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RESUMO

MARTINS, Ingrid Rhayane do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2025. Reorganizacao estromal em lesdes uterinas de cadelas:
Evidéncias histoquimicas e implicacoes dos exossomos. Orientador: Fabricio
Luciani Valente.

As doencgas uterinas inflamatérias, como a piometra, sdo comuns em cadelas e
representam um importante desafio na medicina veterinaria reprodutiva. Essas
alteracbées envolvem processos complexos de inflamagao, proliferacdo e
remodelacdo tecidual, que ainda nao sao totalmente compreendidos. Dentre os
mecanismos envolvidos, os exossomos tém se destacado por seu papel na
comunicacao intercelular, modulando a inflamagdo e contribuindo para a
regeneracdo e remodelacdo da matriz extracelular. Seu conteudo molecular
diversificado os torna promissores para o diagndstico precoce e o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas. Este trabalho teve como objetivo geral avaliar,
por meio de revisdo sistematica e analise histoquimica, o papel potencial dos
exossomos e da remodelacédo do tecido conjuntivo em lesdes uterinas inflamatorias
em cadelas, com foco na organizacdo das fibras colagenas. Esta dissertacao foi
dividida em dois capitulos, o primeiro capitulo consistiu em uma revisdo sistematica
sobre o papel dos exossomos em lesdes uterinas inflamatoérias e proliferativas em
fémeas mamiferas. No segundo capitulo, foi conduzido um estudo experimental com
fragmentos de endométrio de cadelas diagnosticadas com hiperplasia endometrial
cistica e piometra. As amostras foram submetidas a coloragdo com Picrosirius red e
analisadas em microscopia de luz polarizada para avaliar a distribuicdo e
organizacao dos colagenos tipos | e Ill. Observou-se que o colageno tipo Il esteve
mais associado a piometra, condicdo marcada por inflamagcdo aguda e intensa
presenca de neutréfilos. Ja o colageno tipo | foi mais evidente em casos de
hiperplasia endometrial cistica, relacionados a um perfil inflamatério crénico com
infiltrado linfoplasmocitario. Apesar de n&o haver diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, a analise morfolégica revelou padrdes distintos de
remodelagdo da matriz extracelular, sugerindo uma resposta adaptativa e funcional
do estroma mesmo diante de processos inflamatorios intensos. A correlagao positiva
entre densidade e alinhamento das fibras também indica a importancia da
organizagao do coladgeno na manutengao da integridade endometrial. Os resultados
obtidos reforcam o papel dos exossomos e da matriz extracelular na fisiopatologia
uterina e abrem perspectivas para futuras abordagens diagnosticas e terapéuticas
na medicina veterinaria. O conjunto dos



achados amplia o entendimento da resposta estromal em afecg¢des uterinas
inflamatérias, contribuindo para a ciéncia reprodutiva comparada. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para aprofundar os mecanismos moleculares envolvidos e
validar o uso clinico desses marcadores em cadelas.

Palavras-chave: cadelas; colageno; endométrio; exossomos; matriz extracelular



ABSTRACT

MARTINS, Ingrid Rhayane do Nascimento, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2025. Stromal reorganization in uterine lesions of bitches:
Histochemical evidence and implications of exosomes. Adviser: Fabricio Luciani
Valente.

Inflammatory uterine diseases, such as pyometra, are common in female dogs and
represent a significant challenge in veterinary reproductive medicine. These
conditions involve complex processes of inflammation, proliferation, and tissue
remodeling that are not yet fully understood. Among the mechanisms involved,
exosomes have emerged as key mediators of intercellular communication,
modulating inflammation and contributing to extracellular matrix regeneration and
remodeling. Their diverse molecular content makes them promising tools for early
diagnosis and the development of novel therapeutic strategies.

The main objective of this study was to evaluate, through a systematic review and
histochemical analysis, the potential role of exosomes and connective tissue
remodeling in inflammatory uterine lesions in female dogs, with a focus on collagen
fiber organization. This dissertation is divided into two chapters. The first chapter
consists of a systematic review on the role of exosomes in inflammatory and
proliferative uterine lesions in mammalian females. The second chapter presents an
experimental study conducted with endometrial tissue samples from bitches
diagnosed with cystic endometrial hyperplasia and pyometra. The samples were
stained with Picrosirius red and analyzed under polarized light microscopy to assess
the distribution and organization of type | and Il collagens.

Type Il collagen was more closely associated with pyometra, a condition
characterized by acute inflammation and intense neutrophilic infiltration. In contrast,
type | collagen was more prominent in cases of cystic endometrial hyperplasia, which
showed a chronic inflammatory profile with lymphoplasmacytic infiltrates. Although no
statistically significant differences were found between the groups, morphological
analysis revealed distinct patterns of extracellular matrix remodeling, suggesting an
adaptive and functional stromal response even under intense inflammatory
conditions. The positive correlation between fiber density and alignment further
highlights the importance of collagen organization in maintaining endometrial
integrity.

The results obtained reinforce the relevance of exosomes and the extracellular matrix
in uterine pathophysiology and open perspectives for future diagnostic and
therapeutic approaches in veterinary medicine. Altogether, the findings contribute to
a broader understanding of stromal



responses in inflammatory uterine disorders, supporting advancements in
comparative reproductive science. However, further studies are needed to deepen
the understanding of the molecular mechanisms involved and to validate the clinical
application of these markers in bitches.

Keywords: bitches; collagen; endometrium; exosomes; extracellular matrix
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1. INTRODUGAO GERAL

A piometra € uma enfermidade inflamatdria grave e frequente em fémeas
caninas, sendo motivo comum de atendimento emergencial na clinica de pequenos
animais (Camozzi et al., 2023). Caracteriza-se por um processo infeccioso e
inflamatdrio do utero, geralmente associado a influéncia hormonal e a contaminagao
bacteriana ascendente, levando a alteragdes estruturais importantes no endométrio.
Esse contexto inflamatério afeta diretamente o estroma endometrial, promovendo
mudangas teciduais significativas, especialmente relacionadas a reorganizagdo do
tecido conjuntivo (Wozna-Wysocka et al., 2021; Santana et al., 2024).

A remodelacao da matriz extracelular, especialmente das fibras colagenas, é
um processo dindmico e essencial na resposta tecidual frente a estimulos
inflamatadrios (Li; Bratlie, 2018). No utero, esse processo envolve a reorganizagao das
fibras de colageno, o recrutamento de células inflamatdrias e a ativagao de vias de
reparo tecidual. Compreender essas alteragdes € importante para interpretar as
consequéncias das inflamagdes uterinas sobre a integridade e funcionalidade do
endométrio (Ramella-Roman et al., 2024).

Nos ultimos anos, os exossomos tém despertado interesse por sua participagao
em diversos processos bioldgicos, incluindo inflamacgao, regeneragédo e remodelagao
da matriz (Wang et al., 2020; Lin et al., 2021). Essas vesiculas carregam proteinas,
lipidios € RNAs que podem modular o microambiente tecidual e influenciar a
comunicacgao intercelular (Xiang et al., 2024). No entanto, apesar de seu potencial
papel imunomodulador e reparador (Sun et al. (2019), ainda ha poucos estudos que
investigam a atuagéo dos exossomos em lesdes uterinas inflamatarias, principalmente
em tecidos de interesse veterinario.

Considerando essa lacuna, torna-se relevante explorar a participacdo dos
exossomos e da remodelagado estromal no contexto da piometra em cadelas, a fim de
ampliar o conhecimento sobre os mecanismos envolvidos nas respostas inflamatdrias
e reparadoras do utero. Essa compreensao pode contribuir para o desenvolvimento
de novas abordagens diagndsticas e terapéuticas na medicina veterinaria reprodutiva.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho & avaliar, por meio de revisao sistematica

e analise histoquimica, o papel potencial dos exossomos e a remodelacao do tecido



16

conjuntivo em lesdes uterinas inflamatérias (piometra) em cadelas, com foco na

organizacao das fibras colagenas.
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CAPITULO 1: REVISAO SISTEMATICA: O PAPEL DOS EXOSSOMOS EM
LESOES UTERINAS REPRODUTIVAS/INFLAMATORIAS EM FEMEAS
MAMIFERAS

1. INTRODUGAO

As lesdes uterinas inflamatdrias e proliferativas, como a hiperplasia endometrial
cistica, piometra, endometrite e o céncer endometrial, sdo frequentemente
observadas em fémeas mamiferas e representam importantes causas de infertilidade
e morbidade. Essas condicdes estdo associadas a disturbios hormonais, inflamagao
cronica e crescimento celular desordenado, afetando negativamente o microambiente
uterino e a funcéo reprodutiva (Zhou et al., 2021; Camozzi et al., 2023; Santana et al.,
2024).

Nos ultimos anos, os exossomos — um tipo de vesicula extracelular (VE) com
tamanho nanométrico — vém ganhando destaque por sua atuagdo na comunicagéo
intercelular. Liberados por diferentes tipos celulares, os exossomos estao
relacionadas ao transporte de biomoléculas, funcionando como importantes
mediadores em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo inflamacéo,
7regeneracao e desenvolvimento tecidual (Xiang et al., 2024; Xu et al., 2024).

No contexto das lesdes uterinas, evidéncias iniciais indicam que essas
vesiculas participam da modulagcdo da resposta inflamatéria, do remodelamento
endometrial e da progressao de lesdes proliferativas. Além disso, os exossomos tém
sido apontados como potenciais biomarcadores diagnosticos e alvos terapéuticos
promissores (Wang et al., 2020; Lin et al., 2021; Zhang et al., 2021). Embora existam
estudos veterinarios, a maioria foca em espécies de produgado, como bovinos, e os
modelos humanos ou murinos predominam na literatura.

Estudos em pequenos animais, como cadelas e gatas, ainda sdo escassos,
evidenciando a necessidade de mais pesquisas para compreender o papel dos
€x0ssomos nessas espécies. Esta revisao sistematica busca analisar os achados
sobre exossomos em lesdes uterinas inflamatérias e proliferativas em fémeas
mamiferas, destacando avancos, limitacdes e oportunidades para a medicina

veterinaria.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.PICOS

Nesta revisdo sistematica, o modelo P (populacdo), | (intervengao/exposi¢ao),
C (comparacgéo), O (desfecho/resultado) e S (tipo de estudo), foi utilizado para
estruturar a pergunta de pesquisa e orientar a selegdo dos estudos incluidos,
conforme apresentado no quadro 1, que ilustra 0 modelo PICOS preparado para a

execucao desta revisdo sistematica.

Quadro 1 — Estratégia PICOS utilizada para delineamento da revisdo sistematica

Populagao ;néigfsr;ggg Comparagao IIDstsfueI(t::gol Tipo de estudo
(P) 0 (C) ) ()
Fémeas Exossomos | Tecido uterino normal Participagao dos Observacionais e
mamiferas e lesado (lesbes €X0SSomos na Experimentais
uterinas inflamatorias fisiopatologia das
ou proliferativas) lesbes uterinas
ou

Evidéncias sobre
atuacao dos
€X0SSomos em
inflamacao,
regeneragao ou
remodelagao uterina

Fonte: Elaboragéo prépria (2025)

A populagao de interesse compreende fémeas mamiferas com lesdes uterinas
inflamatdrias ou proliferativas, independentemente da espécie ou idade. A exposi¢cao
considerada € a presenca, analise ou caracterizacdo de exossomos em tecidos
uterinos acometidos por essas alteragdes.

A comparacédo, quando disponivel, considera tecidos uterinos normais versus
lesados (com lesdes inflamatérias ou proliferativas). Contudo, estudos sem grupo
comparativo também foram considerados, desde que apresentem dados relevantes
sobre o papel dos exossomos.

O desfecho analisado envolve a atuacdo dos exossomos no contexto
fisiopatoldégico das lesdes uterinas, incluindo sua participagdo em processos
inflamatorios, regenerativos ou proliferativos, além do potencial uso como

biomarcadores ou ferramentas diagndsticas.
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Foram incluidos estudos observacionais e experimentais que investigaram
diretamente os exossomos em lesdes uterinas de fémeas mamiferas, utilizando

diferentes técnicas analiticas, desde que relacionadas a tematica proposta.

2.2.Pergunta de Pesquisa

Quais sao as evidéncias disponiveis na literatura sobre o papel dos exossomos

em lesdes inflamatdrias e proliferativas do utero em fémeas mamiferas?

2.3.Estratégia de Busca
2.3.1. Forma de realizagao das buscas

Os procedimentos de pesquisa foram conduzidos por dois revisores de maneira
independente, utilizando fontes de busca especificas, com critérios de pesquisa, datas
e horarios pré-definidos. Em caso de discrepancias, os revisores resolverdo as

diferengas por meio de consenso.

2.3.2. Fontes de busca

As buscas de evidéncias seréo realizadas em bases de dados bibliograficas

eletrbnicas:
e PUBMED
e SCOPUS

e SCIENCE DIRECT

2.3.3. Idioma

Preferencialmente, serdo priorizados artigos em inglés, dado que ¢é
amplamente reconhecido como o idioma mais universalmente aceito para publicacbes

cientificas.

2.3.4. Descritores

Os descritores foram definidos com base na pergunta de pesquisa e na

estratégia PICOS, de modo a orientar a busca sistematica nas bases de dados. A
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populagao-alvo da pesquisa sdo fémeas mamiferas com lesdes uterinas inflamatorias
ou proliferativas. A intervengdo ou exposigcao de interesse diz respeito a presenca,
caracterizagcdo e atuagdao dos exossomos ou vesiculas extracelulares. Quando
presentes, as comparagdes envolvem tecidos uterinos normais versus lesados. Os
desfechos considerados abrangem os efeitos biolégicos, remodelagdo estromal,
resposta inflamatéria e possiveis aplicagbes diagndsticas dos exossomos. Serao
incluidos estudos observacionais e experimentais que abordem diretamente essa
tematica.

Os descritores foram identificados por sua pertinéncia ao tema central e a
pergunta de pesquisa desta revisdo sistematica, sendo organizados conforme

apresentado no quadro 2.

Quadro 2 — Descritores utilizados na estratégia de busca (em inglés e portugués)

P | C o S
Female Exosomes / | Uterine tissue with Inflammatory Observational or
mammals / | Exossomos | inflammatory or modulation, stromal Experimental
Fémeas proliferative lesions vs. | remodeling, studies / Estudos
mamiferas normal uterine tissue regenerative roles, observacionais ou
(if applicable) / diagnostic/biomarker experimentais
Tecido uterino com potential /

lesbes inflamatdrias ou | Modulagao inflamatoria,
proliferativas vs. tecido | remodelagao estromal,
uterino normal (se fungdes regenerativas,
aplicavel) potencial
diagndstico/biomarcador

Fonte: Elaboracgao prépria (2025)

2.3.5. Expressao de busca — String

(female mammal) AND (exosome) AND (uterine disease OR uterine tissue) AND

(inflammation OR proliferation OR lesion).

2.3.6. Data e horario da busca

O periodo de busca para esta pesquisa foi realizado em um unico dia da
semana, em 10 de junho de 2025, das 08h00 as 18h00, com o proposito de coletar

informagdes relevantes.
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2.4.Selegao dos Estudos
2.4.1. Critérios de inclusao

(I) Artigos cientificos completos, publicados em periddicos indexados e revisados por
pares;

(I) Estudos que investiguem a presenca, fungéo ou caracterizagdo de exossomos em
tecido uterino (endométrio) de fémeas mamiferas;

(I) Populacdo composta por fémeas mamiferas (incluindo humanas ou nao
humanas), com lesdes uterinas inflamatorias endométrio (ex: endometrite, metrite,
piometra) e/ou proliferativas (ex: hiperplasia, tumores);

(I) Estudos com delineamento observacional (ex: estudos de caso-controle, coorte,

seccionais) ou experimental (ex: estudos in vitro, in vivo, modelos animais).

2.4.2. Critérios de exclusao

(E) Trabalhos que nao sejam artigos originais, tais como resumos, anais de
congresso, relatos de caso isolado, teses, dissertagdes, editoriais, capitulos de livros
e livros;

(E) Revisdes de literatura, revisdes sistematicas ou integrativas;

(E) Estudos que n&o envolvam vesiculas extracelulares, especificamente
€exossomos, como objeto de analise;

(E) Estudos que nao abordem o tecido uterino (endométrio), mas sim outros 6rgaos,
como ovarios, mamas, figado, rins, entre outros, mesmo que em fémeas;

(E) Estudos em machos ou em espécies que nao sejam mamiferos;

(E) Artigos que nao apresentem dados primarios, analise metodoldgica clara ou que

estejam indisponiveis em texto completo.

2.4.3. Triagem dos artigos

ApOs a etapa de busca, os resultados obtidos de todas as bases foram inseridos
e organizados no Software StArt (State of the Art through Systematic Review),
desenvolvido pelo LaPES, UFSCAR. Durante essa fase, ocorreu a remogao de
quaisquer artigos duplicados. Posteriormente, os artigos foram submetidos a uma

triagem preliminar, realizada por dois revisores de forma independente, que
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examinaram os titulos e resumos. No caso de divergéncias entre os revisores, as

mesmas resultaram na resolugao por consenso entre eles.

2.4.4. Ficha de elegibilidade

A confirmagcdo da elegibilidade dos artigos selecionados apds a triagem
preliminar foi realizada por meio da leitura completa de cada artigo. Para essa etapa,
empregou-se uma ficha de avaliagdo contendo critérios especificos de elegibilidade,
a fim de registrar os motivos para inclusao ou exclusao de cada artigo. Esse processo
de confirmagdo conduziu-se por dois revisores independentes, e eventuais

divergéncias entre eles resolvidas por meio de consenso.

2.4.5. Avaliagao da Qualidade Metodolégica dos Estudos Incluidos

A avaliagao da qualidade metodoldgica dos estudos selecionados foi realizada
utilizando um formulario estruturado no software StArt (State of the Art through
Systematic Review), baseado em escala numérica. Essa etapa é fundamental para
garantir que os dados extraidos apresentem confiabilidade e rigor cientifico.

O formulario adotado foi composto por oito critérios avaliativos, cada um
pontuado de 0 a 10, considerando a qualidade metodologica apresentada. A
pontuacgéao foi atribuida por dois revisores independentes. Em caso de discordancias,
foi realizada uma nova avaliagdo consensual. Os critérios foram selecionados com
base nas diretrizes PRISMA 2020, adaptados ao escopo da presente revisdo e

apresentados de acordo com o quadro 3.

Quadro 3 — Critérios de qualidade metodoldgica avaliados na revisdo sistematica
Critério Opcoes de avaliacao O que analisa

Ruim (0), ~
Objetivos bem definidos Regular (5), gﬂﬁ\z/ﬁ 32 fo;;m:ggao do
Bom (10) ) pesq
Se o estudo apresenta
L A Fraca (0), . P
Justificativa e relevancia do importancia clara e
Moderada (5), .
estudo alinhamento com o tema da
Forte (10)

revisao

Incompletos (0),

Métodos adequados e bem
descritos

Parcialmente claros (5),
Completos e adequados (10)

Coeréncia entre objetivos e
métodos utilizados

Descricao clara da
populagao/amostra

Inexistente (0),
Parcial (5),
Clara e completa (10)

Se a populacao estudada e
os critérios de selegéo sao
adequadamente descritos
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Analise dos dados e
tratamento estatistico

Nenhuma (0),
Descritiva (5),
Analitica e adequada (10)

Tipo e adequacéo da analise
estatistica empregada

Apresentacgéo e
transparéncia dos resultados

Confusa (0),
Parcialmente clara (5),
Clara e completa (10)

Clareza, uso de tabelas,
graficos e boa comunicagao
dos achados

Conclusoes fundamentadas
nos resultados

Nao justificadas (0),
Parcialmente (5),
Totalmente fundamentadas (10)

Se estéo logicamente
baseadas nos dados obtidos

Avaliacao do risco de viés
(se aplicavel)

N&o avaliado (0),
Parcial (5),
Avaliado e discutido (10)

Se o artigo discute possiveis
limitacdes ou fontes de viés

Fonte: Elaboragéo propria (2025)

2.5.Extragao dos Dados

2.5.1. Ficha para extracao dos dados

Os dados extraidos dos artigos selecionados foram predominantemente

qualitativos. A extragcao dos dados foi realizada por meio do software Start, por dupla

de revisores, de forma independente. As discordancias foram solucionadas por

consenso entre os revisores.

As informagdes extraidas de cada artigo incluiram:

Ano de publicacéo;

Espécie e caracteristicas da populacao estudada (ex: espécie animal, idade, con-

dicao clinica);

Tipo de lesao uterina abordada (inflamatdria ou proliferativa);

Biomarcador (métodos utilizados para identificagdo, caracterizagdo ou analise do

estudo dos exossomos);

Métodos de detecgao dos biomarcadores, como imuno-histoquimica, analises

moleculares, microscopia, entre outros;

Caracteristicas da amostra, incluindo tipo e origem do material (ex: tecido endo-

metrial, sangue, soro);

Principais achados relacionados a fungao, expresséao, implicag¢des fisiopatoldgi-

cas ou potenciais diagnosticos dos exossomos, que serdo abordados na discus-

sdo;

Conclusbes dos autores e possiveis lacunas identificadas, que também seréo

abordadas na discusséo.
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2.5.2. Sintese dos Dados

A consolidagao dos dados foi realizada por meio da organizagédo dos estudos
em tabelas descritivas, agrupando-os conforme os objetivos, a populagéo investigada,
os métodos utilizados para caracterizagao das vesiculas extracelulares e os principais
achados observados.

Foram destacados dados como:

e Tipo de lesao uterina abordada (inflamatdria ou proliferativa);

e Espécie avaliada e caracteristicas da amostra (ex: idade, fase do ciclo, condi¢gao
clinica);

e Técnicas laboratoriais utilizadas para isolamento, identificacdo ou analise dos ex-
0SSOMOS;

e Biomoléculas associadas (ex: RNAs, proteinas, marcadores especificos);.

Posteriormente, os achados foram analisados de forma critica, considerando a
diversidade de modelos biologicos, técnicas empregadas e o grau de evidéncia
apresentado. Buscou-se identificar padrdes de expressao e atuacado dos exossomos
nas diferentes condicdes uterinas, bem como lacunas de conhecimento relevantes
para o avango da pesquisa experimental, especialmente na area da medicina
veterinaria.

Essa sintese permitiu uma visédo integrada e comparativa sobre o papel dos
exossomos em lesbes uterinas, fornecendo embasamento tedrico para o
desenvolvimento de estudos futuros com foco na remodelac&o do tecido conjuntivo e

nos potenciais efeitos imunomoduladores dessas vesiculas em cadelas com piometra.

2.6. Apresentacao dos Resultados

Os resultados das buscas, bem como o processo de selegcao e elegibilidade
dos estudos incluidos ou excluidos na revisdo, foram detalhados utilizando um
fluxograma, conforme as diretrizes do guia Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). A sintese, as interpretacdes e as discussoes
dos dados foram estruturadas em segbes especificas que compuseram a revisao
sistematica, proporcionando uma apresentacdo organizada e clara dos achados
obtidos.



2.7.Avaliacao da Revisao Sistematica

A analise da revisdo sistematica foi

conduzida utilizando uma
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lista de

verificagcdo baseada no guia Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and

Meta-Analyses (PRISMA).

2.8.Sumarizacao de Resultados

A apresentacao dos resultados obtidos na revisao sistematica sera organizada

de forma objetiva e tematica, com base nos dados extraidos dos estudos

selecionados. Os achados serao categorizados conforme a natureza da lesao uterina

(inflamatdria ou proliferativa), a espécie avaliada e as implicagbes funcionais dos

exossomos descritas em cada estudo.

A organizagdo e sumarizagdo dos achados foram realizadas com base em

eixos tematicos previamente definidos conforme mostra o quadro 4.

Quadro 4 — Temas centrais identificados na revisao sistematica

Eixo Tematico

Descricao dos Dados Apresentados

Tipo de Lesao Uterina

Quantificagéo dos estudos que abordam lesdes inflamatérias
(ex: endometrite, piometra) vs. proliferativas (ex: hiperplasia,
tumores).

Espécie e Populagao

Distribuicdo dos estudos por espécie (canina, felina, humana,
outros) e principais caracteristicas das amostras.

Técnicas de Analise de
Exossomos

Métodos laboratoriais empregados para isolamento,
caracterizagao e analise dos exossomos (ex:
ultracentrifugacao, NTA, western blot, PCR, EM).

Biomoléculas Identificadas

Principais RNAs, proteinas ou marcadores especificos
detectados nos exossomos, relacionados a inflamacao,
remodelagéo ou proliferacao.

Aplicagdes
Diagndsticas/Terapéuticas

Potencial uso dos exossomos como biomarcadores,
ferramentas de diagndstico precoce ou estratégias
terapéuticas inovadoras.

Comparacao entre Tecido Lesado
x Tecido Normal

Avaliagao dos estudos que realizaram comparagdes entre
tecidos uterinos saudaveis e alterados.

Lacunas de Conhecimento

Temas pouco explorados, técnicas subutilizadas ou espécies
com escassez de estudos identificadas na revisao.

Fonte: Elaboragéo propria (2025)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a aplicagdo dos critérios estabelecidos pelo protocolo PRISMA, junta-

mente com os critérios de inclusdo e exclusdo definidos para esta revisao, foram
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selecionados 25 artigos para compor a amostra da revisao sistematica. O fluxograma

apresentado na figura 1, ilustra as etapas seguidas durante o processo de selegao.

Figura 1 — Fluxograma do processo de selegéo dos artigos

N. de relatos identificados no banco de dados de buscas:
PubMed (n=114); Science Direct (n=221); Scopus (n=220);

N. de relatos rastreados: N = 555 N. de relatos duplicados:

> N =09
L J
M. de relatos ap6s eliminar os .| N.de relatos excluidos:
duplicados™ N = 546 ' N = 491

b A

N. de artigos em texto
completo excluidos, com
justificativa: N= 30

N. de artigos em texto completo
avaliados para elegibilidade: N = 55

v

v

MN. de estudos incluidos em
sintese qualitativa: N = 25

Inclusdo | Elegibilidade | Selegdo | Identificagéo |

Fonte: Elaboracgao propria (2025).
Legenda: Fluxograma elaborado com base nos critérios do protocolo PRISMA.

A maioria dos estudos selecionados foi conduzida na China, refletindo uma
concentragéao significativa da produgao cientifica sobre exossomos em lesdes uterinas
nesse pais. No total, os trabalhos analisados foram desenvolvidos em seis diferentes
paises. As técnicas metodoldgicas empregadas variaram conforme o tipo de amostra
biolégica (tecido, sangue, soro e/ou plasma), incluindo analises histopatoldgicas,
imuno-histoquimica (IHQ), ensaio imunoenzimatico (ELISA), reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variagdes, Western blot, citometria de fluxo, microscopia
eletrénica de transmissao (MET), além de abordagens moleculares como analise de
expressdo génica e de microRNAs. O quadro 5 apresenta de forma detalhada a
distribuicdo dessas metodologias entre os estudos avaliados, bem como as

caracteristicas dos modelos experimentais utilizados.



Quadro 5 — Sintese metodolégica dos artigos selecionados
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1° : - TIPO DE ~
AUTOR ANO | PAIS | ESPECIE LESAO BIOMARCADOR DETECCAO AMOSTRA
Exossomos deri-
Camundon- | Lesdo me- |vados de células- Imuno-histoquimica
Lin [2021|China |gos (Mus |cénicain- |tronco adiposas (IHQ) q Tecido
musculus) |duzida (ADSC-exo) em
hidrogel
Humanos _ IHQ:
(Homo sa- |Endometri-
. Isolamento de exos-
. . piens) e ca- |ose e en- |Exossomos con- ) Soro
Lin 2023 | China " . Somos; )
mundongos |dométrio | tendo miR-21-5p e . | Tecido
(Mus mus- | (normal) Quantificagdo de mi-
croRNA (miRNA)
culus)
Imunofluorescéncia
(IF);
Microscopia eletro-
nica de transmissao
Exossomos deri- | (MET);
vados de sangue |Reagédo em Cadeia
Humanos Aderéncia menstrual da Polimerase Sangue
Zhang |2023 | China | (Homo sa- |. .~ |(MenSCs) e célu- | Quantitativa com menstrual
, intrauterina . o .
piens) las estromais en- | Transcricdo Reversa | Tecido
dometriais (En- (RT-gPCR);
doSCs) Técnicas de analise
de rastreamento de
nanoparticulas
(NTA);
Western blot
E Citometria de fluxo;
xossomos de IF:
a . células-tronco ’
Aderéncia mesenauimais Isolamento e carac-
Camundon- |intrauterina (MSCs()qtratadas terizagdo dos exos-
Li 2022 | China | gos (Mus induzida SOmos; Tecido
com fator de ne- ]
musculus) | por raspa- gPCR;
em crose tumoral-a Triagem protedmica
k (TNF-a) (T- e angélisepde vias;
MSCs) Lo
Western blotting
Exossomos deri-
vados de
Bona- Humanos |Alteracéo :;Z'-\{Irgfgsd(gr?\l:: MET:
. 2024 | EUA |(Homo sa- |endome- NTA; Tecido
vina iens) trial das da medula RT-Qpcr
p 6ssea humana)
contendo miR-
NAs
Endome- miR-218 em
Bovinos trite (infla- exossomos deri-
Wang |2020 | China | (Bos tau- x vados de células |MET Tecido
magao ute- oo
rus) rina) epiteliais endo-
metriais (EECs)
Citometria de fluxo;
Camundon- miR-765, eixo IF;
gos (Mus Cancer en- | ERB/miR- MET;
Zhou 12021 China musculus) |dometrial 765/PLP2/Notch; Punﬁcggao de exos- Tecido
Humanos |(adenocar- |exossomos deri- |somos;
(Homo sa- |cinoma) vados de células |RT-qPCR;
piens) T CD8+ Sequenciamento de
quantificacao de
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microRNA (miRNA-
seq);
Sequenciamento de
RNA mensageiro
(mRNA-seq);
Western blotting

Isolamento, caracte-
rizagéo, rotulagem e

Bovinos Endome- captacdo de exosso-
(Bos tau-  |trite indu- E / P ) ¢
. . rus) zida por li- X0SSOMmos mos, .
Jiang [2024 | China Camundon- | obolissa- miR-331 / Notch1 |IF; Tecido
gos (Mus 2af|’deo / IKKa / NF-kB Western blotting;
musculus) | (LPS) CP|munopreC|p|ta-
¢éao;
Qpcr
Humanos miR-214; IHQ;
(Homo sa- . .
, . | Fator de cresci- |lsolamento e admi-
piens) Endometri- mento do tecido |nistragdo de exosso-
Wu |2018 | China | Camundon- | ose com fi- P ) Tecido
os nude brose conjuntivo mos;
9 (CTGF); RT-PCR;
(Mus mus- . .
Colageno al Western blotting
culus)
Ensaio de Imunoab-
sor¢ao Enzimatica Células-
Humanos | Endome- (ELISA) - (IL-6, IL- | > L%
(Homo trite indu- | _. , 10, TGF-B); Neo ¢
sapiens) | zida por li- |MiR:124-3p; Isolamento e rotula- | Prionarias
Chen |[2024 | China| Camundo P DUSPS6; p-p65; p- humanas
popolissa- gem de exossomos
ngos nude , ERK1/2 . ~ (HEEC)
carideo (ultracentrifugagao, Tecido
(Mus (LPS) NTA, MET, PKH26);
musculus) RT-qPCR;
Western blot
Células es-
Endomé- Citometria de fluxo; |tromais en-
trio euto- IF; dometriais;
Humanos |pico com Isolamento de exos- | Células en-
Sun |2018| China |(Homo sa- |endometri- | Exossomo SOMOoS; doteliais;
piens) ose e en- MET; Neurbénios
dométrio NTA; de ganglio
normal Western blot da raiz dor-
sal (DRG)
Tecidos tu-
morais hu-
manos;
HUManos miR-320a / EVs |Ensaio de microar- |Células de
Zhang | 2020 | China | (Homo sa- Cancer en- | de fibroblastos ray; cancer en-
9 jens) dometrial |associados ao gRT-PCR dometrial;
p cancer (CAF) Fibroblastos
associados
ao cancer
(CAF)
Humanos Imunoprecipitacao
(Homo sa- de RNA (RIP);
piens) Adenocar- |[IncRNA TRPM2- |Purificacdo de exos-
Ma |2024 | China | Camundon- |cinoma en- |AS / eixo miR- somos; Tecido
gos nude |dometrial |497-5p—SPP1 gRT-PCR;
(Mus mus- Western blotting

culus)
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MICA/B,
H ULBP1-3, Andi o
. |Humanos . | FasL, TRAIL nalise proteica;
Bjork 2024 Sclfae (Homo sa- Egéjometrl (marcadores Isolamento de exos- | Tecido
piens) exossomais somos
imunossupress
ores)
Citometria de fluxo;
Camundon- ELISA;
. |gos nude Endometri- | miR-138, CD11b, |IF; .
Zhang 12018 China (Mus mus- |ose NF-kB, VEGF Microarray; Tecido
culus) RT-gPCR;
Western blot
. . |Exossomos de
Aderéncia células-tronco
Camundon- |intrauterina imais d Analise de bioinfor-
. . IUA) indu- |eSENQUIMAIS da | tica de microarra .
Liang [2025]| China gos nude (. placenta Y Tecido
(Mus mus- |zida por (PMSCs) / miR- e mMRNA;
culus) eILjalgoécco)a- 143 / via NF-KB / RT-PCR
gulag MyD88
Camundon- Células-tronco
Tur- | gos nude Lesao en- mesenquimais Histoquimica;
Saribas [2020| ‘4 |9 ] °N" 1 (MSCs) deriva- q ’ Tecido
quia |(Mus mus- |dometrial das do 4 } IHQ
culus) as do utero;
Exossomos
Plasma;
ELISA; Tecidos en-
Humanos Exossomos; dometriais
(Homo sa- IHQ; humanos
piens) A ) . Isolamento de RNA | (hormais e
Song |2022 | China |Camundon- Cancerl en- | SERPINAS; e RT-PCR quantita- |tumorais);
dometrial |Exossomos - .
gos nude tivo; Linhagens
(Mus mus- MET, celulares
culus) NAT; (HEC-1A,
Western blotting KLE,
HEK293)
IF;
. Isolamento, purifica-
Células-tronco ~ )
H S ¢ao e cultura de cé-
umanos mesenquimais .
. . |lulas estromais me-
(Homo sa- . . |Osseas (BMSCs); T
piens) Aderéncia exossomos deri- | S€NAuimais (MSCs)
Liu  |2021|China |Camundon- | INrauterina | - qos de BMSCs |© C6lUlas progenito- - Tecido
os nude induzida (BMSCs-exo: ras endoteliais Soro
9 por LPS . ’ (EPCs) in vitro;
(Mus mus- miR-223-3p, Purificacio de
culus) NLRP3, IL-18, IL- | 1o n 2280
18 S-exo;
gPCR;
Western blot
Analise protedmica .
o b Células tu-
quantitativa de exos- :
Humanos SOMos; morais de
(Homo sa- R Captacao do exos- cancer en-
, Cancer en- X dometrial (li-
piens) dometrial CTHRC1 (em somo pelas células nhagens ce-
Bian |2024 | China | Camundon- metasts- €X0SSOMos); endoteliais; Iularges)'
gos nude : Defactinibe Co-IP ((imunopreci- ) ’
tico . x . Fibroblastos
(Mus mus- pitacao de protei- .
j associados
culus) nas); 20 CANCer
ELISA; (CAF);

IF;
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Isolamento do exos-

Fibroblastos

SoOmos

Somo; normais
Extracéo de protei- |(NF);
nas; Exossomos
Extracdo de RNA e
gRT-PCR;
Western blot
Sangue;
ELISA: Células epi-
Aus- Bovinos Inflamacgao | Exossomos circu- Extrag.’élo de RNA e teliais e es-
Koh |2020 tralia (Bos tau- |endome- |lantes (alta/baixa sintese de cDNA- tromais en-
rus) trial fertilidade) RT-PCR ’ dometriais
bovinas
eMSCs (células-
tronco/estromais IHQ:
Humanos |Aderéncia |mesenquimais Purh"icagéo do exos-
Song |2025| China |(Homo sa- |intrauterina | endometriais) (di- somo e formacao do Tecido
piens) (AIU) ferenciacado para
o - |tubo vascular
miofibroblastos);
Via TGF-B
Avaliagéo do tama-
Acido rosmari- nho das particulas
Camundon- | Endome- nico (RA); do exossomo;
Taravat | 2023 | Iran [90SNude [triteindu- g oo omos: Extragao de RNAe | 45
(Mus mus- |zida por RA carre a<.:io em expressdo génica;
culus) LPS exossom%s IHQ;
MET;
Western blotting
Extragao de Exosso-
Humanos mos de células-
(Homo sa- Endome- Exossomos deri- |tronco derivadas do
piens) trite indu- vados de células- |tecido adipos
Wang (2023 | China | Camundon- zida por tronco derivadas |(ADSCs); Tecido
gos nude LPS de tecido adiposo | IHQ;
(Mus mus- (ADSCs) MET;
culus) RT-gPCR;
Western Blot
HUManos Extracdo de RNA e
(Homo sa- 3VRT'PCRé| o Tecido:
piens) | miR-214-3p es_tern otting; SeC| .o,
Zhang |2021 | China | Camundon- Endometri- exossdmico e IHQ; . oro;
gos nude ose CCN2 Exossomos; Cultura celu-
(Mus mus- Rastreamento de flu- | lar
culus) orescéncia de exos-

Fonte: Elaboracéo prépria (2025)

A presente revisao sistematica demonstra que os exossomos sao protagonistas

na regulacdo das respostas celulares associadas a diversas lesbes uterinas,

englobando processos inflamatérios, fibrogénicos, angiogénicos e neoplasicos. A

ampla diversidade de estudos aponta para a importancia desse tipo de vesiculas

extracelulares na fisiopatologia uterina, atuando tanto como biomarcadores

diagndsticos quanto como potenciais vetores terapéuticos.
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No ambito da endometriose, Sun et al. (2019), evidenciaram que exossomos
derivados de células estromais endometriais anormais promovem neuroangiogénese,
fendmeno essencial para o estabelecimento e progressao das lesdes endometridticas.
Complementando essa visédo, Zhang et al. (2019) demonstraram que a regulagao
negativa do microRNA-138 (miR-138) mediada por exossomos influencia a inflamacgao
e apoptose em células endoteliais uterinas, modulando as vias VEGF/NF-kB e,
consequentemente, promovendo um ambiente favoravel a evolugdo da doenca.
Ademais, Wu et al. (2018), e Zhang et al. (2021), destacaram o papel do miR-214
exossdémico na inibicdo da fibrose endometridtica por meio da regulagéo do fator de
crescimento do tecido conjuntivo (CCN2), sugerindo que o aumento desse microRNA
pode representar uma abordagem terapéutica inovadora para controlar a fibrose
caracteristica da endometriose. Esses achados reforgcam a relevancia dos exossomos
como mediadores da comunicacao intercelular que influenciam os processos de
fibrogénese e angiogénese no microambiente endometrial.

Em paralelo, a endometrite, uma inflamagao do endométrio que compromete a
fertilidade e resulta em perdas econdmicas na producéo animal, também tem sido alvo
da investigagdo do papel dos exossomos. Wang et al. (2020), identificaram que
exossomos contendo miR-218, liberados por células epiteliais endometriais bovinas,
atuam como moduladores da resposta imune, inibindo a producéo de citocinas pro-
inflamatdrias e mantendo o equilibrio imunoldgico local. Wang et al. (2023), ampliaram
esse conceito ao mostrar que exossomos derivados de células-tronco do tecido
adiposo (ADSCs) promovem a proliferagao celular, inibem a apoptose e suprimem a
inflamacdo em células estromais endometriais humanas, por meio da via miR-
21/TLR4/NF-kB. Taravat et al. (2023), complementam essa perspectiva ao
demonstrarem que o0 acido rosmarinico encapsulado em exossomos melhora
significativamente a endometrite induzida experimentalmente, através da modulacao
das vias TLR4-NLRP3, reduzindo a expresséao de citocinas inflamatdrias e a atividade
da mieloperoxidase. Esses estudos reforcam o potencial dos exossomos como
veiculos para a entrega de terapias anti-inflamatdrias direcionadas ao utero.

Ainda no campo da fibrose uterina, Zhang et al. (2023), destacaram o papel das
células estromais derivadas do sangue menstrual (MenSCs) e seus exossomos na
atenuacgao da fibrose endometrial, especialmente quando potencializados por fatores
de crescimento como o PDGFBB. Os exossomos derivados dessas células modulam

a via AKT/NF-kB e promovem a ubiquitinagdo de YAP, reduzindo a fibrogénese por
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meio da inibicdo da interacdo YAP/SMAD3. Esse mecanismo evidencia uma via
promissora para o tratamento da adesao intrauterina, uma condicdo marcada por
fibrose e comprometimento da fertilidade.

Na area oncolégica, o cancer endometrial apresenta uma complexidade
bioldgica amplamente influenciada pela comunicagdo mediada por exossomos. Zhang
et al. (2020), mostraram que exossomos liberados por fibroblastos associados ao
cancer carregam o miR-320a, cuja baixa expressao esta correlacionada a progressao
tumoral, uma vez que o microRNA inibe a expressao de HIF1a e VEGFA, reduzindo
a proliferagdo celular. Zhou et al. (2021), também enfatizaram que exossomos
derivados de células T CD8+ infiltrantes tém impacto significativo na modulacéo da
sinalizacdo mediada por estrogénio e na regulagao do eixo ERB/miR-765/PLP2/Notch,
influenciando a proliferacdo e invasdo das células tumorais em cancer endometrial.
Estes dados revelam que os exossomos podem atuar tanto na promogao quanto na
supressao tumoral, dependendo do perfil molecular do seu conteudo, o que os
posiciona como alvos potenciais para intervencgdes terapéuticas.

Além disso, evidéncias sobre mecanismos moleculares especificos foram
descritas por Zhang et al. (2021), que confirmaram que os exossomos transportam o
miR-214-3p que regula negativamente a expressdao do CCN2, inibindo a fibrose em
lesbes ectdpicas de endometriose, enquanto Zhang et al. (2023), ampliaram esse
conhecimento ao demonstrar o efeito antifibrético dos exossomos de MenSCs na
adesdo intrauterina, destacando a versatilidade e o alcance terapéutico dos
€X0Ssomos na reparacao tecidual uterina.

Os estudos revisados também apontam para a capacidade dos exossomos em
influenciar processos imunolégicos. A regulacao da inflamagao uterina, seja por meio
da supressao da via de sinalizacdo TLR4-NLRP3 (Taravat et al., 2023), ou pela
modulagao da ativagao das células endoteliais e macréfagos (Zhang et al., 2019),
sugere que os exossomos funcionam como reguladores finos do microambiente
uterino, equilibrando respostas pré e anti-inflamatérias, o que é fundamental para a
manutengcao da homeostase uterina e para a prevengao da progressao das lesoes.

Por fim, a possibilidade de utilizar os exossomos como biomarcadores
diagnosticos para diferentes lesdes uterinas € ressaltada pelos dados que apontam
variagdes na expressao de microRNAs exossdmicos, como 0 miR-218 na endometrite

bovina (Wang et al., 2020), e 0 miR-214 em lesbes endometridticas (Zhang et al.,
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2021), abrindo caminho para o desenvolvimento de ferramentas nao invasivas para
deteccao precoce e monitoramento da resposta terapéutica.

Apesar dos resultados promissores, esta revisdo sistematica apresentou
algumas limitagbes importantes, como a variagdo nos modelos experimentais
utilizados (in vitro, in vivo, humanos e animais), a diversidade de métodos para
isolamento e caracterizacdo dos exossomos, além da falta de estudos clinicos
padronizados. Essas questdes dificultam a comparacao direta entre os estudos e
limitam a aplicacdo dos achados na pratica clinica, principalmente na medicina

veterinaria.

4. CONCLUSOES

Os dados analisados nesta revisdo sistematica indicam que os exossomos
desempenham um papel relevante na fisiopatologia das lesdes uterinas inflamatodrias
e proliferativas, influenciando processos cruciais como a resposta inflamatéria, a
fiborose e a regeneragdo tecidual. Além disso, essas vesiculas extracelulares
despontam como potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos promissores para
doencas uterinas em fémeas mamiferas, incluindo espécies de interesse veterinario.
Avangos no entendimento dos mecanismos moleculares mediados por exossomos
poderdo contribuir significativamente para o aprimoramento de estratégias

diagndsticas e terapéuticas na pratica clinica veterinaria.
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ANALISE HISTOQUIMICA
DO TECIDO CONJUNTIVO EM PIOMETRA DE CADELAS COM ENFASE EM
REMODELAGAO DO COLAGENO

1. INTRODUGAO

A matriz extracelular (MEC) desempenha um papel essencial na preservacao
da homeostase do tecido uterino, influenciando processos como regeneracéo,
inflamacéo, cicatrizacdo e remodelagdo. Avangos recentes na engenharia tecidual tém
evidenciado a relevancia da MEC na regulacdo da resposta inflamatéria e na
reorganizagao estrutural do tecido, como demonstram estudos que investigaram
mecanismos capazes de direcionar a polarizagdo de macrofagos e estimular a
regeneragao por meio da remodelagao controlada da MEC (Xiang et al., 2024; Ojha
et al., 2024).

Nesse contexto, afec¢des uterinas em cadelas, como a hiperplasia endometrial
cistica (HEC) e a piometra, ilustram bem como alteragdes na MEC podem
comprometer a integridade tecidual. Essas condigdes estado associadas a alteragdes
morfolégicas expressivas, incluindo dilatacdo glandular, presenca de infiltrado
inflamatorio e modificagcbes do estroma. Tais mudangas afetam negativamente a
arquitetura e a densidade celular estromal, configurando um microambiente uterino
alterado e desorganizado (Camozzi et al., 2023; Santana et al., 2024).

Entre os componentes da MEC envolvidos nesse processo, destacam-se 0s
colagenos tipos | e lll, cuja expressao diferencial reflete os estagios de maturagao
tecidual. O colageno tipo |, mais espesso e organizado, esta associado a fases
avangadas de maturagao da matriz extracelular, ao passo que o colageno tipo lll, de
padrao reticulado e delicado, predomina nos estagios iniciais de remodelacéo tecidual,
sendo fundamental nos processos de reparo e regeneracdo em lesdes uterinas
(Zhorai et al., 2021; Shuai et al., 2023).

O Picrosirius Red é uma coloragao histoquimica sensivel usada para evidenciar
fibras colagenas, especialmente os tipos | e lll. Quando analisado sob luz polarizada,
permite diferenciar essas fibras pela birrefringéncia, sendo util em estudos de
remodelacao tecidual e fibrose (Coelho et al., 2018).

Considerando o exposto, este estudo tem como objetivo avaliar a remodelagao

do tecido conjuntivo em lesdes uterinas inflamatérias, como piometra, em cadelas,
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com énfase na organizagdo das fibras colagenas. Para isso, sera realizada a
caracterizagao e quantificacao das fibras de colageno tipos | e lll por meio de analises

histoquimicas e morfologicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Comité de ética

Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o protocolo n°® 52/2024.

2.2. Materiais dos pacientes

Foram selecionadas 13 amostras de lesbes uterinas inflamatdrias com foco no
endométrio, obtidas a partir de blocos de parafina de cadelas com diagndstico
histopatolégico de carcinoma mamario. Destas, oito amostras foram provenientes dos
arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), e cinco foram cedidas pela médica veterinaria e patologista Thais Barroso
Sarandy, profissional autbnoma que atua na regido de Vigosa (MG). As amostras
referem-se a cadelas atendidas para procedimentos de esterilizacdo no Hospital
Veterinario (HOV) da UFV e para diagndstico histopatologico de alteragcdes uterinas
em clinicas privadas.

Foram incluidas no estudo apenas as amostras de tecidos incluidos em blocos
de parafina e as laminas de microscopia que apresentavam qualidade adequada para
avaliacao histopatoldgica e morfométrica.

As informacgdes referentes aos animais e as suas condigdes clinicas foram
obtidas a partir das fichas de atendimento do Hospital Veterinario da UFV (HOV/UFV)
e dos registros fornecidos pela profissional autbnoma responsavel pelo envio das
amostras, sendo coletados dados como idade, raga, historico reprodutivo e

diagnostico.
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2.3. Avaliagao histolégica e quantificagcao das fibras colagenas tipo | e lll

As amostras incluidas nos blocos de parafina foram cortadas em micrétomo
com espessura entre 5 um. Em seguida, os cortes foram submetidos a coloragéo de
hematoxilina e eosina (HE) para analise histopatologica geral e a coloragao
histoquimica com Picrosirius Red, com o objetivo de diferenciar e quantificar as fibras
colagenas do tipo | e lll. A avaliacao das laminas coradas com HE foi realizada por
um unico médico-veterinario com experiéncia em patologia, visando reduzir possiveis
variagdes na interpretacéo entre diferentes observadores (Santos et al., 2014; Santos
et al., 2015).

Foram analisados qualitativamente diversos parametros histologicos, incluindo:
grau de hiperplasia epitelial, numero de glandulas, grau de dilatagdo cistica,
celularidade do estroma (classificada como baixa ou alta), tipo de infiltrado inflamatério
(linfoplasmocitario, neutrofilico ou misto), intensidade da inflamacéo (leve, moderada
ou intensa), distribuicdo da inflamagao (focal, multifocal ou difusa), conteudo luminal
(secregbes ou exsudatos) e presenga de alteragdes vasculares, como hiperemia,
congestdo e hemorragia. Esses critérios morfolégicos permitiram a caracterizagao
detalhada das lesdes, auxiliando na interpretagao da remodelacéo tecidual.

Ja as laminas coradas com Picrosirius Red foram analisadas sob luz
polarizada, o que permitiu a diferenciagdo optica das fibras colagenas: as do tipo |
apresentaram birrefringéncia vermelha a alaranjada e aspecto espesso, enquanto as

do tipo Il exibiram coloragcado esverdeada e aspecto fino e delicado (Figura 2).
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Figura 2 — Fotomicrografia do endométrio de cadela corado por Picrosirius Red

Fonte: Elaboracéo prépria (2025).

Legenda: Fotomicrografia do endométrio de cadela com hiperplasia endometrial, corada pela técnica
de Picrosirius Red e analisada sob luz polarizada. Vermelho-alaranjado: Colageno Tipo |; Verde:
Colageno tipo lll; Preto: Outros tecidos (aumento de x20).

A analise quantitativa da deposi¢cdo de colageno nos tecidos uterinos foi
realizada utilizando o software ImagedJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). As imagens das
laminas coradas com Picrosirius Red foram capturadas sob luz polarizada, no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV, e
posteriormente, analisadas digitalmente para estimar a porcentagem de colageno tipo
| e tipo Il

Inicialmente, cada imagem foi aberta no software e convertida para o modo de
cor RGB por meio do comando Image > Type > RGB Color. Em seguida, aplicou-se o
recurso de limiar de cor (Image > Adjust > Color Threshold) para a segmentagao
seletiva das fibras colagenas com base em seus matizes especificos.

Para o colageno tipo I, predominantemente avermelhado ou alaranjado sob luz
polarizada, foram utilizados os seguintes parametros: Hue entre 0 e 30, Saturation de
100 a 255 e Brightness de 50 a 255. J& para o colageno tipo lll, que apresenta
coloragao esverdeada, os parametros aplicados foram: Hue entre 40 e 120, Saturation
de 50 a 255 e Brightness de 20 a 255. Esses valores foram testados e ajustados
previamente, sendo mantidos constantes para todas as imagens a fim de garantir

uniformidade na analise.
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Ap0s o ajuste das cores, a selegao das areas correspondentes ao colageno foi
feita clicando em “Select”. Em seguida, foram definidas as medicbes a serem
realizadas (Analyze > Set Measurements), marcando-se a opgao “Area”, e entao
procedeu-se a mensuragdo com o comando Analyze > Measure.

A area total de cada campo analisado foi obtida por meio da sele¢gao completa
da imagem (Ctrl + A), repetindo-se os mesmos passos de medi¢cao descritos
anteriormente. A partir dos dados obtidos, calculou-se a porcentagem de colageno
tipo | e tipo Il com base na razéo entre a area ocupada por cada tipo de fibra e a area
total da imagem, conforme as formulas:

« % de colageno tipo | = (area de colageno tipo | + area total) x 100
« % de colageno tipo lll = (area de colageno tipo lll + area total) x 100

Essa abordagem permitiu uma quantificagdo precisa e padronizada da

distribuicdo de colageno nas amostras avaliadas, contribuindo para a analise

comparativa entre os diferentes grupos experimentais.

2.4. Analise estatistica

Os dados obtidos da quantificacdo de colageno foram agrupados de acordo
com o diagnéstico histopatoldgico (hiperplasia endometrial cistica vs. piometra) e
também com base na classificacdo da celularidade do estroma (baixa ou alta).

As comparagdes entre grupos foram realizadas por meio do teste t de Student,
adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Além disso, foi aplicada a
correlagdo de Pearson para avaliar a relagao entre os percentuais de colageno tipo |
e tipo lll nas diferentes amostras. As analises estatisticas foram realizadas utilizando

o software o Microsoft Excel®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas treze amostras de endométrio de cadelas com idade entre 3
e 13 anos, classificadas em dois grupos: hiperplasia endometrial cistica (n = 7) e
piometra (n = 6). Nas amostras de hiperplasia, predominou o infiltrado
linfoplasmocitario discreto e, quando presente, baixa celularidade estromal, sem
evidéncia de conteudo purulento na luz uterina, padrao compativel com as alteragdes

morfoldgicas descritas por autores que analisaram o complexo hiperplasia endometrial
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cistica-piometra em cadelas e ressaltaram a importancia do exame histopatolégico na
deteccao precoce de alteragdes endometriais mesmo em auséncia de sinais clinicos
evidentes (Wozna-Wysocka et al., 2021).

JA& nas amostras com piometra, observou-se infiltrado inflamatério
predominantemente neutrofilico, acumulo de exsudato purulento e maior densidade
celular no estroma, caracterizando um processo inflamatério agudo. Essa condigéo
esta associada a uma resposta inflamatéria intensa, tanto local quanto sistémica,
como demonstrado por Mickiewicz et al. (2022), que relataram aumento significativo
de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6) e proteina C reativa em cadelas com piometra
(Toydemir Karabulut; S6nmez, 2018).

A coloragado com Picrosirius Red, observada sob luz polarizada, possibilitou a
diferenciacdo entre colageno tipo | (birrefringéncia vermelho-alaranjada) e tipo Il
(birrefringéncia esverdeada), permitindo sua quantificacdo e analise comparativa
(Coelho et al., 2018).

Os percentuais de colageno tipo | variaram entre 0,05% e 21,23%, enquanto os
de colageno tipo Ill oscilaram de 0,04% a 20,33%. A despeito dessas variagdes, néo
houve diferenca estatisticamente significativa na quantidade de colageno tipo | (p =
0,372), tipo Ill (p = 0,343), energia (p = 0,732) ou coeréncia (p = 0,690) entre os grupos
de diagnostico. Sabe-se que a remodelagdo da matriz extracelular induzida por
mediadores inflamatérios pode apresentar ampla variabilidade, a depender do tipo
celular predominante, da intensidade da resposta imunolégica e das condigbes
hormonais locais (Adu-Bonsaffoh; Bayor, 2022). De modo semelhante, quando as
amostras foram analisadas com base na celularidade do estroma, também n&o se
observaram diferengas significativas (colageno tipo I: p = 0,342; tipo lll: p = 0,497,
energia: p = 0,212; coeréncia: p = 0,208).

A Unica correlagao estatistica significativa identificada foi entre os parametros
de energia e coeréncia das fibras colagenas (r = 0,767; p = 0,004), indicando que
amostras com maior densidade de fibras tendem a apresentar maior alinhamento e
organizacdo das mesmas. Tal achado sugere que a organizagdo do estroma
conjuntivo esta funcionalmente ativa, uma vez que a deposicdo aumentada de
colageno ocorre de forma orientada, o que pode refletir uma resposta adaptativa do
tecido frente a injuria. Estudos em biomateriais e cicatrizagado tém demonstrado que a
organizagcdo do colageno esta diretamente relacionada a interacao entre células

inflamatdrias (como macrofagos e fibroblastos) e a matriz extracelular local, sendo a
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orientacdo das fibras um indicativo de remodelacédo ativa e controle da resposta
inflamatadria (Li; Bratlie, 2018).

Apesar da auséncia de significancia estatistica nas comparagdes diretas, a
analise descritiva revelou tendéncias relevantes. Uteros com piometra apresentaram,
de forma geral, maior propor¢ao de colageno tipo Ill, como nas amostras 3 (20,33%)
e 11 (1,04%). O colageno tipo lll, por ser mais fino e delicado, esta associado as fases
iniciais da remodelacéao tecidual e predomina em ambientes inflamatorios agudos. O
colageno tipo Il esta ligado a fase inicial da remodelacdo e costuma se expressar
mais em inflamagdes agudas, sendo um indicativo de resposta inflamatéria ativa
(Rosa et al., 2022). Por outro lado, amostras de hiperplasia ndo infectadas mostraram
maior concentragéo de colageno tipo |, como a amostra 4 (21,23%), compativel com
um microambiente crénico e de menor agressividade conforme a tabela 1. A
deposi¢ao de colageno tipo | € marcadamente associada a fibrose cronica, sendo
produzida por diferentes populagdes celulares, especialmente fibroblastos, como

demonstrado em modelos experimentais de lesdo muscular (Chapman et al., 2016).

Tabela 1 — Colageno tipo | e lll em tecido uterino avaliado por Picrosirius red

Amostra % Tipol % Tipolll Energia Coeréncia

1 2,17 1,92 8,12 0,09
2 3 0,16 21,07 0,18
3 5,83 20,33 7,86 0,12
4 21,23 0,83 4,09 0,12
5 4,97 0,3 4,46 0,14
6 0,05 0,04 1,39 0,1
7 0,26 0,04 4,93 0,05
8 0,75 0,89 4,83 0,14
9 0,84 0,16 8,14 0,08
10 1,66 0,42 6,06 0,14
11 1,78 1,04 17,51 0,21
12 3,98 0,77 24,67 0,22
13 0,23 0,04 1,39 0,13

Fonte: Elaboracéo prépria (2025)

Adicionalmente, as analises histopatolégicas evidenciaram alteragdes

especificas que ilustram bem as caracteristicas das lesdes observadas nos diferentes
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grupos. Na figura 3, referente a amostra 6, observa-se um corte de endométrio com
evidéncia de hemorragia focal, tipica de quadros inflamatérios intensos,
frequentemente associados a piometra. Os achados reforcam que a piometra,
especialmente a forma fechada, esta associada a hemorragias e intensa resposta
inflamatdria, evidenciada por leucocitose e alteracées plasmaticas, o que confirma a
gravidade do quadro e a necessidade de diagndstico e tratamento rapidos
(Lansubsakul et al., 2022).

Figura 3 — Corte histologico do endométrio de cadela ¢
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Fonte: Elaboraggo poprla (202)_ o
Legenda: Endométrio com setas evidenciando hemorragia no estroma. HE, aumento de 40x.

Por outro lado, a figura 4, que corresponde a amostra 5, ilustra um caso de
hiperplasia epitelial acentuada, representando alteragdes estruturais marcantes
observadas em uteros com hiperplasia endometrial cistica, condigao que também esta
relacionada a reducao da reserva ovariana, com menor propor¢ao de foliculos pré-
antrais normais e densidade celular diminuida, o que pode impactar negativamente a

fertilidade das cadelas afetadas (Camozzi et al., 2023).
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Figura 4 — Microscopia de endomeétrio hiperplasico de cadela

‘ :

Fonte: Elaboracéo prépria (2025).
Legenda: Endométrio com setas identificando hiperplasia endometrial. HE, aumento de 40x.

Parametros morfolégicos como numero de glandulas, grau de dilatagéo cistica
e celularidade do estroma variaram independentemente do diagndstico
histopatolégico, sugerindo que a heterogeneidade dessas alteragbes pode estar
associada a outros fatores, como estagio do ciclo estral, estimulo hormonal, idade e
condi¢des clinicas prévias das cadelas, como também observado por Pors et al.
(2023), que relataram significativa variabilidade histologica em lesdes endometriais
humanas influenciadas por fatores hormonais e idade reprodutiva. A influéncia
hormonal é especialmente relevante, pois sabe-se que estrogénios e progesterona
modulam diretamente tanto a resposta inflamatéria quanto a deposicéo de colageno
no utero, interferindo na integridade da matriz extracelular (Camozzi et al., 2023; Xiang
et al., 2024; Santana et al., 2024).

As limitagbes deste estudo devem ser destacadas. O numero reduzido de
amostras (n = 13) compromete a robustez estatistica das analises. Além disso, a
auséncia de padronizagdo nos arquivos histopatolégicos, quanto ao estagio da
doencga, momento do ciclo estral, raca, porte, idade e manejo clinico dos animais,
acrescenta variabilidade que dificulta a comparagdo entre os grupos. Essa
heterogeneidade & uma caracteristica comum em estudos retrospectivos com tecidos
arquivados, conforme também relatado na literatura (Sarandy, 2021).

Ainda assim, os achados reforgam a importancia da remodelagdo da matriz

extracelular como componente central das lesdes uterinas, tanto inflamatdrias quanto
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hiperplasicas. A distribuicdo e a orientagdo das fibras colagenas oferecem pistas
valiosas sobre o microambiente tecidual e a atividade bioldgica do estroma, podendo
indicar processos ativos de regeneracao, fibrose ou cicatrizagdo, como demonstrado
por técnicas opticas de alta resolugado que evidenciam a desorganizagéo progressiva
das fibras colagenas durante alteragdes fisioldgicas no utero (Ramella-Roman et al.,
2024). Em estudos futuros, a inclusdo de marcadores moleculares, como proteinas
exossomais (Zhou et al., 2021), pode fornecer informagdes adicionais sobre os
mecanismos celulares envolvidos na remodelacdo da matriz, contribuindo para uma

compreensao mais profunda das lesdes uterinas em fémeas caninas.

4. CONCLUSOES

Este estudo evidenciou que, embora nao tenham sido observadas diferengas
estatisticas significativas nas quantificagcdes de colageno tipo | e Ill entre os grupos
analisados, a avaliagdo morfolégica revelou padrées distintos de remodelagao
tecidual. Casos de piometra mostraram maior presenga de colageno tipo Il e infiltrado
neutrofilico, sugerindo inflamagdo aguda, enquanto os casos de hiperplasia
apresentaram maior colageno tipo | e infiltrado linfoplasmocitario leve, compativeis
com inflamac&o crénica.

A correlagdo positiva entre a densidade e o alinhamento das fibras colagenas
sugere que a organizagao do estroma ¢é ativa e orientada, mesmo diante de processos
inflamatorios. Apesar das limitagdes, como o numero reduzido de amostras e a
heterogeneidade dos dados clinicos, os achados reforcam o papel central da matriz
extracelular na resposta uterina. Pesquisas futuras que incorporem marcadores
moleculares, como exossomos, poderado aprofundar a compreensdo dos mecanismos

envolvidos na remodelagao do tecido uterino em cadelas.
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