC. No entanto, existe forte evidéncia de que uma vez
displasicas, as células tenham acesso ao estroma adjacente e as MMPs promovam
seu crescimento pela inducdo da secrecédo de fatores de crescimento latentes, como
fator basico de crescimento fibroblastico (bFGF), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), entre outros, ainda n&o identificados, que sao liberados das
membranas basais degradadas, ou seja, as MMPs promovem 0 suporte para a
invasao celular (RODGERS et al., 1994; BOCHSLER e SLAUSON, 2002).

O trato reprodutivo feminino pode ser observado como um sistema orgéanico
dindmico, estando associados tecidos especializados que funcionam
harmoniosamente como resultado de uma comunicacdo direta e sequencial dos
esterdides ovarianos. O endométrio € um tecido composto de elementos glandulares
(epitelial) e do estroma (mesenquimal), que desempenham sua fun¢éo independente
dos componentes musculares do Gtero. A natureza sensitiva do endométrio aos
esterdides reprodutivos cria um complexo de mudancas fisiol6gicas necessarias ao
concepto. Sem o suporte esterdide, o endométrio exibe pouca mudanca morfolégica
e falha em expressar os componentes bioquimicos de diferenciacdo necessarios
para o estabelecimento e a manutencao da prenhez. Uma comunicagao precisa e
ordenada das vias bioquimicas envolvendo a agcdo dos horménios reprodutivos, bem
como fatores de crescimento e citocinas localmente produzidos, Sdo necessarios
para controlar o crescimento e a diferenciacdo do endométrio. Cada um desses
agentes pode afetar o modo de expressdo, bem como a atividade das MMPs e
TIMPs durante o ciclo estral (RODGERS et al., 1994; HIRATA et al., 2002). Estudos
em animais tem mostrado que uma consideravel perda de colageno esta associada
com mudancas no tamanho uterino durante o ciclo estral em ratas (VAN VEEN e
PEEREBOOM, 1987). Contudo, roedores e espécies domésticas exibem menores
perdas uterinas, quando comparadas com espécies que menstruam (CURRY e
OSTEEN, 2003).

GAETJE et al. (1995) demonstraram in vitro, que células humanas

endometridticas tém potencial invasivo, indicando similaridade com as linhas
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metastaticas celulares. SCHINDI et al. (2001) demonstraram um aumento
significante na densidade da microvasculatura em pacientes com adenomiose,
gquando comparados com o0 grupo controle, indicando que tecidos adenomioticos
possuem atividade angiogénica, que € mediada pelas MMPs.

MORI et al. (2000) investigaram a influéncia de um inibidor de MMPs, o
ONO-4817, sobre o desenvolvimento e a regressédo da adenomiose experimental.
As camundongas tratadas com doses de 0,3% a 1,0% de ONO-4817 mostraram
diminuicao significativa da adenomiose, e o grau da progressao da lesao foi menor
em todos os Uteros expostos ao farmaco. A invasividade de células endometriais
obtidas de uteros adenomiéticos também foi comprovada em culturas das células em
matrigel, onde os principais constituintes eram o colageno tipo IV e a laminina. Neste
meio, as células endometriais adenomiéticas diminuiram seu potencial invasivo
guando tratadas com o0 ONO-4817.

Em estudo utilizando hibridizac&o in situ em camundongas com adenomiose
induzida, constatou-se que os niveis de RNAm para as MMP-2 e MMP-9 estavam
aumentados quando comparados com os do grupo livre da enfermidade, e que a
atividade dessas gelatinases em tecidos uterinos se tornava elevada com a
progressao da doenca (MATSUDA et al., 2001).

A cascata do sistema ativador de plasminogénio urokinase
(uPA)/receptor/plasminogénio tem sido apontada como uma das principais
ativadoras das pr6-MMPs na superficie celular. Assim, a ativacdo do sistema de
MMPs pode ser regulado pelo balanco entre serina proteinases, como a uPA e seus
inibidores. No entanto, a MMP-2 é resistente a ativagdo por serina proteinases, e sao
ativadas por mecanismos que envolvem as MT-MMPs e TIMP-2 (CURRY e
OSTEEN, 2003).

A ativacdo da MMP-2 ocorre pela habilidade de ligagcdo do dominio C-terminal
da TIMP-2 a pro-MMP-2 e formar um complexo, que pode ser reconhecido e se ligar
ao dominio extracelular da MT-MMP. O complexo pro-MMP-2/TIMP-2/MT-MMP pode
ser ativado por uma MT-MMP adjacente ou nao, liberando a forma ativa da MMP-2
(HULBOQY et al., 1997; CURRY e OSTTEN, 2001 e 2003).

CHUNG et al. (2002) demonstraram que a expressao exacerbada de MT1-
MMP estd associada com o aumento da expressdo e ativacdo da MMP-2 em
endométrio distopico de mulheres com endometriose, quando comparado com o

grupo livre da distrofia, sugerindo que a expressdo de MT1-MMP e MMP-2 esta
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modificada em mulheres que sofrem de endometriose. Ainda, mulheres com
endometriose expressam baixos niveis de TIMP-2, culminado com alta atividade
proteolitica da MMP que favorece a invasao de células endometridticas.

MATSUDA et al. (2001) relataram que a MEC de camundongas, contém os
coladgenos tipo |, Il, e V na musculatura uterina, e estes geralmente protegem contra
a invasdo de células endometriais. As células adenomidticas invadem as camadas
musculares pelas regides ricas em componentes da membrana basal, sugerindo que
estas migram para o miométrio ao longo dos vasos sanguineos dilatados, através da
membrana basal, entre os componentes epitelial e estromal do endométrio, ou seja,
o desenvolvimento da adenomiose pode estar associado com a degradagéo da MEC
e membrana basal das glandulas e vasos sanguineos e/ou da camada muscular.

HASHIZUME et al. (2003) observaram o comportamento da MMP-2 e 9 em
culturas de células endometriais de bovinos, suplementada com progesterona (P4),
IGF, TNF e IFNT. Esses autores encontraram um aumento significativo de MMP-2
em culturas suplementadas com altas doses de P4 (>30nM), IGF-I, TNFa e [3; e uma
diminuicdo quando suplementadas com baixas doses de P4 (3nM), IGF-1l e IFNT. Ja
o perfil da MMP-9 foi diferenciado, apresentando aumento significativo quando as
culturas foram suplementadas com TNFa e [3, e o restante das citocinas e a P4 néo
surtiu efeito sobre sua producao.

Em estudo utilizando amostras de lavagens uterinas de mulheres com
leiomioma, poélipos endometriais e adenomiose foram encontrados altos niveis de
MMP-2 e 9, IL-1B3, IFNy e TGF-3, guando comparados com 0s niveis encontrados no
grupo controle (Gteros normais) (INAGAKI et al., 2003). Sabe-se que as MMP- 2 e -9
participam no processo de implantacdo embrionaria em humanos (CURRY e
OSTEEN, 2003) e bovinos (WALTER e BOOS, 2001; HIRATA et al., 2002 e 2003;
HASHIZUME et al., 2003).

Entre as varias espécies de mamiferos, a expressao seletiva, a ativacdo e a
inibicdo de membros do sistema de MMPs sdo necessarias para a reestruturacao
uterina, enquanto que a manutencdo da estabilidade tecidual, durante o periodo
estrogénico (crescimento), € fundamental para o estabelecimento da prenhez e,
ainda, para a remodelacéo no pré e pos-parto (CURRY e OSTEEN, 2003). Qualquer
alteracdo em um desses eventos podera desencadear problemas reprodutivos,

incluindo a adenomiose.
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Embora mudancas estruturais ocorram nos tecidos uterinos durante o ciclo
estral ou prenhez, o limite entre 0 endométrio e o0 miométrio € sempre mantido em
um estado constante. A invasdo de tecidos endometriais por entre as fibras
musculares € bloqueada por uma delgada camada de fibras musculares lisas e pela
membrana basal (componente da MEC). O processo de migracéo celular ou invasao
esta associado com a degradacdo e reconstituicdo dos componentes da matriz
(MORI et al., 2000; MATSUDA et al., 2001; CUSTIS et al., 2002).
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RESUMO

Relacionaram-se as caracteristicas da adenomiosaxdases do ciclo estral em 61 pecas de
Uteros de bovinos colhidas em matadouros. A adesanoi classificada em superficial e
profunda. A fase do ciclo estral foi estimada palarfologia, coloracdo e vascularizagéo do
corpo lateo e presenca ou nao de foliculos ovasianaiores que 8mm. Os animais que
estavam em anestro (n=11) apresentaram a mengénciar de adenomiose (8,2%), e 0s que
estavam na fase latea média (n=21), a maior (31,8%s fases lutea inicial (n=13) e folicular
(n=16) as ocorréncias foram semelhantes, 18,0 8%2respectivamente. A maior
porcentagem de adenomiose profunda ocorreu nas ligea inicial e meédia, 45,0 e 47,4%,
respectivamente, e durante o anestro e a faseultolicforam de 20,0 e 14,3%,
respectivamente. Os resultados sugerem que adaseld estral influencia na ocorréncia de

adenomiose e no grau de infiltracdo miometrialglasdulas endometriais.
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ABSTRACT

The correlation of the adenomyosis characteristits the phases of the estrus cycle in 61
cows bovine’s uteruses collected in slaughterhowsas studied. The adenomyoses were
classified as superficial and deep. The morpholstgining and vascularization of the corpus
luteum and the presence or not of larger ovaridlicies than 8mm helped estimate to estrus
cycle. The cows in anestrus (n=11) showed leastroeace of adenomyosis (8,2%) and the
animals in the medium luteal phase (n=21) wasahgekt (31,0%). In the initial luteal phase

(n=13) and the follicular phase (n=16) the occuresnof adenomyosis were similar 18.0 and
22.9%, respectively. The largest percentage of deéepomyosis was found in the initial and

in the medium luteal phases 45.0 and 47.4%, respictand during the anestrus and the

follicular phase were 20.0 and 14.3%, respectivélye data suggest that the cycle phase
influences in adenomyosis occurrence and in theegegf miometrial infiltration of the

endometrial glands.

Keywords: bovine, adenomyosis, estrous cycle, patmlogy.

INTRODUCAO

A adenomiose uterina € caracterizada pela loca@@atistopica de glandulas e estroma
endometrial por entre os feixes musculares do ntivan@ubb e Kennedy, 1987; Moreira et
al., 2006), sendo considerada um crescimento cdbglaigno e relativamente incomum em
fémeas domésticas. De acordo com a literatura,eacadiose € um achado ocasional em
vacas, como parte de um desarranjo local na aagimentar, ou pela ma-formacdo de uma

das extremidades dos cornos uterinos (Jubb e Kgnh@d7).

Estudos sugerem que essa enfermidade seja capsadkjamente, pela desestruturagdo da
borda endométrio-miometrial, que consiste em umiiznextracelular (MEC) especializada
que separa as camadas uterinas, mantendo-as comepdatizadas. Sua integridade é
mantida pela acao conjunta das colagenases e ribigies, por sua vez, sdo modulados
pelos hormdnios reprodutivos, citocinas e fatoresmescimento localmente produzidos em

humanos e animais (Matsuda et al., 2001; Currytegds2003). Assim, alteracdes no perfil
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hormonal, estrégenos, progestagenos e prolacto@der@o culminar com uma invasao da
camada muscular pelos componentes endometriaislifacédo estroma e glandulas

endometriais (Levgur et al., 2000; Mori et al., @D0

Atribui-se a essa enfermidade interferéncia naes@pg&ncia espermatica e embrionaria, e na
implantacdo do embrido, em funcao de alteracOesilaass (Levgur edl., 2000), de estresse
oxidativo (Ota et al., 1998) e de degradacédo exaesla MEC (Mori et al., 2000), levando a
modificagdes no microambiente uterino, culminandm csubfertilidade e infertilidade em

mulheres e animais de laboratério (Mori et2000; Inagaki et al., 2003).

Diante da escassez de informacdo e diagnésticaddaomiose em fémeas bovinas, este
trabalho teve os objetivos de identificar e clasaifa adenomiose de fémeas bovinas nao

prenhes e relaciona-la com a fase do ciclo estral.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 61 genitalias e gbnadas, individeata protocoladas, de fémeas bovinas
azebuadas, ndo-prenhes, em idade reprodutivagdada&im matadouros frigorificos estaduais,

do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, entigorda 2003 e dezembro de 2004.

A fase do ciclo estral foi estimada no momento dHnaita por meio das caracteristicas
morfologicas do corpo luteo, de acordo com Pavletkal. (1992). As pecas eram

armazenadas em recipientes térmicos refrigeradasetidas ao laboratério. Uma amostra de
5cm de comprimento e 3cm de largura, retirada dm teedial de um dos cornos uterinos e
aberta com a superficie serosa voltada para um fillqwe para evitar o seu dobramento, era
fixada em formalina neutra tamponada a 10% e, apogeriodo minimo de 48 horas, era
processada por inclusdo em parafina, cortadg a Borada pelos métodos hematoxilina e

eosina, tricromatico de Gomori e Van-Gieson.

Para auxiliar a determinacdo da intensidade detzed® de tecido endometrial por entre as
fibras miometriais, era utilizado o método classifbrio recomendado por Moreira et al.

(2006), que obedeceu ao grau de infiltracdo do fpedular no miométrio em: a) superficial
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- quando a insinuagdo glandular ndo ia além do oo superficial, na profundidade
correspondente ao diametro de uma a trés unidddeduiares, e b) profunda - quando a
insinuacao glandular ultrapassava o miométrio sigr na profundidade correspondente ao

didmetro de mais de trés unidades glandulares.

Para a andlise da ocorréncia, classificacdo deoatese e a fase do ciclo estral foi utilizado
o teste do qui-quadrado diferenciado (Kruskal Walioma de 0,05, pelo procedimento
FREQ/CHISQ do SAS.

RESULTADOS

Oito pecas uterinas exibiram projecdes nodularesuparficie serosa (Fig.1A), que ao corte
longitudinal revelaram espessamento da paredeafo (Fig.1B), que estava acometido por
adenomiose profunda, confirmada pela histopatol@a®1C).

Pela coloracdo de Van-Gilson, evidenciou-se acdatu@roliferacdo de colageno,
provavelmente proveniente do endométrio (estrordaraetrial), acompanhando as glandulas
infiltradas no miométrio (Fig. 1A, E e F).

Foram diagnosticados 49 (80,3%) casos de adenonfos®ior freqiéncia ocorreu na fase
lutea média (Tab. 1) e ndo se observou difereneataada na frequéncia de adenomiose
entre as fases folicular e lute inicial. Outrasi¢ékes entre o nimero de animais estudados, a
fase do ciclo estral e a ocorréncia de adenommstre a fase do ciclo estral e o tipo de
adenomiose (superficial ou profunda) sdo apresastad podem ser calculadas a partir dos

resultados encontrados na Tab. 1 e na Fig. 2.
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Figura 1. Utero de vaca. Adenomiose. A) No6dulo inter projetado contra o perimétrio. B) Corte
longitudinal do corno uterino, mostrando espessameéa parede. C) Glandulas e estroma endometriais
imersas no miométrio profundo; Obj.10x; HE. D) GQmao (verde) acompanhando as unidades
glandulares imersas em miométrio superficial; CGlfjx; Tricromatico de Gomori. E e F) Glandulas
endometriais imersas em miométrio; Obj. 10x e 4@spectivamente, Van-Gieson; note as fibras
colagenas coradas em vermelho e fibras muscularesrarelo.
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Tabela 1. Frequéncia de adenomiose segundo oastlal em fémeas bovinas abatidas em
matadouros

_ Com adenomiose (%) Sem adenomiose
Fase do ciclo estral

Superficial Profunda (%)
Anestro 36,4 (4/11) 9,1 (1/11) 54,6 (6/11)
Folicular 75,0 (12/16) 12,5 (2/16) 12,5 (2/16)
Litea inicial 46,2 (6/13) 38,5 (5/13) 15,4 (2/13)
Litea média 47,6 (10/21) 42,9 (9/21) 9,4 (2/21)
DISCUSSAO

Na pecuaria de corte, fémeas que apresentam bfk@neia reprodutiva geralmente sao
descartadas sem que se tenha uma analise maisadetalo seu historico reprodutivo. Isso
pode estar associado a muitos fatores, como oiagoastico de alguma afeccao reprodutiva,
infeccBes associadas ao trato reprodutivo, ma dpddi do sémen e falhas de manejo, em
geral, que resultam na eliminacdo de individuoslte potencial genético. O resultado de
80,3% de adenomiose em Uuteros bovinos é uma evwad@&®c que se deve dar maior
importancia a essa enfermidade que, apesar daulddibe de diagnostico, poderia ser

apontada como um dos motivos de descarte de anemaidade reprodutiva.

A adenomiose severa resulta em um aumento de valiaméero, atribuido a hipertrofia e

hiperplasia da musculatura uterina adjacente am ddenomiético em camundongas (Mori et
al., 1981) e mulheres (Parrot et al.,, 2001). O auineo volume uterino encontrado neste
estudo (Fig.1A e B) pode ser explicado pelo distido crescimento da musculatura lisa em
Uteros acometidos por adenomiose, aspecto ja delgialos autores citados, no entanto,

nenhuma analise morfométrica foi realizada nestasingacao.

Segundo Matsuda et al. (2001) e Custis et28i02), a migracédo de tecido endometrial da-se
ao longo do trajeto dos vasos sangiineos, com conghimento da MEC da borda
endométrio-miometrial e da membrana basal dos vasdas glandulas endometriais que
participam do processo, explicando a desorganizagimvasado do colageno endometrial no
miométrio observados neste experimento (Fig.1EguSdo Curry e Osteen (2003), as

colagenases déao suporte a invasdo do miométridalevilegradacao direta da MEC e pela
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inducdo de fatores de crescimento liberados pekwbranas basais degradadas por essas
proteinases, que estdo elevadas nessa enfermidadareundongas (Mori et al., 2000) e

humanos (Inagaki et al., 2003).

A administragdo cronica de estrogenos induz adevsmmuterina em humanos e animais
(Hart, 1990). O tecido acometido por essa desordemcrescimento celular sintetiza
estr0genos e seus receptores, portanto é cladsifatano estrogeno-dependente (Kitawaki et
al., 2003). No entanto, para que ocorra o deseimeiMo da doencga, é necessario que haja o
sincronismo entre estrogenos e progesterona, auges exista sensibilizacdo do endométrio

por esses esterdides (Mori et al., 1981).

A menor freqiéncia de adenomiose das vacas enr@ngsivavelmente, ocorreu em razao
da baixa concentracdo de estrégenos e progestekomsedida que a concentracdo desses
esteroides se elevou, a ocorréncia da desordemnémmeseguindo um padréo ciclico

mostrado pela regressao linear (Fig. 2).
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o\o 4
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¢ i - 1. Anestro
g 15 ! 2. Fase folicular
O 10, 82 3. Fase ldtea inicial
5 | | 4. Fase litea média
0
1 2 3 4

Fases do ciclo estre
Figura 2. Porcentagem de ocorréncia de adenoméaeatdo com a fase do ciclo estral de fémeas aswhatidas em matadouros.

A fase folicular, que apresentou a maior ocorrédeiadenomiose superficial (75,0%), onde
o grau de infiltracdo ndo ultrapassou o miométupesficial, permitiu sugerir que esse

estadio do ciclo estral seja um ponto de retormolifpracdo), isto €, que ha regressao da
lesdo em alguns animais quando o estimulo estrom@eissa, principalmente das glandulas

basilares.
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A fase lutea, que exibiu a maior ocorréncia de anéose (49,0%), mais elevada na fase
lutea média (31,0%), sugere que ha alguma inflaédei progesterona na progressao da

doenca.

De acordo com Mori et al. (1981), é necessariamairadtracdo de estrégeno e progesterona
conjuntamente para inducdo de adenomiose em camgaslcovariectomizadas. Assim,
propde-se classificar a adenomiose como enfermidsigedide-dependente. No entanto, essa
desordem tem os estrogenos como fator desencadeanlidferando em uma fase estrégeno-
dependente e, provavelmente, seja mantida e acagldina fase latea, em que a progesterona
€ o principal horménio secretado pelos ovarios. r&€siltados encontrados neste estudo
confirmam os ja observados em mulheres e camundongmda, a utilizacdo de
antiprogestinas foi capaz de promover a regresadentermidade em mulheres e animais,
reforcando o papel fundamental da progesteronaamut®ncao da adenomiose (Singtripop et
al., 1992; Mori et al., 2002; Wang et al., 2002).

Portanto, é importante que a fase do ciclo estjal lsvada em considera¢cdo no momento da
colheita de amostra uterina para diagnéstico dacdmse em vacas, sendo 0 anestro o
momento ideal para o diagndstico, pois as conogigeados esteroides ovarianos estdo em

niveis basais, ndo interferindo na apresentacaoodiastia.

De acordo com a literatura consultada, a adenondéiase achado ocasional em vacas como
desordem congénita (Jubb e Kennedy, 1987) e, tamééemcontrada em cadelas junto a
hiperplasia endometrial cistica (McEntee, 1990)adenomiose uterina foi observada em
novilhas/vacas abatidas em matadouros por Mongeiah (2003), que observaram ocorréncia
de 26,7% (16/60) em Birigupi-SP, e por Moreira ét @006), 70,4% (19/27). As

porcentagens sao conflitantes incluindo a destedesttontudo ndo se trata de um achado

congénito e tdo incomum em vacas, como relatadolipedatura.

A escassez de registros dessa distrofia nas fémoeaésticas de interesse agropecuario talvez
se justifigue por ser uma lesdo da tunica mionletyiee, classicamente, ndo compde as
amostras para biopsia endometrial. Por se trataristeera sem nenhum valor comercial,

existe pouco interesse pelas pecas (genitaliasiieas), que sdo descartadas nos matadouros.
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A presente investigacao da adenomiose uterina easvaostrou grande similaridade com a
adenomiose em uteros de mulheres, o que permiterisugecanismos de formacao
semelhantes. Aléem disso, este estudo suporta a @ique a prolongada estimulacdo
hormonal de glandulas basais no inicio do procedsstormacdo desse disturbio permite a

proliferagcéo e invasdo miometrial.

Conclui-se que o numero de casos de adenomiosdefcado em vacas abatidas na Regido
Norte Fluminense e que a fase do ciclo estral, amemto da colheita uterina, influencia no
grau de infiltracdo de tecido endometrial, ao nawstim padrdo de apresentacao de acordo

com a fase do ciclo estradtus hormonal) e exibir maior ocorréncia na fase lutea.
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Expresséo desordenada de receptores- a de estrégeno e receptores de

progesterona em Uteros de vacas com adenomiose

Discoordenate expression of estrogen receptor-a and progesterone receptor in

bovine uterus with adenomyosis.

Lio Moreira; Eulogio Carlos Queir6z de Carvalho; Maria Clara Caldas Bussiere
Universidade Estadual do Norte Fluminense/HVET- Av. Alberto Lamego, 2000, Pq.
Califérnia, 28013-202, Campos dos Goytacazes, RJ.

Resumo

Nesta investigacdo o perfil imunoistoquimico dos receptores-a de estrégeno (RE-a)
e de receptores de progesterona (RP) foi avaliado em Gteros bovinos normais e com
adenomiose. Amostras uterinas de 62 vacas, em idade reprodutiva, foram colhidas
em matadouros e divididas de acordo com a fase folicular ou lutea (inicial ou média)
e grau de adenomiose (superficial ou profunda). SecOes teciduais (4um) foram
incubadas com anticorpo primario anti-RE-a e anti-RP overnight a 4°C e
evidenciados pelo método biotina-estreptoavidina-peroxidase-DAB. Na fase folicular,
a expresséo dos REa e RP foi mais elevada em sec¢Ges uterinas com adenomiose
profunda, quando comparada com os demais espécimes. A expressao de RP foi
maior em secdes uterinas normais na fase lUtea inicial, principalmente nas estruturas
epiteliais (P<0,05) enquanto que, na fase lutea média, houve expressdo de RE-a
(P<0,05) e auséncia de RP nas glandulas e estroma endometriais. Os resultados
mostraram que a expressdo dos RE-a e RP estdo desregulados em uteros com

adenomiose e podem ser usados como biomarcadores de endométrio disfuncional.

Palavras-chave: adenomiose; receptores esterdides; vacas; Uteros.
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Abstract

The present report cell type- and location-specific distribution patters of estrogen
receptor-a (ER-a) and progesterone receptor (PR) were examined in the normal
and with adenomyosis bovine’s uteri during follicular and luteal phases of estrous
cycle by immunohistochemistry. The uterine samples of 62 cows, in reproductive
age, were taken from the medial third from one of the uterine horns, at the local
slaughterhouse and divided according to the phase of the estrous cycle (follicular
or middle or luteal) and degree of adenomyosis (superficial or deep). In follicular
phase, the ER-a and RP expression was higher in uterine sections with deep
adenomyosis, in comparison with other specimens. The PR expression was higher
in normal uterine sections, in initial luteal phase, mainly in epithelial structures
(P<0,05), while in the middle luteal phase, there was RE-a expression and the RP
were not detected in endometrial glands and stroma. The data suggest that RE-a
and PR expression were discoordinate in adenomyosis of cows and it could be

used like biomarkers of endometrium dysfunctional.

Keywords: adenomyosis, steroid receptor, uteri, cows.

Introducao

A adenomiose uterina € descrita como a localizacao de tecido endometrial
entre os feixes miometriais (DEVLIEGER, et al., 2003; MOREIRA et al., 2006). Em
mulheres, é considerado um distarbio do crescimento celular benigno e
estrogeno-dependente (KITAWAKI et al., 2003). Sua etiologia € desconhecida,
mas reside em uma natureza complexa e multifatorial, que resulta em falha
reprodutiva em mulheres (DEVLIEGER, et al., 2003); roedores (MORI et al., 2000;
INAGAKI et al., 2003) e bovinos (FERREIRA et al., 2008).

A literatura descreve que a ocorréncia de adenomiose é um evento
secundario a uma disfuncdo prévia no endomeétrio eutdpico, levando a uma
incapacidade endometrial de responder as vias de sinalizacdo moduladas pela
progesterona, e responder exageradamente as vias estimuladas pelos estrogenos
(BULUN et al., 2006; DASSEN et al., 2007).
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No trato reprodutivo feminino saudavel estdo associados tecidos
especializados, cuja funcionalidade depende da sinalizagéo direta e sequencial
dos esterbides sexuais durante o ciclo estral. A natureza responsiva do
endométrio aos esterdides cria um complexo de mudancas fisiologicas
necessarias ao desenvolvimento do embrido. Uma comunicacdo precisa e
ordenada das vias bioquimicas envolvendo a acdo dos horménios esterdides
sexuais, bem como fatores de crescimento e citocinas localmente produzidos séao
imprescindiveis para controlar o crescimento e a diferenciacdo do endométrio
(CHABBERT-BUFFET et al., 2004; LESSEY et al., 2006).

Os disturbios da receptividade uterina ao embrido podem representar uma
via comum em muitos individuos com desordens do tipo estrogeno-dependente. A
ocorréncia de receptores-a de estrégeno (RE-a) no endométrio durante a fase
lGtea média pode ser considerada como um biomarcador de um endométrio com
enfermidade estrégeno-dependente (LESSEY et al., 2006).

O mecanismo de formacdo da adenomiose ainda ndo esta completamente
esclarecido, contudo em vacas, sabe-se que sua forma de apresentacdo esta
relacionada com as fases do ciclo estral (MOREIRA et al.,, 2007). Tem sido
proposto que sua origem possa residir na alteracdo de qualguer um dos
intrincados sistemas de regulacdo uterina (JACKSON et al., 2007). Diante do
exposto, propbs-se avaliar a expressao de RE-a e de receptores de progesterona
(RP) em uteros de vacas com adenomiose nas fases folicular e lutea do ciclo

estral.

Material e métodos

Amostras

Os 62 espécimes selecionados provieram do terco-médio de um dos
cornos uterinos, de vacas nao prenhes em idade reprodutiva abatidas em
matadouros locais. A colheita e o preparo das amostras, e a avaliacdo do ciclo
estral e dos graus de adenomiose uterina foram realizados segundo a
metodologia proposta por MOREIRA et al. (2007).

As amostras foram divididas em: Grupo | - composta por sec¢des uterinas

normais na fase folicular (n=12) e na fase lutea inicial (n=2) e média (n=2). Grupo
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Il — se¢Bes uterinas com adenomiose superficial na fase folicular (n=15), na lutea
inicial (n=7) e média (n=2). Grupo IIl — se¢bes uterinas com adenomiose profunda

na fase folicular (n=8), na latea inicial (n=7) e média (n=7) (Tab.1, 2 e 3).

Imunoistoquimica

Secdes em parafina de 4um foram obtidas das amostras uterinas
selecionadas e colhidas em laminas histoldgicas silanizadas (Silano, Sigma-
Aldrich, MO, USA) submetidas a desparafinizacdo em 5 banhos em xilol (10 min)
e reidratadacdo em 5 banhos de alcoois graduados (5 min) e 3 banhos em agua
deionizada (5 min). A seguir, os espécimes foram tratados com solucdo aquosa
de peroxido de hidrogénio 30V (Vetec, RJ, Brasil) a 30% por 30 min para blogueio
da peroxidase enddgena. Posteriormente, eram colocados em banho-maria a
98°C em tampéo citrato (Vetec, RJ, Brasil), por 30 min para recuperacao
antigénica e mantidos em temperatura ambiente por 20 min. Subsequientemente,
as laminas eram cuidadosamente enxutas com papel toalha, os cortes envolvidos
circularmente com Dako penl] (Dako, CA, USA), e os espécimes incubados por 1
h com solucdo para bloqueio de ligacfes inespecificas [Trisma-NaCl (Vetec, RJ,
Brasil) com 1% de soroalbumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA —
Sigma-Aldrich, MO, USA)] e 1% de leite em p6 desnatado (Molico™ - Nestlé, SP,
Brasil). Depois de descartada a solucdo de bloqueio, as sec¢des foram incubadas
com anticorpo monoclonal anti-RE-a (Fk Biotec, RS, Brasil, clone AER-311/314) e
anti-RP (Dako, CA, USA, clone PgR-636) diluidos 1:100 em agua ultrapura e
incubados overnight a 4°C em camara umida. No dia seguinte, as laminas eram
lavadas com solucao salina de Trisma com tween 20-TBS (Vetec, RJ, Brasil) por
cinco min e tratadas com o Kit LSAB-HRP* (Dako, CA, USA), lavadas por 5 min.
com TBS e reveladas com Kit cromégeno DAB (Dako, CA, USA); contracoradas
com hematoxilina de Harris, desidratadas em banhos de alcodis (1min) e

montadas com Permount® (Sigma-aldrich, MO, USA).

Andlise dos dados
As intensidades de imunomarcagéo foram avaliadas em microscopio 6ptico
de luz branca (Olympus BX41, MI, USA) no epitélio luminal, estroma endometrial

superficial e profundo (compacto e esponjoso), capilares endometriais, glandulas
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superficiais e profundas, tecido endometrial infiltrado (estroma endometrial e
glandulas) no miométrio; borda endométrio-miometrial, miométrio e vasos
miometriais (média e endotélio), em 3 campos microscopicos escolhidos pela
intensidade da reatividade, obedecendo ao seguinte escore: (0) para negativo; (+)
para fracamente positivo; (++) para positivo e (+++) para fortemente positivo
(WALTER e BOOS, 2001).

As médias, de intensidade de cada estrutura foram analisadas pelo teste
Kruskall Wallis e comparagéo entre duas médias pelo teste de Mann-Whitney (a =
5%).

Resultados

Fase folicular

Todas as secdes uterinas exibiram maior intensidade de reatividade para
RE-a do que para RP, mas somente as fibras endometriais apresentaram
diferencas significativas, com uma maior expressao em sec¢des com adenomiose
profunda, apesar da baixa intensidade de reatividade observada, quando
comparadas com as demais estruturas teciduais avaliadas (fig.1A e tab.1).

Os REa e RP apresentaram maiores médias de intensidade de reatividade
nas secdes com adenomiose profunda, exceto para RE-a nas glandulas
endometriais profundas e infiltradas no miométrio, e para os RP nas glandulas
endometriais profundas e estroma profundo.

A expressdo de RP nas se¢fes com adenomiose profunda foi maior no
epitélio superficial, estroma do endométrio superficial e vasos endometriais
(P<0,05), mas nunca excediam a expressdo de RE-a, exceto no estroma do

endométrio superficial, na adenomiose profunda (fig.1A).

Fase lutea Inicial

A expressao dos RPs foram maiores nas estruturas epiteliais, miométrio e
limite endomiometrial, das sec¢des uterinas normais, e apresentaram pico de
expressao (+++), quando comparada com as se¢fes com adenomiose superficial
e profunda (P<0,05), e foram mais elevadas que a expressdo de RE-a, a nao ser

no estroma do endométrio superficial (fig.1B e 2A).
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No miométrio das se¢bes com adenomiose superficial, ocorreu marcagéo
para ambos os receptores, contudo somente os RE-a mostraram diferencas,
exibindo maiores médias as se¢fes teciduais normais (P<0,05).

No limite endomiometrial, sé houve reatividade para os RE-a nos
espécimes com adenomiose superficial (P<0,05), enquanto que elevada
reatividade foi observada para os RP, principalmente em sec¢des uterinas normais
(P<0,05).

Fase lutea média

A expressao dos RE-a e RP foram maiores no epitélio superficial e nas
glandulas endometriais superficiais, das se¢cdes com adenomiose superficial e
profunda (fig.1C). A intensidade de reatividade para os RE-a foi elevada nas
células epiteliais das glandulas endometriais superficiais (P<0,05) e profundas
(P>0,05), nos uteros com adenomiose superficial e profunda (fig.2B), quando
comparadas com Uteros normais.

Todas as sec¢Oes uterinas exibiram elevada intensidade de reatividade para
RP, o que nao ocorreu nas glandulas profundas, onde as sec¢fes uterinas normais
exibiram baixa reatividade, contrastando com a elevada reatividade observada
nos uteros com a referida distrofia (fig.1C), contudo as médias ndo apresentaram
diferencas.

O estroma do endométrio superficial das se¢bes normais, os RE-a e RP
foram indetectaveis, e nas se¢cdes com adenomiose superficial, somente houve
expressdo para os RP (P<0,05), enquanto que, nagueles com adenomiose
profunda, somente ocorreu expressdo dos RE-a (fig.C/D), apesar de nao ter

havido diferenca significativa (tab.1).

Discusséao

As fases do ciclo estral estudadas, os RE-a revelaram ser mais
intensamente expressos em uteros com adenomiose superficial e profunda,
apresentando-se mais elevados nas fases folicular e litea média. Em secdes
uterinas normais, na fase folicular, ocorreu elevada média de intensidade de

reatividade para RE-a, seguidas pela adenomiose superficial e profunda,
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enquanto que na fase litea média, estas foram similares em secdes uterinas com
adenomiose superficial e profunda.

Conforme KIMMINS e MCLAREM (2001) e ROBINSON et al. (2001),
durante o ciclo estral em bovinos, a expressao dos receptores esterdides € mais
intensamente detectada ao longo da fase folicular do que no diestro. Estes
autores sugerem que 0s estrogenos possuem efeitos estimulatérios sobre o trato
reprodutivo de bovinos, como nas mulheres (LESSEY et al., 2006; DASSEN et al.,
2007).

Os estrogenos sinalizam para que ocorra a sintese e expressao de RE-a e
RP, que alcancam pico no final da fase folicular, e declinam com o decorrer da
fase lutea. Estas constatacfes remetem aos encontrados nas sec¢des uterinas
sem adenomiose observadas neste estudo, e diferem daquelas com a desordem
em investigada. A fase latea média, os Uteros enfermos exibiram elevada
expressdo de RE-a, notadamente nas estruturas epiteliais, suportando uma idéia
de que existe persisténcia da estimulacdo estrogénica nas secdes com
adenomiose.

Em estudo conduzido em mulheres, os estrégenos estimulam sozinhos a
sintese e a expressdo dos RE-a e RP, e aumentam a expressao dos genes
necessarios para divisdo celular e crescimento tecidual. Com a ovulacéo e o inicio
da fase latea, a progesterona diminui a divisdo celular e induz a mudancas
secretoras. Na fase lutea média, os RE-a desaparecem completamente, para que
a progesterona atue sozinha, especialmente em células alvo no estroma (BULUN
et al., 2006; LESSEY et al., 2006).

Desordens endometriais estrégeno-dependente alteram a distribuicdo de
receptores esterdides, especialmente os RE-a, nas células do estroma
endometrial eutdpico e ectdpico, e cria uma comunicagdo aberrante entre as
células do estroma e as epiteliais, tornando o endométrio resistente a acédo da
progesterona e susceptivel a acao estrogénica exagerada, tornando-o incapaz de
expressar as moléculas necessarias a implantacdo e manutencdo do embrido
(CHABBERT-BUFFET, 2005; BULUN et al., 2006; LESSEY et al., 2006).

Em estudos anteriores (MOREIRA et al., 2007), pode-se observar que
durante a fase lutea, a incidéncia de adenomiose, bem como o grau de infiltracédo

do tecido endometrial no miométrio foram mais elevados, sugerindo influéncia do
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perfil progesterénico no grau de insinuacdo do tecido endometrial no miométrio,
sugerindo que exista uma intensificacdo da adenomiose durante a fase lutea, e
uma possivel regresséo durante a fase folicular.

Na fase Iitea média o endométrio das vacas com adenomiose exibiu um
fendtipo estrogénico, principalmente devido a expressao dos RE-a no parénquima
e estroma endometriais, associados a expressdo diminuida de RP no estroma
endometrial e glandulas profundas, principalmente, nos espécimes com a
desordem do tipo profunda.

O perfil de expressdo dos receptores esteroides, aqui observados, nas
estruturas endometriais em Uteros com adenomiose, foi diferenciado com relacao
aos Uteros normais. A presenca de RE-a e auséncia de RP no estroma do
endométrio superficial, associada a elevada expressdo de RE-a nas glandulas
endometriais superficiais e profundas nos uteros com adenomiose profunda, na
fase lutea média, sugerem distlrbio estrogeno-dependente como proposto por
LESSEY et al. (2006).

A elevada expresséao dos receptores esteréides na adenomiose superficial,
durante a fase latea inicial e média, mais notadamente os RP, denota um discreto
descontrole no inicio do estabelecimento dessa distrofia, com elevada expresséo
de ambos os receptores.

A expressao de RE-a e auséncia de RP nas glandulas e estroma
endometriais sugerem ocorréncia de adenomiose, sendo um parametro que deve
ser levado em consideracdo nas bidpsias endometriais. Esses achados séo
sugestivos de um endométrio com disturbio estrégeno-dependente, que pode
falhar em expressar as moléculas necessarias a implantacdo do embrido,
culminando em falha reprodutiva (BULUN et al., 2006; DASSEN et al., 2007).

Quanto ao tecido endometrial infiltrado no miométrio (foco adenomiético),
este também mostrou um perfil estrogénico, pois as glandulas endometriais
exibiram expressdo de RE-a durante a fase lutea inicial e média, resultado
também relatado por KITAWAKI et al. (2003), que afirmam que os focos
adenomioticos em mulheres também expressam RE-a durante a fase lutea.

A elevada expressao dos receptores esterbides, observadas na presente
investigacdo, na fase lutea média quando comparada com a fase IUtea inicial, mas

notadamente nas estruturas endometriais profundas e limite endomiometrial,
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complementam os resultados anteriores (MOREIRA et al.,, 2007), em que a
porcentagem de ocorréncia de adenomiose profunda foi mais elevada na fase
ltea média. Ao se comparar os dados do presente experimento com 0s prévios,
permite-se pensar que o endométrio de vacas acometido por adenomiose esta
responsivo a baixa concentragdo de estradiol, caracteristico da fase latea.

A ocorréncia de adenomiose, em mulheres, € um evento secundario que
confirma e reflete a existéncia de uma disfuncao prévia no endométrio eutépico,
traduzida em uma capacidade de ndo responder as vias de sinalizacdo da
progesterona (BULUN et al.,, 2006; LESSEY et al., 2006) e subsequente
inabilidade em regular a atividade proteolitica das metaloproteinases da matriz
(OSTEEN et al., 2005). Como resultado existe uma dominancia estrogénica das
células epiteliais e consequente aumento na liberacdo de citocinas e fatores de
crescimento, ativagdo do sistema de metaloproteinases da matriz, que culminam
com a quebra do limite endomiometrial, que permite a migracdo de tecido
endometrial.

Os RE-a exibiram maiores médias de intensidade do que os RP em quase
todas as estruturas teciduais analisadas, com excecao do limite endomiometrial. A
distribuicdo dos receptores esterdides nos tecidos € regulada durante o ciclo
estral por uma conduta celular especifica, que nao pode ser inteiramente atribuida
a regulacdo pelos proprios horménios esterdides sexuais. Fatores paracrinos e
autocrinos produzidos pela populacao celular local podem mudar a transcricdo da
expressdo dos genes para o0s receptores esterdides (CHABBERT-BUFFET,
2005). O limite endomiometrial € composto por matriz extracelular e fibras
miometriais diferenciadas, que mantém essas tunicas separadas (MORI et al.,
2000; MATSUDA et al., 2001), e talvez a elevada expressédo de RP no limite
endomiometrial aqui observadas, seja necessaria para manutencédo da arquitetura
uterina nesse segmento, pelos seus efeitos inibitorios e anti-proliferativos regidos
pela progesterona via seu receptor.

RICHARDS e TILTMAN (1995) demonstraram em 20 espécimes uterinos
de mulheres histerectomizadas, obtidos na fase folicular, que o miométrio
subendometrial (limite endomiometrial) expressa maiores concentracdes de RE-q,
mensurados por imunocitoquimica. Esses dados diferem dos encontrados no

presente estudo, mas postulam uma expresséao diferenciada nesta zona uterina.
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Os resultados do presente estudo revelaram que os RE-a e RP estéao
desregulados em uteros de vacas com adenomiose, e estes podem ser usados
como biomarcadores endometriais, que podem refletir um endométrio com

disturbio estrégeno-dependente e possivelmente acometido por adenomiose.

Os dados induzem a crer que a adenomiose em vacas pode ser
considerada um disturbio estrogeno-dependente, e que 0os RE-a e RP podem ser

usados como indicadores de um endométrio disfuncional.

Os resultados mostraram que os RE-a e RP estdo desregulados em uteros
de vacas com adenomiose, mostrando uma anormalidade nas vias de sinalizacéo
dos receptores esterdides no endométrio, mais notadamente na adenomiose do

tipo profunda.
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Estruturas uterinas analisadas

Figura 1. Esquematizacdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para
receptores a de estrégeno (Re) e receptores de progesterona (Rp) em uteros bovinos normais e com
adenomiose do tipo superficial e profunda na fase folicular (A) e ldtea inicial (B) e média (C). *P<0,05
pelo teste KruskalWallis. Letras diferentes em cima das barras representam médias diferentes entre
si pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). Legenda: Ep — epitélio superficial; EstS- estroma do
endométrio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais
profundas; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; Glinf — glandulas endometriais
infiltradas no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomidtico; Lim — limite
endomiometrial.
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Tabela 1. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacdo para RE-a e RP em uteros bovinos normais e com
adenomiose superficial e profunda nas fases do ciclo estral.

Uteros normais Uteros adenomiose superficial Utero s com adenomiose profunda

Estruturas Teciduais Fase Folicular

RE-a RP RE-a RP RE-a RP

Epitélio superficial +++(4)/++(3)/+(2)/0(3) +++(2)/++(2)/+(3)/0 +++(4)[++(2)/+(7)/0(2) +++(3)/++(2)/+(6)/0(4) +++(5)/++(2)/+(1) +++(4)++(2)/+(2)
(5)
Estroma endometrial
Superficial +++(4)/++(1)/+(1)/0(6) +++(3)/++(1)/0(8) +++(3)/++(5)/+(3)/0(4) +++(2)/++(1)/+(6)/0(6) +++(1)/++(5)/+(1)/0(2) +++(2)/++(5)/+(1)
Vasos endometriais ++(3)/+(2)/0(7) +++(1)/++(1)/+(1)/0 +++(1)/++(2)/+(1)/0(11) +(1)/0(14) +++(5)/++(2)/+(1) +++(4)/++(2)/+(2)
(C)]
Miométrio ++(3)/+(1)/0(8) ++(1)/+(3)/0(8) +(2)/0(13) +++(2)/++(3)/0(10) ++(4)/+(1)/0(3) +++(2)/+(1)/0(5)
Fase latea inicial
Estroma endometrial +++/0 0 +++(2)/+(2)/0(3) ++(2)/+(3)/0(2) +++(2)/++(1)/+(1)/0(3) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2)
Superficial
Glandulas endometriais +++/0 +++ +++(1)/++(3)/+(2)/0(1) +++(5)/+(2) +++(1)/++(2)/+(3)/0(1) +++(1)/++(3)/+(1)/0(2)
superficiais
Glandulas endometriais ++/0 +++ +++(1)/++(3)/+(1)/0(2) +++(2)/++(2)/+(2)/0(1) +(1)/0(6) +++(1)/++(1)/+(2)/0(3)
Profundas
Miométrio +++ 0 +(2)/0(5) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2) ++(1)/0(6) +++(1)/++(1)/+(1)/0(4)
Glandulas infiltradas no
Miométrio - ++(2)/+(3)/0(2) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2) ++(2)/+(1)/0(4) ++(3)/+(1)/0(3)
Miométrio adjacente
ao foco adenomiético - ++(2)/+(2)/0(3) +++(1)/++(2)/+(4) +(1)/0(6) +++(1)/++(2)/+(1)/0(3)
Limite
endomiometrial - ++(2)/+(2)/0(3) +++(1)/++(3)/+(2)/0(1) 0(7) +++(1)/++(2)/+(3)/0(1)
Fase lutea media
Epitélio superficial ++ + +++ +++ +++(4)/++(3) +++(7)
Estroma endometrial
Superficial + 0 0 ++ +++(1)/++(2)/+(3)/0(1) 0(7)
Glandulas endometriais
superficiais + +++ +++ +++ +++(5)/++(2) +++(6)/++(1)
Vasos endometriais 0 0 ++/+ ++/+ ++(2)/0(5) 0(7)

Escore para as intensidades de imunomarcacgéo: O negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; RE-a — receptor-a de estrégeno e RP —
Receptor de progesterona.
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Figura 2. Prancha. Fotomicrografia (COOLPIX 995-Nikon, Tokio, Japdo) de secdes uterinas de
vacas/imunoistoquimica. (A) fase latea inicial, Utero normal, imunomarcacéo nuclear e citoplasmatica
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fortemente positiva para RP glandulas profundas e limite endomiometrial e auséncia de marcacdo no
estroma endometrial, obj10x. (B-F) fase litea média. (B) adenomiose profunda, note a imunomarcacao
fortemente positiva para RE-a no epitélio superficial e glandulas endometriais superficiais, obj. 20X. (C)
adenomiose profunda, imunomarcacdo nuclear e citoplasmatica fortemente positiva para RE-a no
estroma e auséncia nas glandulas do endométrio profundo, obj.20x. (D) adenomiose profunda,
imunomarcagdo nuclear e citoplasmatica fortemente positiva pra RE-a no estroma do endométrio
superficial e fraca a moderadamente positiva nas glandulas do endométrio superficial, objs. 10 e 20x.
(E) adenomiose superficial, imunomarcacéo citoplasmatica positiva para RP no limite endomiometrial,
fracamente positiva nas glandulas do endométrio profundo e infiltradas no miométrio e auséncia no
estroma endometrial profundo e infiltrado, obj.4x. (F) adenomiose profunda, imunomarcacao
citoplasmatica fortemente positiva para RP nas fibras miometriais adjacente ao foco adenomidtico,

citoplasmatica e nuclear na glandula infiltrada e ausente no estroma infiltrado, obj.20x.
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Expressao diferenciada de metaloproteinase da matri ~ z-2 e inibidor tecidual de
metaloproteinase-2 em uteros de vacas com adenomios e
Differential expression of Matrix Metalloproteinase-2 and Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase-2 in uteri of cows with adenomyosis
Lio Moreira, Eulégio Carlos Queiroz de Carvalho, Ma  ria Clara Caldas Bussiere
Universidade Estadual do Norte Fluminense, Hospital Veterinario - Av. Alberto
Lamego, 2000, Pqg. Califérnia, 28013-202, Campos dos Goytacazes, RJ.

Resumo

Amostras uterinas de 58 vacas, em idade reprodutiva, foram coletadas do terco-
meédio de um dos cornos uterinos, agrupadas de acordo com a fase do ciclo estral
(folicular ou latea inicial ou média) e graus de adenomiose (superficial ou profunda).
Secdes teciduais (4um) foram incubadas com anticorpo monoclonal para MMP-2 e
TIMP-2 overnight a 4°C. As intensidades de imunomarcacao foram avaliadas no
epitélio luminal, glandulas e estroma endometriais, capilares endometriais,
miométrio, tecido endometrial infiltrado no miométrio (glandulas e estroma), vasos
miometriais (tinica média e endotélio) e limite endomiometrial. Na fase folicular, a
expressao de MMP-2 foi mais elevada nas amostras com adenomiose profunda, nos
vasos miometriais, miométrio adjacente ao foco adenomidtico e limite
endomiometrial (P<0,05), e excederam a expressao de TIMP-2 em quase todas as
estruturas uterinas analisadas, nos casos de adenomiose profunda (exceto nos
vasos endometriais e miometriais e limite endomiometrial, P>0,05). O inverso foi
registrado nas sec¢des uterinas normais e com adenomiose superficial, onde a
expressdo de TIMP-2 excedeu a de MMP-2, na fase folicular. O padrdo de
expressao para MMP-2 e TIMP-2 na fase lGtea inicial ndo seguiu 0 mesmo da fase
folicular, ao contrario, a reatividade de imunomarcacéao foi mais elevada para TIMP-2
na maioria das estruturas analisadas, enquanto que na fase latea média, a
expressdo de MMP-2 tornou a se elevar e as de TIMP-2 permaneceram elevadas,
principalmente nos espécimes com adenomiose superficial e profunda. Os dados
indicam que a expressdo dessas enzimas esta aumentada em uteros com
adenomiose superficial e profunda. Concluiu-se que Uuteros de vacas com
adenomiose exibem um perfil diferenciado na expressdo de MMP-2 e TIMP-2
principalmente na fase folicular.

Palavras-chave: adenomiose, MMP-2, TIMP-2, Utero, vaca
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Abstract

The uterine samples of 58 cows, in reproductive age, were taken from the medial
third from one of the uterine horns and grouped according to the estrous cycle phase
(follicular or Initial or middle luteal) and degree of adenomyosis (superficial or deep).
Serial tissue sections (4um) were incubated with first monoclonal antibody for MMP-2
and TIMP-2 overnight at 4°C. Staining intensities were evaluated in the luminal
epithelium, endometrial stroma capillaries and glands and endometrial tissue
infiltrated in the myometrium (stroma and glands), endometrial-myometrial border,
myometrium, myometrial vessels (middle tunic and endothelium). In follicular phase,
the expression of MMP-2 was higher in samples with deep adenomyosis, showing
differential reactivated average in superficial endometrium, myometrial vessels,
myometrium adjacent to adenomyotic focus and endometrial-myometrial border
(P<0,05). Beyond, in specimens with deep adenomyosis, the expression of MMP-2
was higher than TIMP-2 in almost all the uterine structures analyzed (with exception
in the endometrial and myometrial vessels and endometrial-myometrial border). The
inverse occurred in the specimens with normal and adenomyosis superficial, in
follicular phase, where TIMP-2 expression was higher than MMP-2. The pattern of
MMP-2 and TIMP-2 expression in luteal phase did not follow the same pattern of
follicular phase, on the contrary, the immunostanning reactive, in whole almost tissue
structures, was high to TIMP-2, while in middle luteal phase, the expression of MMP-
2 came to increased, and the TIMP-2 expression continued high, mainly in tissue
sections with deep adenomyosis. The data suggest that expression of these
enzymes are controlled by ovary steroids (estrogens and progesterone) and
increased in deep adenomyosis. In conclusion, a differential pattern of MMP-2 and

TIMP-2 was observed in cow’s uteri with adenomyosis, mainly in follicular phase.

Keywords: adenomyosis, MMP-2, TIMP-2, uterus, cow
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Introducao

Adenomiose uterina € um disturbio do crescimento celular benigno,
caracterizado pela localizacdo distopica de tecido endometrial entre os feixes
musculares do miométrio (LEVGUR et al., 2000; PARROT et al., 2001). A ocorréncia
de disturbios reprodutivos em mulheres (INAGAKI et al., 2003) e animais (MORI et
al., 2000; MOREIRA et al., 2008) tem sido associada a adenomiose.

Estudos sugerem que essa desordem seja causada primariamente pela
desestruturacdo do limite endomiometrial, que consiste em uma matriz extracelular
(MEC) especializada que separa essas tunicas uterinas. A manutencdo da
arquitetura tecidual uterina € mantida pela acdo conjunta entre as metaloproteinases
da matriz (MMPSs) e inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (MORI et al.,
2000; MATSUDA et al., 2001;HIRATA et al., 2002).

As MMPs s&o enzimas dependentes de Zn*'e Ca** para sua plena atividade,
e sao responsaveis em degradar componentes da matriz extracelular, como
colagenos, laminina e fibronectina. A atividade proteolitica das MMPs ¢ inibida pelas
TIMPs, onde ambas sao controladas pelos esteréides ovarianos ciclicos, citocinas e
fatores de crescimento localmente produzidos. A quebra no balango da atividade
destas enzimas pode estar desencadeada nos processos de invasdo tumoral,
angiogénese e metastase, e no desenvolvimento de doencas caracterizadas pela
degradacdo excessiva ou deficiente da MEC, como aneurismas (BIRKEDAL-
HANSEN et al.,, 1993; BOCHSLER e SALUSON, 2002), endometriose (SAITO et
al.,1995) e adenomiose (MORI et al., 2000; MATSUDA et al., 2001).

O colageno tipo IV esta presente na membrana basal dos vasos sanguineos,
glandulas endometriais e epitélio luminal de bovinos (YAMADA et al., 2002), e pode
ser degradado pelas MMP-2 e MMP-9, que estdo aumentadas em Uteros de
camundongas (MORI et al., 2000) e mulheres com adenomiose (INAGAKI et al.,
2003). Os colagenos tipo I, Ill, e V na musculatura geralmente protegem contra a
invasado de tecido endometrial (MORI et al., 2000; MATSUDA et al., 2001), e o tecido
adenomiotico invade as camadas musculares pelas ramificacbes dos vasos
sanguineos emergentes dos vasos miometriais, pela degradacdo direta da
membrana basal desses vasos, contudo, a membrana basal do parénquima

endometrial € mantida. Essa migracdo é possibilitada primariamente pela acéo
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proteolitica das MMPs sobre os componentes da MEC da membrana basal (MORI et
al., 2000; MATSUDA et al., 2001).

O intuito desta investigacdo foi caracterizar a expressdo e localizacao de
MMP-2 e TIMP-2, no estroma e parénquima endometrial e miometrial de uteros de
vacas normais e acometidos por adenomiose, na fase folicular e lutea (inicial e

média) do ciclo estral.

Material e métodos

Amostras

Os 58 espécimes selecionados provieram do terco-médio de um dos cornos
uterinos, de vacas nao prenhes, em idade reprodutiva, abatidas em matadouros. A
colheita e o preparo das amostras, e a avaliacdo do ciclo estral e dos graus de
adenomiose uterina foram realizados segundo a metodologia utilizada por MOREIRA
et al. (2007).

As amostras foram distribuidas em: grupo | — composta por sec¢des uterinas
normais na fase folicular (n=12), fase lutea inicial (n=3) e lutea média (n=2); grupo Il
— composta por se¢des uterinas com adenomiose superficial na fase folicular (n=13),
fase lutea inicial (n=6) e lutea média (n=3); grupo Il — composta por se¢des uterinas
com adenomiose profunda na fase folicular (n=7), fase Iutea inicial (n=6) e lutea

meédia (n=6).

Imunoistoquimica

Secdes em parafina de 4um foram obtidas das amostras uterinas
selecionadas e colhidas em laminas histolégicas silanizadas (Silano, Sigma-Aldrich,
MO, USA) submetidas a desparafinizacdo em 5 banhos em xilol (10 min) e
reidratadacdo em 3 banhos em &lcool absoluto e 2 em &lcool 90% (5 min) e 3
banhos em agua deionizada (5 min). A seguir, 0s espécimes eram tratados com
solucédo aquosa de peréxido de hidrogénio 30V (Vetec, RJ, Brasil) a 30% por 30 min
para bloqueio da peroxidase endogena. Posteriormente, eram colocados em banho-
maria a 98°C em tampéo citrato (Vetec, RJ, Brasil), por 30 min para recuperacao
antigénica, e mantidos em temperatura ambiente por 20 min. Subsequentemente, as
laminas eram cuidadosamente enxutas com papel toalha, os cortes envolvidos

circularmente com Dako penl (Dako, CA, USA), e os espécimes incubados por 1 h
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com solucdo para bloqueio de ligacbes inespecificas [Trisma-NaCl (Vetec, RJ,
Brasil) com 1% de soroalbumina sérica bovina livre de acidos graxos (BSA — Sigma-
Aldrich, MO, USA)] e 1% de leite em p6 desnatado (Molico™ - Nestlé, SP, Brasil).
Depois de descartada a solucdo de bloqueio, as sec¢des eram incubadas com
anticorpo monoclonal anti-MMP-2 (Calbiochem, Tokio, Japédo, clone Ab-4) e anti-
TIMP-2 (Neomarkers, CA, USA, clone Ab-5) diluidos 1:100 em agua ultrapura e
incubados overnight a 4°C em camara umida. No dia seguinte, as laminas eram
lavadas (5 min) com solucéo salina de Trisma com Tween20 -TBS (Vetec, RJ, Brasil)
e tratadas (30 min) com o Kit LSAB-HRP" (Dako, CA, USA), lavadas (5 min) com
TBS e reveladas com Kit cromogeno DAB (Dako, CA, USA); contracoradas com
hematoxilina de Harris, desidratadas em banhos de alcodis (1min) e montadas com
Permount® (Sigma-Aldrich, MO, USA).

Analise dos dados

As intensidades de imunomarcacéo foram avaliadas em microscopio optico de
luz branca (Olympus BX41, MI, USA) no epitélio luminal, estroma endometrial
superficial e profundo, capilares endometriais, glandulas superficiais e profundas,
tecido endometrial (estroma endometrial e glandulas) infiltrados no miométrio, limite
endomiometrial, miométrio e vasos miometriais (média e endotélio), em 3 campos
microscopicos escolhidos pela intensidade da reatividade (imunomarcacéo),
obedecendo ao seguinte escore: (0) para negativo; (+) para fracamente positivo; (++)
para positivo e (+++) para fortemente positivo, de acordo com WALTER e BOOS
(2001).

As médias, de intensidade de cada estrutura foram analisadas pelo teste
Kruskall-Wallis e para comparacao entre duas medias pelo teste de Mann-Whitney
(a =5%).

Resultados

Fase folicular

As secdes uterinas com adenomiose profunda apresentaram as maiores
médias de intensidade de reatividade para MMP-2 em quase todas as estruturas
teciduais analisadas, seguidos daquelas com adenomiose superficial e sem

adenomiose (fig.1A). Nos vasos endometriais e estroma endometrial infiltrado no
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miométrio, uma maior média de reatividade para MMP-2 foi observada em sec¢fes
uterinas com adenomiose superficial (fig.1A). O epitélio superficial (pico de
expressao), vasos miometriais, miométrio adjacente ao foco adenomiotico e limite
endomiometrial mostraram diferencas entre médias (P<0,05), exibindo maior
intensidade de imunomarcacdo para MMP-2 em Uteros com adenomiose profunda
(fig.1A; 2A/B).

As maiores médias de intensidade de reatividade para TIMP-2, nos Gteros com
adenomiose superficial, foram percebidas no epitélio superficial, estroma do
endométrio superficial, glandulas profundas e glandulas infiltradas no miométrio,
enquanto naqueles com adenomiose profunda, os vasos endometriais e miometriais
exibiram as maiores meédias, mas baixa intensidade de reatividade em todas as
secdes uterinas (P>0,05) (figlA). Os uteros normais exibiram elevada expresséo de
TIMP-2 nas glandulas endometriais superficiais, estroma endometrial profundo e
miométrio, contudo, as médias de reatividade ndo mostraram diferencas entre si em
todas as estruturas das sec¢des teciduais analisadas.

Os uteros normais e com adenomiose superficial mostraram uma tendéncia a
exibir maiores médias de intensidade de reatividade para TIMP-2 do que para MMP-
2, exceto nos vasos endometriais e estroma endometrial infiltrado no miométrio (nas
secbes com adenomiose superficial), embora a intensidade de reatividade tenha
sido baixa para ambas as enzimas. O epitélio superficial, glandulas endometriais
superficiais e limite endomiometrial apresentaram diferencas entre médias de
intensidade de reatividade entre MMP-2 e TIMP-2 em sec¢0es uterinas normais
(P<0,05); e nas glandulas endometriais superficiais, profundas e infiltradas no
miométrio (P<0,05) dos uteros com adenomiose superficial (Tab.1).

O inverso foi observado nos uteros com adenomiose profunda, onde maiores
médias de intensidade de reatividade foram observadas para MMP-2 do que para
TIMP-2 (P<0,05) (Tab.1), com exce¢ao dos vasos endometriais e miometriais, e

limite endomiometrial.

Fase lutea inicial

As médias de intensidade de reatividade para MMP-2 nas sec¢fes uterinas sem
adenomiose foram mais elevadas no epitélio superficial (P<0,05), glandulas
endometriais superficiais (P<0,05), profundas (P<0,05) e infiltradas no miométrio

(P<0,05) e no citoplasma das fibras miometriais. Enquanto que, nos espécimes com
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adenomiose profunda, as médias foram mais elevadas no estroma endometrial
profundo e no infiltrado no miométrio, nos vasos miometriais, no miométrio (inclusive
naquele adjacente ao foco adenomiético) e limite endométrio-miometrial. O estroma
endometrial superficial e vasos endometriais mostraram as maiores meédias para
MMP-2 em sec¢des teciduais com adenomiose superficial (fig.1B).

As médias de TIMP-2 foram mais elevadas nas estruturas teciduais com
adenomiose profunda, a ndo ser no epitélio superficial, onde a adenomiose
superficial apresentou a maior média de reatividade para TIMP-2, e médias iguais
nas glandulas endometriais infiltradas no miométrio. Sendo que, 0s vasos
endometriais e miométrio adjacente ao foco adenomiotico, exibiram diferencas entre
meédias na expresséao de TIMP-2 (Fig.1B).

Uma maior expressdo de MMP-2 com relacdo a TIMP-2 foi observada nas
glandulas infiltradas no miométrio (P<0,05) em espécimes com adenomiose
superficial e uma maior expressao de TIMP-2 em relacdo a MMP-2 nas glandulas

endometriais profundas (P<0,05) nas se¢des com adenomiose profunda (Tab.1).

Fase lutea média

A adenomiose profunda apresentou maior média de intensidade de reatividade
para MMP-2, & excecdo do estroma profundo e vasos endometriais, mas foram no
epitélio superficial e glandulas endometriais superficiais que se observaram maiores
meédias de intensidade de reatividade (P<0,05) (Fig.1C). Ao passo que, a expressao
de TIMP-2 foi maior no epitélio superficial, glandulas endometriais profundas e
infitradas no miométrio, fibras miometriais, miométrio adjacente ao foco
adenomiotico e limite endomiometrial. Nas demais estruturas a expressao de TIMP-2
foi maior nas secdes uterinas com adenomiose superficial, mas sem diferenca
estatistica.

Diferengcas na expressdo entre MMP-2 e TIMP-2 foram percebidas no
miométrio, vasos miometriais e estroma endometrial infiltrado no miométrio, que

podem ser mais bem visualizadas na tabela 1.

Padrao de imunomarcagao
Todas as secOes uterinas apresentaram reatividade para MMP-2 e TIMP-2. A
imunomarcacao variou de fraco a forte positivo entre as estruturas teciduais de uma

mesma lamina. O padrdo de imunomarcacao foi citoplasmético, finamente granular
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e, muitas vezes, exibindo projecdes apicais das células epiteliais luminais e

glandulares (Fig.2).

Discussao

A adenomiose uterina é uma lesao benigna que ocorre espontaneamente em
humanos e animais. Em mulheres, a adenomiose € uma desordem séria, devido a
hemorragias intensas, dor, célicas e esterilidade (LEVGUR et al., 2000; PARROT et
al., 2001), e pouco tem sido demonstrada em animais domésticos.

O mecanismo de formacao da adenomiose ainda é pouco entendido, contudo
estudos tém indicado que esta distrofia € primariamente causada pela degradacao e
reconstituicio anormal de elementos uterinos adjacentes ao limite entre o
endométrio e miométrio (limite endomiometrial), devido & acdo descompensada das
MMPs e TIMPs, permitindo a invasdo de tecido endometrial no miométrio (MORI et
al., 2000; MATSUDA et al., 2001; HIRATA et al., 2002).

O presente estudo demonstrou que na fase folicular existe um perfil elevado
de expressdao de MMP-2 e TIMP-2, quando comparados com a fase lutea inicial e
média, principalmente, nos Uteros com adenomiose profunda.

Na fase folicular, a expressdo de MMP-2 foi mais elevada nas amostras com
adenomiose profunda quando comparada com as secdes teciduais normais e com
adenomiose superficial, exibindo meédias de reatividade elevadas no epitélio
superficial, vasos miometriais, miométrio adjacente ao foco adenomiotico e limite
endomiometrial (P<0,05). Além disso, a expressdo de MMP-2 foi maior do que a de
TIMP-2 em quase todas as estruturas uterinas analisadas neste estudo, nos casos
de adenomiose profunda (exceto nos vasos endometriais e miometriais e limite
endomiometrial). O inverso foi encontrado nas sec¢fes uterinas normais e com
adenomiose superficial, onde a expressdo de TIMP-2 excedeu a de MMP-2, na fase
folicular (Fig.1A), provavelmente, atuando como inibidor na prevencao da infiltracéo
de tecido endometrial e manutencéo da arquitetura uterina normal.

Esses dados indicam que a expressao de MMP-2 estd aumentada em uteros
com adenomiose profunda durante a fase folicular e estdo se sobrepondo aos
efeitos inibitorios da TIMP-2, j& que seus niveis estavam diminuidos, sugerindo uma

maior atividade proteolitica da MMP-2, incrementada pelos baixos niveis de TIMP-2.
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O modo de expressao de MMP-2 e TIMP-2 na fase IUtea inicial ndo seguiram
0 mesmo padrdo da fase folicular, ao contrario, a reatividade de imunomarcacao foi
mais elevada para TIMP-2 na maioria das estruturas analisadas (Fig.1B). Entretanto,
uma menor expressdo de MMP-2 com relacdo a TIMP-2 talvez seja explicada por
um efeito de exaustao enzimatica, pois a expressao de MMP-2 voltou a se elevar na
fase Ilutea média e os de TIMP-2 continuaram elevados, principalmente, nos
espécimes com adenomiose superficial e profunda (Fig. 1C).

Na fase lutea média, existe elevada expressdo de ambas as enzimas nas
estruturas uterinas analisadas. Este fato induz a crer que a progesterona influencia a
expressdo dessas enzimas, e complementa os achados de HASHIZUME et al.
(2001), que demonstraram que culturas de células endometriais de bovinos
suplementadas com alta concentracdo de progesterona (>30ng), incrementa a
producdo de MMP-2 e, com baixa concentracdo (<2ng), suprimi a producgéo. Estes
autores relataram ainda, que o estradiol estimulou a producdo de MMP-2, mas néo
de forma significativa, sugerindo ser esta uma enzima de expressao constitutiva.

A MMP-2 é ativada em duas etapas. Primeiro, o precursor latente da MMP-2 é
clivado pela MT1-MMP e produz um intermediario da MMP-2. A MT1-MMP é uma
proteina transmembrana, e o aumento da expressao de MT1-MMP ativa a MMP-2 na
superficie da célula, processo requerido para a invasao celular, enquanto que, a
TIMP-2 desempenha um papel dual no controle da ativacdo da MMP-2. Um
complexo de TIMP-2 e MT1-MMP é necessario para ativacdo da pr6-MMP-2, em
adicdo, a TIMP-2 sozinha forma complexos estaveis com o sitio ativo da MMP-2, e
atua como inibidor especifico da MMP-2 (CHUNG et al., 2002; CURRY e OSTEEN,
2003). Portanto, a ativacdo da MMP-2 depende de um delicado balango entre a pro-
MMP-2, TIMP-2 e MT1-MMP. Por exemplo, na auséncia de TIMP-2, a pro-MMP-2
nao consegue se ligar na MT1-MMP, n&o sendo ativada, permanecendo em estado
latente, enquanto o excesso de TIMP-2, a pro-MMP-2 néo se liga a MT1-MMP, por
inibicdo direta da MMP-2 pela TIMP-2 (CURRY e OSTEEN, 2003). Essa evidéncia
explica a expressao algumas vezes antag6nica da TIMP-2 em relacdo a MMP-2
detectadas no presente estudo.

O fato da MMP-2 ser ativada na membrana plasmatica das células pela MT1-
MMP e TIMP-2 explica o achado da imunomarcacao ser citoplasmatica e apical em

alguns casos, para ambas as enzimas (Fig.2F).
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A degradacdo de MEC pelas MMPs é contrabalancada pelas TIMPs, que
formam um complexo 1:1 com as MMPs. Assim, um balanc¢o na razdo de MMP:TIMP
pode ser importante regulador na remodelacdo da MEC uterina. Niveis aumentados
de TIMP-2 sugerem inibicdo da atividade da MMP-2, enquanto que a expresséao de
TIMP-2 menor que a de MMP-2, indica a ativacdo da pro-MMP-2 (CURRY e
OSTEEN, 2000).

Esses resultados aduzem a influéncia dos hormonios esteréides ovarianos
ciclicos, onde os estrégenos incrementam a atividade proteolitica da MMP-2 e a
progesterona eleva a atividade da TIMP-2, durante a fase lGtea inicial, e acaba por
modular a atividade entre MMP-2 e TIMP-2 durante a fase litea média.

Em estudos anteriores (MOREIRA et al., 2007), pode-se observar que durante
a fase lutea, a incidéncia de adenomiose, bem como o grau de infiltracdo do foco
adenomiotico foram mais elevados, sugerindo influéncia do perfil progesterénico na
profundidade do foco. Esse fato leva a crer que existe uma intensificacdo da
adenomiose durante a fase latea, e uma possivel regresséo durante a fase folicular.

A ocorréncia de adenomiose é um evento secundario, confirmando e
refletindo a existéncia de uma disfuncéo prévia no endométrio eutépico, traduzida
em uma capacidade de ndo responder as vias de sinalizacdo da progesterona
(LESSEY et al., 2006) e subsequente inabilidade em regular a atividade proteolitica
das metaloproteinases da matriz. Como resultado, existe uma dominancia
estrogénica das células epiteliais e consequente aumento na liberacéo de citocinas e
fatores de crescimento, ativacdo do sistema de metaloproteinases da matriz, que
culmina com a quebra da homeostase uterina, o que permite a migracao de tecido
endometrial (OSTEEN et al., 2005).

Resultados preliminares (dados néo publicados) revelaram que os receptores-
a de estrogeno e de progesterona estao expressos de forma desordenada em uteros
de vacas com adenomiose e refletem um endométrio com distarbio estrégeno-
dependente. Conforme tem sido proposto pela literatura, o endométrio de individuos
com enfermidade estrégeno-dependente exibe uma falha em responder aos efeitos
da progesterona, devido a diminuida concentracdo de seus receptores (BULUN et
al., 2006; LESSEY et al., 2006; JACKSON et al., 2007). Essas informacdes explicam
em parte, o0 modo de expressado diferenciado de MMP-2 e TIMP-2 em uteros de

vacas com adenomiose superficial e profunda observados na presente investigacao,
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e sugerem que o tecido uterino acometido por adenomiose nado responde

adequadamente aos esterdides ciclicos ovarianos.

O padrdo de imunomarcacédo deste estudo foi similar aos de WALTER e
BOOS (2001), a ndo ser pela expressaio de MMP-2 no epitélio luminal,
principalmente naqueles com adenomiose profunda (pico em todas as amostras,
P<0,05) (Fig.1).

Apesar de ndo apresentar diferenca significativa, o estroma endometrial
profundo mostrou elevada reatividade nas sec¢des uterinas na fase latea (inicial e
média), e uma maior expressao na adenomiose superficial de MMP-2. Esses dados
permitem supor que durante o inicio do processo de formagédo da adenomiose, haja
um aumento da atividade da MMP-2 nesta regido uterina, ocasionando a
desestruturacdo do limite endomiometrial e conseqiente migracdo de tecido
endometrial por entre as fibras miometriais.

A expressdao elevada de MMP-2 nas estruturas mesenquimais (vasos
miometriais e endometriais, fibras miometriais, limite endomiometrial e estroma
endometrial infiltrado no miométrio) visualizados neste estudo, complementam os
achados de MORI et al (2000) e MATSUDA et al (2001), onde o processo de
migracdo se d4 ao longo das ramificacfes dos vasos sanguineos emergentes do
miométrio, pela provavel quebra do colageno tipo IV promovido pela MMP-2, que
esta aumentada nos uUteros de vacas com adenomiose.

Os dados sugerem que a expressao dessas enzimas, em uteros de vacas
com adenomiose, é diferente quando comparadas com o0s Uteros normais, e
compartilham estreita semelhanga com aqueles encontrados em mulheres e
camundongas. Além disso, as MMPs e TIMPs estdo envolvidas diretamente na
receptividade endometrial e implantacdo embrionaria em bovinos (WALTER e
BOSS, 2001; HIRATA et al, 2002 e 2003; HASHIZUME et al., 2003) e o
desequilibrio na expressdo dessas enzimas parece estar associado a adenomiose

em vacas e pode acarretar falha reprodutiva nesta espécie.

Conclusobes

Na fase folicular existe maior variacdo na expressao de MMP-2 e TIMP-2 do

que na fase lutea.
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A expressdo de MMP-2, na fase folicular, € maior que a de TIMP-2 nas secdes
uterinas com adenomiose profunda.
A expressdo de MMP-2 é maior em uteros de vacas acometidos por

adenomiose profunda.
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Figura 1. Esquematizacéo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para Metaloproteinase da matriz 2
e Inibidor de metaloproteinase 2 em Uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fases Folicular
(A) e lateas Inicial (B) e média (C). *P<0,05 pelo teste KruskalWallis. Letras diferentes em cima das barras de erro representam
médias diferentes entre si pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). Legenda: EpS — epitélio superficial; EstS- estroma do epitélio
superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais profundas; EstP — estroma profundo; VsE —
vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no miomeétrio;
Estinf — Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiético; Lim — Limite
endomiometrial. MMP-2 — Metaloproteinase da matriz 2 e TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2.
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Tabela 1. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacdo para MMP-2 e TIMP-2 em (teros bovinos normais e com
adenomiose superficial e profunda na fase folicular e IGtea do ciclo estral.

Uteros com adenomiose profunda

Fase folicular Fase lltea
Inicial Média
Estruturas Teciduais MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2
Epitélio superficial +++(7) A +++(4)/++(2)/+(1) B NA NA NA NA
Glandulas endometriais
Profundas NA NA ++(1)/+(5) A +++(3)/++(3) B NA NA
Vasos endometriais +++(2)/++(3)/+(1)/0(1) A ++(3)/+(2)/0(2) B NA NA +++(4)/++(1)/0(1) A +++(2)/++(1)/0(3) B
Miométrio +++(3)/+(2)/0(2) A ++(1)/+(1)/0(5) B NA NA +++(2)/++(1)/+(1)/0(2) A ++(1)/0(5) B
Glandulas endometriais
infiltradas no miométrio +++(2)/++(4)/+(1)A ++(1)/+(4)/0(2)B NA NA NA NA
Estroma endometrial infiltrado
no miométrio ++(1)/+(4)/I0(2)A +(1)/0(6) B NA NA +++(1)/++(1)/+(2)/0(2) A +(3)/0(3) B
Miométrio adjacente ao foco
adenomiético +++(2)/++(4)/+(1)A ++(1)/+(3)/0(3) B NA NA NR NA
Uteros com adenomiose superficial
Glandulas endometriais
superficiais +++(1)/++(4)/+(5)/0(3) A  +++(5)/++(6)/+(1)/(0)B NA NA NA NA
Glandulas endometriais
Profundas +++(2)/++(3)/+(4)/0(4) A +++(5)/++(5)/+(3) B NA NA +++(2)/++(1) A +++(2)/++(1) B
Glandulas endometriais
infiltradas no miométrio ++(2)/+(6)/0(5) A +++(1)/++(6)/+(6) B +++(1)/++(5) A +++(5)+(1) B NA NA
Uteros Normais
Epitélio superficial +++(4)/++(2)/+(6) A +++(8)/++(4) B NA NA NA NA
Glandulas endometriais
superficiais ++(3)/+(6)/0(3) A +++(4)/++(7)/+(1) B NA NA NA NA
Limite
endomiometrial 0(12) A ++(8)/+(4) B NA NA NA NA

Escore para as intensidades de imunomarcacéo: 0O negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; MMP-2 — Metaloproteinase da matriz 2 e TIMP-2
— Inibidor de metaloproteinase 2; NA- dados ndo apresentados . Letras mailsculas nas linhas representam valores diferentes entres si pelo teste de Mann-

Whitney (p<0,05).
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AlB|C Figura 2. Prancha. Vaca/ltero/imunoistoquimica-DAB/ contracoloragdo Hematoxilina. A-E)

fase folicular; F-H) Fase latea inicial. A — se¢do uterina normal, imunomarcagédo para MMP-2
D|E|F no estroma endometrial (++) e epitélio superficial (+++) e auséncia nas glandulas

endometriais, limite endomiometrial e miométrio, obj.4x; B — Adenomiose superficial,
imunomarcacgdo para MMP-2 no epitélio superficial (+++) e estroma endometrial superficial (+), 0bj20x; C
— adenomiose superficial, imunomarcagdo para TIMP-2 nas glandulas endometriais (+) e estroma
profundo (+) e fibras musculares do limite endomiometrial (++), obj.40x; D — Adenomiose profunda,
imunomarcacao para MMP-2 nas glandulas endometriais profundas e infiltradas (+++), miométrio
adjacente ao foco adenomiético (++), obj 10x; E — adenomiose profunda, imunomarcacao para TIMP-2
nas glandulas endometriais profundas e infiltradas no miométrio (+++), vaso endometrial (++) e nas fibras
miometriais adjacente ao foco adenomidtico (++), 0bj.20x;. F- adenomiose superficial, imunomarcacao
para MMP-2 nas glandulas endometriais profundas e infitradas no miométrio (+++), e nas fibras
miometriais adjacente ao foco adenomiotico (++), 0bj.20x. G- adenomiose profunda, imunomarcagao
para MMP-2 no estroma profundo e infiltrado no miométrio (+++), nos vasos endometriais (+) e nas
glandulas endometriais profundas e infiltradas no miométrio (+++), perceber a imunomarcagao apical nas
glandulas endometriais, obj. 20x; H — Adenomiose profunda, imunomarcacéo para MMP-2 na camada
média e endotélio dos vasos endometriais (++) e miométrio (++), obj.40x; | — fase ldtea média,
adenomiose profunda, imunomarcacdo para TIMP-2, no estroma (++) e glandulas profundas (+++) e
limite endomiometrial (++) em local sem intruséo de tecido endometrial, obj.20x. Ep — epitélio superficial;
Est — estroma endometrial; Vs — vasos; Gl — glandulas endometriais; Mio- miométrio; Glinf — glandulas
endometriais infiltradas no miométrio; Lim — limite endomiometrial.



99

5. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo revelou que os RE-a e os RP estdo desregulados em uteros de
vacas com adenomiose superficial e profunda. Na fase litea média a expresséo dos
RE-a e RP foi elevada, notadamente, nas estruturas endometriais profundas e limite
endomiometrial. Estes resultados sdo consoantes com 0s registrados anteriormente
(MOREIRA et al.,, 2007), quando a maior porcentagem de adenomiose profunda
ocorreu na fase lutea média. Estes dados sugerem um agravamento da adenomiose
durante a fase lutea, e uma possivel regresséo na fase folicular. Talvez, ocorra uma
plasticidade no grau de infiltracdo de tecido endometrial que, no minimo, deve ser

considerado anormal.

A expressdo dos receptores aqui investigados podera ser uma ferramenta
diagnostica (biomarcadora) endometrial, a sugerir um distarbio na sinalizacdo dos
horménios esterdides sexuais e, provavelmente, o acometimento uterino por
adenomiose.

O limite endomiometrial é constituido por uma matriz extracelular
especializada originaria das tlnicas endometrial e miometrial.. No Utero normal, a
insinuacao endometrial é bloqueada pelo miométrio e sua matriz extracelular e pelas
membranas basais dos vasos sanguineos e das glandulas endometriais (MATSUDA
et al., 2001).

A regulagéo dos eventos para manutencao da estrutura e elementos da matriz
extracelular (degradacdo e reconstituicdo) é controlada primariamente por uma
classe de enzimas proteoliticas, denominadas metaloproteinases da matriz (MMP) e
por seus inibidores especificos, os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP).
A expressao e a atividade dessas proteases estdo sob o controle de fatores
fisiol6gicos inerentes ao ciclo estral (CURRY e OSTEEN, 2003).

Assim, quaisquer disturbios que desregulem o ciclo estral, como eventos
inflamatorios ou degenerativos, poderdo desbalancear a atividade dessas proteases,
dando inicio a desordens como a degradacao excessiva ou deficiente da matriz
extracelular uterina, desestruturando a arquitetura tecidual e/ou dando suporte ao
crescimento celular desordenado (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; BOCHSLER e
SLAUSON, 2002).
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O estudo aqui conduzido revelou que os perfis imunoistoquimicos para MMP-
2 e TIMP-2 em uteros de vacas com adenomiose nas fases folicular e lutea estavam
alterados nas sec¢des com adenomiose profunda. Esses resultados sugerem que a
expressdo dessas enzimas compartilha estreita semelhanca com aqueles
evidenciados em mulheres e camundongas com adenomiose. Esses dados
sustentam a teoria de que a migracdo endometrial ocorre pelas ramificagcbes dos
vasos sanguineos emergentes do miométrio, pela degradacédo direta da membrana
basal desses vasos (MORI et al., 2000, MATSUDA et al., 2001). Além disso, as
MMPs e TIMPs estdo envolvidas diretamente na receptividade endometrial e
implantacdo embrionaria em bovinos (WALTER e BOOS, 2001; HIRATA et al.,
2002;) e o desequilibrio na expresséo e atividade dessas enzimas, que parece estar
associado a adenomiose, poderia acarretar falha reprodutiva.

Portanto, desordens reprodutivas caracterizadas pela desregulardo hormonal,
como cistos ovarianos e tumores de células da granulosa, a administracdo exégena
de esterdides (sincronizacdo de cio e superovulacdo), além de processos
degenerativos, inflamatérios agudos e crbénicos, bem como suas sequelas (fibrose
endometrial e peri-glandular), a hiperplasia endometrial cistica e a retencdo de
placenta, possam desencadear a acdo descompensada de qualquer uma das
classes de MMPs/TIMPs e permitir a migracdo do endometrio por entre os feixes do
miométrio. Mesmo porque, grande parte desses processos patologicos tem como
mecanismo de formacé&o primario, um desequilibrio entre a acdo das MMPs/TIMPs e
RE-a/RP.

Os horménios esterdides sexuais, gonadotroficos e prostaglandinas tém sido
largamente utilizados em bovinos, como biotécnicas reprodutivas, de manipulacao
da fisiologia reprodutiva, objetivando a maximizagao da producéo animal.

Sabe-se que a administracdo crbnica de estrogenos € capaz de induzir
adenomiose uterina em varias espécies animais (HART, 1990), e a enfermidade
estrogeno-dependente, como os polipos endometrias, leiomioma e leiomiossarcoma,
carcinomas endometriais e endometriose (KITAWAKI, 2006; KITAWAKI et al., 2003),
possuem como mecanismo fisiopatoldégico comum, a persisténcia de um fendtipo
estrogénico e resistente & acao da progesterona (BULUN et al., 2006).

Portanto, é importante ressaltar a necessidade de uma investigacao profunda
sobre os efeitos da administracdo exdgena dos hormdnios sexuais sobre o trato

reprodutivo de vacas, pois 0s resultados encontrados no presente experimento tém



101

conduzido a suspeita de que estes estejam contribuindo para ocorréncia de falha
reprodutiva nesta espécie, incluindo a adenomiose, e acaba gerando descarte de

matrizes sem uma averiguacao mais conclusiva.
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CONCLUSOES

Secdes uterinas com adenomiose profunda exibiram maior expressao de RE-
a e de RP.
Os RE-a foram expressos em secdes uterinas com adenomiose (superficial e
profunda) na fase latea inicial e média.
Na fase lutea média, os RE-a foram detectados no estroma do endométrio
superficial, em uteros com adenomiose profunda.
Os RE-a e RP estédo desregulados em uteros com adenomiose.
A fase folicular apresentou maior variagdo na expressdao de MMP-2 e TIMP-2
do que a fase latea.
A expressédo de MMP-2, na fase folicular, foi maior que de TIMP-2 somente em
secdes uterinas com adenomiose profunda.
A expressdao de MMP-2 foi maior em uteros de vacas acometidos por

adenomiose profunda.
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ANEXO



Tabela 1. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de imunomarcacdo para RE-a e RP em Uteros bovinos normais
durante as fases do ciclo estral.

Fase folicular (n=12) Fase lutea
Estruturas Teciduais inicial (n=2) média (n=2)
RE-a RP RE-a RP RE-a RP
Epitélio superficial +++(4)/++(3)/+(2)/0(3) +++(2)/++(2)/+(3)/0(5) +++/0 +++/++ ++ +
Estroma endometrial
Superficial +++(4)/++(1)/+(1)/0(6) +++(3)/++(1)/0(8) +++/0 0 + 0
Glandulas endometriais
superficiais +++(4)/++(4)/+(3)/0(1) +++(3)/++(4)/+(1)/0(4) +++/0 +++ + +++
Vasos endometriais
++(3)/+(2)/0(7) +++(1)/++(1)/+(1)/0(9) +/0 0 0 0
Glandulas endometriais
Profundas +++(3)/++(3)/+(4)/0(2) +++(2)/++(4)/+(3)/0(3) ++/0 +++ + +++
Estroma endometrial
Profundo +++(2)/++(3)/+(2)/0(5) +++(3)/++(1)/+(1)/0(7) 0 0 0 0
Miométrio ++(3)/+(1)/0(8) ++(1)/+(3)/0(8) +++ 0 0 0
Vasos miometriais
+++(2)/+(2)/0(8) +++(1)/++(1)/0(10) 0 0 0 0
Limite
endomiometrial ++(2)/0(10) ++(3)/0(9) 0 +++ 0 0

Escore para as intensidades de imunomarcacao: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; REa receptor alfa de estrégeno; RP

receptor de progesterona.
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Tabela 2. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacdo para RE-a e RP em Uteros bovinos
com adenomiose superficial durante as fases do ciclo estral.

Fase folicular (n= 15) Fase latea
inicial (n=7) média (n=2)
Estruturas Teciduais RE-a RP RE-a RP RE-a RP
Epitélio superficial +++(4)/++(2)/+(7)/0(2) +++(3)/++(2)/+(6)/0(4) +++(2)/+(2)/0(3) +++(5)/+(1) +++ +++
Estroma endometrial +++(3)/++(5)/+(3)/0(4) +++(2)/++(1)/+(6)/0(6) +++(2)/+(2)/0(3) ++(2)/+(3)/0(2) 0 ++
Superficial
Glandulas endometriais
superficiais +++(3)/++(4)/+(7)/0(1) +++(3)/++(2)/+(6)/0(4) +++(1)/++(3)/+(2)/0(1) +++(5)/+(2) +++ +++
Vasos endometriais +++(1)/++(2)/+(1)/0(11) +(1)/0(14) +++(1)/++(1)/+(1)/0(4) ++(2)/+(1)/0(4) ++/+ ++/+
Glandulas endometriais +++(1)/++(5)/+(7)/0(2) +++(2)/++(2)/+(7)/0(4) +++(1)/++(3)/+(1)/0(2) +++(2)/++(2)/+(2)/0(2) ++ +++/0
Profundas
Estroma endometrial +++(4)/++(1)/+(6)/0(4) +++(3)/0(12) ++(1)/+(4)/0(2) +++(1)/++(1)/+(2)/0(3) +++/0 +++/+
Profundo
Miométrio +(2)/0(13) +++(2)/++(3)/0(10) +(2)/0(5) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2) ++/0 ++/0
Vasos miometriais +++(3)/+(1)/0(11) ++(3)/+(1)/0(11) ++(1)/+(1)/0(5) +++(1)/+(1)/0(5) ++/0 ++
Glandulas infiltradas no
Miométrio +++(3)/++(4)/+(4)/0(4) ++(2)/+(3)/0(10) ++(2)/+(3)/0(2) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2) ++/+ ++[++
Estroma endometrial
infiltrado no miométrio ++(3)/+(1)/0(11) ++(1)/0(14) +(3)/0(4) +(2)/0(5) +/0 ++/0
Miométrio adjacente +++(1)/++(2)/+(3)/0(9) ++(3)/+(3)/0(9) ++(2)/+(2)/0(3) +++(1)/++(2)/+(4) ++/0 +++/+
ao foco adenomiético
Limite ++HHQ)++(2)+(3)/0(8)  ++HR)+H2)/+(1)/0(10) ++(2)1+(2)/0(3) +HH(1)H+(3)/+(2)/0(2) ++/0 s

endomiometrial

Legenda: Escore para as intensidades de imunomarcacéo: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; REa receptor alfa de estrégeno;

RP receptor de progesterona.
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Tabela 3. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacdo para RE-a e RP em Uteros bovinos

com adenomiose profunda durante as fases do ciclo estral.

Fase folicular (n=8) Fase lGtea
Estruturas Teciduais inicial (n=7) média (n=7)
RE-a RP RE-a RP REa RP
Epitélio superficial +++(5)/++(2)/+(1) +++(4)/++(2)/+(2) +++(2)/++(3)/+(1)/0(1) +++(2)/++(2)/+(3) +++(4)/++(3) +++(7)
Estroma endometrial
Superficial +++(1)/++(5)/+(1)/0(1) +++(2)/++(5)/+(1) +++(2)/++(1)/+(1)/0(3) +++(1)/++(1)/+(3)/0(2) +++(1)/++(2)/+(3)/0(1) 0(7)
Glandulas endometriais
superficiais +++(2)/++(3)/+(3) ++(3)/+(4)/0(1) +++(1)/++(2)/+(3)/0(1) +++(1)/++(3)/+(1)/0(2) +++(5)/++(2) +++(6)/++(1)
Vasos endometriais +++(5)/++(2)/+(1) +++(4)/++(2)/+(2) +++(1)/++(1)/+(1)/0(4) ++(1)/+(1)/0(5) ++(2)/0(5) 0(7)
Glandulas endometriais
Profundas +++(3)/++(2)/+(2)/0(1) +(6)/0(2) +(1)/0(6) +++(1)/++(1)/+(2)/0(3) +++(5)/++(1)/+(1) +++(3)/++(2)/+(2)
Estroma endometrial ++(1)/+(4)/0(3) ++(1)/++(2)/0(5) ++(1)/+(1)/0(5) ++(1)/+(1)/0(5) ++(2)/0(5) ++(1)/0(6)
Profundo
++(1)/0(6) +++(1)/++(1)/+(1)/0(4) ++(2)/+(1)/0(4) ++(1)/0(6)
Miométrio ++(4)/+(1)/0(3) +++(2)/+(1)/0(5)
Vasos miometriais +++(3)/++(2)/+(1)/0(2) +++(3)/+(2)/0(3) 0(7) ++(2)/+(1)/0(4) +(2)/0(5) +++(1)/+(2)/0(4)
Glandulas infiltradas no
Miométrio ++(3)/+(4)/0(2) ++(1)/+(5)/0(2) ++(2)/+(1)/0(4) ++(3)/+(2)/0(3) +++(4)/++(2)/+(1) +++(2)/+(4)/0(1)
Estroma endometrial ++(3)/+(1)/0(4) ++(1)/+(2)/0(5) +++(1)/++(1)/0(5) ++(1)/+(2)/0(4) ++(2)/0(5) ++(1)/0(6)
infiltrado no miométrio
Miométrio adjacente ++(2)/+(2)/0(4) ++(1)/+(4)/0(3) +(1)/0(6) +++(1)/++(2)/+(1)/0(3) ++(4)/0(3) +++(1)/+(1)/0(5)
ao foco adenomiético
Limite ++(4)/0(4) ++(1)/+(5)/0(2) 0(7) +++(1)/++(2)/+(3)/0(1) +++(6)/0(1) +++(1)/++(4)/0(2)

endomiometrial

Legenda: Escore para as intensidades de imunomarcacao: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; REa receptor alfa de estrégeno; RP

receptor de progesterona.
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Figura 1. Esquematizacéo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para receptores a de estrégeno e receptores de progesterona
em uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase folicular. *P<0,05 pelo teste KruskalWallis. Legenda: Ep — epitélio
superficial; EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GIsP- glandulas endometriais profundas; EstP — estroma
profundo; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no miométrio; Estinf —
Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiético; Lim — limite endomiometrial. Re — receptores-a de
estrogeno e Rp- receptores de progesterona.
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Figura 2 . Esquematizacdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para receptores a de estrégeno e receptores de progesterona
em Uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase lutea inicial. *P<0,05 pelo teste KruskalWallis. Legenda: Ep — epitélio
superficial; EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais profundas; EstP — estroma
profundo; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no miométrio; Estinf —
Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiotico; Lim — limite endomiometrial. Re — receptores-a de

estrogeno e Rp- receptores de progesterona.
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Figura 3. Esquematizacdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para receptores a de estrégeno e receptores de progesterona
em Uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase litea média. *P<0,05 pelo teste KruskalWallis. Legenda: Ep — epitélio
superficial; EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GIsP- glandulas endometriais profundas; EstP — estroma
profundo; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no miométrio; Estinf —
Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiético; Lim — limite endomiometrial. Re — receptores-a de

estrégeno e Rp- receptores de progesterona.
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Tabela 4. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacao para MMP-2 e TIMP-2 em uteros

bovinos normais na fase folicular e lttea do ciclo estral.

Fase folicular Fase lutea
Estruturas Teciduais (=12 Inicial (n=3) Média (n=2)
MMP-2 MMP-2 TIMP-2 MMP-2  TIMP-2
Epitélio superficial +++(4)/++(2)/+(6) A +++(8)/++(4) B +++ (3) +++(1)/++(2) 0 ++
Estroma endometrial
Superficial +++(2)/++(2)/+(1)/0(7) +++(2)/++(1)/+(4)/0(5) +(3) ++(1)/+(2) 0 0
Glandulas endometriais
superficiais ++(3)/+(6)/0(3) A +++(4)/++(7)/+(1) B +++(2)/++(1) ++(1)/+(2) + +
Glandulas endometriais
Profundas ++(3)/+(2)/0(7) +++(1)/++(1)/+(1)/0(9)  +++(1)/++(1)/+(1) ++(1)/+(21)/0(1) + +
Vasos endometriais +++(1)/++(5)/0(6) +++(2)/++(6)/+(1)/0(3) ++(1)/+(21)/0(1) +(2)/0(1) 0 0
Estroma endometrial
Profundo +++(2)/+(5)/0(5) +++(1)/++(1)/+(3)/0(7) +(2)/0(1) +(2)/0(1) 0 0
Miométrio +++(1)/++(2)/+(1)/0(8) +++(3)/++(5)/0(4) +++(1)/+(21)/0(1) +(2)/0(1) 0 0
Vasos miometriais +++(1)/++(2)/+(1)/0(8) ++(4)/+(3)/0(5) +++(1)/+(21)/0(1) ++(1)/+(2) 0 0
Limite
endomiometrial 0(12) A ++(8)/+(4) B +(3) +(3) 0 0

Escore para as intensidades de imunomarcacéo: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; MMP-2 — Metaloproteinase da matriz
2 e TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2. Letras mailsculas nas linhas representam valores diferentes entres si pelo teste de Mann-Whitney

(p<0,05).
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Tabela 5. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacao para MMP-2 e TIMP-2 em uteros
bovinos com adenomiose do tipo superficial na fase folicular e lutea do ciclo estral.

o Fase folicular Fase lutea
Estruturas Teciduais (n=13) Inicial (n=6) Média (n=3)
MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2
Epitélio superficial +++(5)/++(4)/+(2)/0(2) +++(10)/++(3) +++(4)/++(1)/0(1) +++(6) +++(2)/++(1) +++(2)/+(1)
Estroma endometrial
Superficial +++(5)/++(2)/+(2)/0(4) +++(6)/++(2)/[+(3)/0(2)  +++(2)/++(1)/+(1)/0(2) +++(3)/+(1)/0(2) +++(1)/0(2) +++/++/0
Glandulas endometriais
superficiais +++(1)/++(4)/+(5)/0(3) A +++(5)/[++(6)/+(1)/(0)B  +++(1)/++(3)/+(1)/0(1) +++(1)/0(5) +++/++/+ +++
Glandulas endometriais
Profundas +++(2)/++(3)/+(4)/0(4) A +++(5)/++(5)/+(3) B +++(1)/++(2)/+(3) +++(1)/++(3)/+(2) +++(2)/++(1) A +++(2)/[++(1) B
Vasos endometriais +++(2)/++(2)/0(9) +++(1)/++(4)/+(2)/0(6) +++(3)/++(1)/0(2) +++(1)/++(2)/+(1)/0(2)  +++(2)/++(1) +++(2)/++(1)
Estroma endometrial
Profundo +++(2)/++(3)/+(3)/0(5) +++(2)/++(1)/+(5)/0(5) ++(2)/+(2)/0(2) +++(1)/+(3)/0(2) +++(1)/0(2) +++/++/0
Miométrio ++(2)/+(3)/0(8) +++(1)/++(4)/+(2)/0(6) ++(1)/+(1)/0(4) ++(1)/+(1)/0(4) 0 0
Vasos miometriais +++(1)/++(3)/+(3)/0(6) +++(4)/++(2)/+(3)/0(4) ++(3)/+(1)/0(2) ++(3)/+(2)/0(1) +++/++/0 +++(2)/++(1)
Glandulas endometriais
infiltradas no miométrio ++(2)/+(6)/0(5) A +++(1)/++(6)/+(6) B +++(1)/++(5) A +++(5)+(1) B ++(2)/+(1) +++(1)/++(2)
Estroma endometrial
infiltrado no miométrio +++(1)/++(4)/+(3)/0(5) +++(1)/++(1)/0(11) ++(1)/+(1)/0(4) ++(2)/+(1)/0(3) ++(1)/0(2) +++/++/0
Miométrio adjacente ao
foco adenomidtico ++(1)/+(4)/0(8) ++(3)/+(7)/0(3) ++(2)/+(1)/0(3) ++(3)/+(2)/0(1) ++(1)/0(2) ++(1)/0(2)
Limite
endomiometrial ++(4)/+(2)/0(7) +++(2)/++(3)/+(5)/0(3) +++(1)/++(2)/0(3) +++(2)/++(1)/+(2)/0(1) ++(2)/0(1) ++/+/0

Escore para as intensidades de imunomarcacao: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; MMP-2 — Metaloproteinase da matriz 2 e
TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2. Letras mailsculas nas linhas representam valores diferentes entres si pelo teste de Mann-Whitney (a=5%).
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Tabela 6. Distribuicdo imunoistoquimica das intensidades de reatividade de imunomarcacao para MMP-2 e TIMP-2 em uteros
bovinos com adenomiose do tipo profunda na fase folicular e lutea do ciclo estral.

Estruturas Teciduais Fase folicular n=7 Fase litea
Inicial n=6 Média n=6
MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2 MMP-2 TIMP-2
Epitélio superficial ++(7) A +H+(4)/++(2)/+(1) B +H+(2)1++(4) +++(5)++(1) +++(6) +++(5)/++(1)
Estroma endometrial
Superficial HHHL)/AH(A)HD)0(L)  ++H+(2)/++(2)/+(2)/0(1) ++(3)/+(2)/0(1) +HH(2)/++(2)/+(2) +HHHQ)/++(L)/+(L)/0(L)  +++(3)/++(1)/+(1)/0(1)
Glandulas endometriais
superficiais +++(2)/++(3)/+(1)/0(2) +H+(1)/++(4)/+(1)/(0) +H)/++(2)/+(3) +HH(A)++(1)+(1) +++(5)/++(1) +H+(4)++(L1)/+(1)
Glandulas endometriais
Profundas +++(1)/++(3)/+(2)/0(1) +++(1)/++(1)/+(4)/0(1) ++(1)/+(5) A +++(3)/++(3) B +++(1)/++(4)/0(1) +++(2)/++(3)/+(1)
Vasos endometriais +++(2)/++(3)/+(1)/0(1) A ++(3)/+(2)/0(2) B +++(3)/++(2)/0(1) +++(2)/++(3)/+(1) +++(4)/++(1)/0(1) A +++(2)1++(1)/0(3) B
Estroma endometrial
Profundo +++(1)/++(1)/+(1)/0(4) +++(2)/++(1)/0(4) ++(1)/+(3)/0(2) +++(1)/++(1)/+(3)/0(1) +++(1)/++(1)/0(4) +++(1)/+(2)/0(3)
Miométrio +++(3)/+(2)/0(2) A ++(1)/+(1)/0(5) B +++(2)/+(1)/0(3) +++(1)/++(1)/+(2)/0(2)  +++(2)/++(1)/+(1)/0(2) A ++(1)/0(5) B

Vasos miometriais
Glandulas endometriais
infiltradas no miométrio

Estroma endometrial
infiltrado no miométrio
Miométrio adjacente ao

foco adenomidtico
Limite
endomiometrial

+++(2)/++(2)/+(3)

+H(2)++(A) (DA
++(1)/+(4)/0(2)A

+++(2)/++(4)+(D)A

+HH(1)/++(2)/+(2)/0(2)

++(2)++(3)/+(2)

++(1)/+(4)/0(2)B
+(1)/0(6) B

++(1)/+(3)/0(3) B

++(4)/+(2)/0(1)

+++(3)/++(1)/+(1)/0(1)

+++(1)/++(1)/+(3)/0(1)
+HH(L)H(2)/0(3)

+H+(2)/++(2)/+(1)/0(1)

+HH(1)/++(1)/+(3)/0(1)

+++(2)/++(2)/+(1)/0(1)
+++(3)/+(2)/0(1)
++(3)/0(3)
+H+(3)++H(1)/+(2)

+++(3)/++(1)/+(2)

+++(3)/++(2)/+(1) +++(2)/++(1)/+(3)

+++(2)/++(4) +++(2)/++(3)/0(1)
+++(1)/++(1)/+(2)/0(2) A +(3)/0(3) B
+++(4)++(1)/+(1) +++(3)/+(2)/0(1)

+++(2)/++(2)/+(2) +++(1)/++(3)/+(2)

Escore para as intensidades de imunomarcacéo: 0 negativo; + fraco positivo; ++ positivo; +++ forte positivo; MMP-2 — Metaloproteinase da matriz 2 e
TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2. Letras mailsculas nas linhas representam valores diferentes entres si pelo teste de Mann-Whitney (a=5%).
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Figura 4. Esquematizacdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para Metaloproteinase da matriz 2 e Inibidor de
metaloproteinase 2 em Uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase Folicular. *P<0,05 pelo teste KruskalWallis. Legenda:
EpS - epitélio superficial; EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais profundas; EstP —
estroma profundo; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no miométrio;
Estinf — Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomidtico; Lim — Limite endomiometrial. MMP-2 —
Metaloproteinase da matriz 2 e TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2.
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Figura 5. Esquematizacdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para Metaloproteinase da matriz 2 e Inibidor de
metaloproteinase 2 em (teros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase litea inicial. Legenda: EpS — epitélio superficial;
EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais profundas; EstP — estroma profundo; VsE —
vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; GlInf — glandulas endometriais infiltradas no miométrio; Estinf — Estroma endometrial
infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiético; Lim — Limite endomiometrial. MMP-2 — Metaloproteinase da matriz 2 e TIMP-2 —
Inibidor de metaloproteinase 2.
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Figura 6. Esquematizagdo grafica das médias de intensidade de reatividade imunoistoquimica para Metaloproteinase da matriz 2 e Inibidor de
metaloproteinase 2 em Uteros bovinos normais e com adenomiose do tipo superficial e profunda na fase litea média. *P<0,05 pelo teste KruskalWallis.
Legenda: EpS - epitélio superficial; EstS- estroma do epitélio superficial; GIsS — glandulas endometriais superficiais; GlsP- glandulas endometriais profundas;
EstP — estroma profundo; VSE — vasos endometriais; Mio — fibras miometriais; VsMio- vasos miometriais; Glinf — glandulas endometriais infiltradas no
miométrio; Estinf — Estroma endometrial infiltrado no miométrio; MioAd — miométrio adjacente ao foco adenomiotico; Lim — Limite endomiometrial. MMP-2 —
Metaloproteinase da matriz 2 e TIMP-2 — Inibidor de metaloproteinase 2.
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