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Resumo



VOLPATO, R. Avaliacgdo clinica e imunoistoquimica do utero e cérvix de cadelas com
o0 diagndstico de piometra. Botucatu, 2011. 113p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar de forma comparativa piometra de cérvix
aberta e fechada a fim de compreender o mecanismo de abertura e fechamento cervical.
Para tanto, foram utilizadas 31 cadelas, de racas e idades variadas, sendo 25 cadelas
com piometra de cérvix aberta e 6 de cérvix fechada. Durante a
ovariosalpingohisterectomia (OSH), utilizada como tratamento, foi coletado sangue por
venopuncdo da jugular e contetdo vesical. Ap6s o procedimento, foram coletados
fragmentos da cérvix e do Utero para a avaliagdo imunoistoquimica, além do contetdo
uterino. Para a avaliagcdo imunoistoquimica foram analisados o0s receptores de estrégeno
a e B, progesterona e colageno | e Ill. Foram realizadas imunomarcagdes em diferentes
regides da cérvix como o epitelio glandular, epitelio luminal e estroma, assim como em
diferentes regiGes do Utero como epitélio glandular e estroma. As imunomarcacdes de
colageno 1 e Ill foram realizadas nas regides glandular e muscular da cérvix e Utero.
Foram realizadas andlises bacterianas do contetdo uterino e vesical e o perfil de
sensibilidade das bactérias através de antibiogramas, testando os antibidticos mais
comumente descritos na literatura. Foram realizados os testes estatisticos Mann-
Whitnney, quiquadrado e correlacdo Spearman do teste de Fisher e concordancia
Kappa, dependendo da variavel trabalhada. Os receptores de estrogeno o ¢ 3, colagenos
I e Il comportaram-se da mesma maneira na piometra aberta e fechada. As
concentracdes de receptores de progesterona foram superiores nas piometras fechadas.
As concentracdes de progesterona plasmatica foram semelhantes nas piometras abertas
e fechadas. O hemograma das cadelas com piometra aberta e fechada foram
semelhantes e caracteristicos de um processo inflamatério crénico. A funcéo renal dos
animais comprometidos estdo dentro dos limites considerados normais para espécie
canina. Houve uma correlacdo positiva entre as bactérias isoladas do contetdo uterino e
vesicula urinaria. A bactéria mais frequentemente isolada foi a E. coli e o antibidtico
mais sensivel foi a doxiciclina. Novos estudos sdo necessarios para compreender o
mecanismo de controle da abertura e fechamento cervical.

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquimica
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VOLPATO, R. Clinical and Immunohistochemical evaluation of the cervix and uterus
of bitches diagnosed with pyometra. Botucatu, 2011. 113p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to analyze comparatively open and closed cervix pyometra in
oder to undertand the mechanism of cervical opening and closing. To this end, we used
31 bitches of different breeds and ages, 25 with pyometra cervix open and 6 closed
cervix. During ovariohysterectomy (OSH), used as treatment, blood by venipuncture
from the jugular and vesical content were collected. After the procedure, samples were
collected from the cervix and uterus to evaluate immunohistochemistry, and the uterine
contents. For immunohistochemical evaluation were analyzed estrogen receptors o and
B, progesterone and collagen | and Ill. Immunostainings were performed in different
regions of the cervix such as glandular epithelium, luminal epithelium and glandular
stroma, as well as in different regions of the uterus as glandular epithelium and
glandular stroma. The immunostainings for collagen 1 and Il were performed in
muscular and glandular regions of the cervix and uterus. We analyzed the bacterial
content of the uterus and bladder and the susceptibility profile of bacteria through
antibiograms, testing the antibiotics most commonly reported. Through appropriate
statistical. The estrogen receptors a and f3, collagen I and Il behaved the same way in
both open and closed pyometra. Concentrations of progesterone receptors were higher
in closed pyometra.The plasma progesterone concentrations were similar in both open
and closed pyometra. Hemogram bitches with pyometra opened and closed were similar
and characteristic of a chronic inflammatory process. The renal function of animals
affected are within the range considered normal for dogs. There was a positive
correlation between bacteria isolated from urinary bladder and uterine contents. The
most frequently isolated bacteria was E. coli and the antibiotic doxycycline was more
sensitive. Further studies are needed to understand the mechanism controlling the
cervical opening and closing.

Keywords: bitches, pyometra, immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

Embora nos ultimos anos o conhecimento a respeito da fisiologia reprodutiva
dos cdes tenha aumentado, muitos mecanismos responsaveis pelo controle e fisiologia
reprodutiva permanecem desconhecidos. Mesmo doengas frequentes como a piometra
ndo sdo completamente elucidadas, necessitando de estudos, por existir controversas
entre autores quanto a sua etiologia (GOERICKE-PESCH et al., 2010).

No Brasil existe uma grande populacéo de cadelas com risco de desenvolver um
quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem de cadelas sadias sdo
normalmente submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva. Em nosso pais a
maioria das castracOes € realizada como consequéncias de alteracGes clinicas. A
situacdo € diferente em outros paises considerados desenvolvidos, onde a préatica da
castragdo € comum e realizada em mais de 85% das cadelas (HAGMAN et al., 2009).

A hiperplasia endometrial cistica (HEC) é uma alteracdo endometrial de cadelas
e esta correlacionada com altas concentracfes de estrogeno e exposi¢cdo prolongada a
progesterona, enddgena ou exdgena. E considerada um dos fatores predisponentes da
hidrometra, mucometra e piometra (OLIVEIRA, 2007).

A piometra é uma enfermidade da cadela adulta caracterizada pela inflamagéo
do utero com acumulo de exsudato, que ocorre na fase lGtea do ciclo estral, de quatro
semanas a quatro meses apés o estro (COGGAN et al., 2004; SMITH, 2006). No diestro
ocorre uma hipertrofia/hiperplasia do endométrio estimulado pela progesterona e,
subsequentemente, uma invasdo bacteriana (WEISS et al., 2004). Trata-se de uma das
enfermidades mais comuns que ocorre no trato genital das fémeas caninas (COGGAN
et al., 2004; PRETZER, 2008).

E conhecido que algumas racas como Rottweiler, Collie, Golden Retriever,
Labrador Retriever e Pastor Alem&o tém uma maior incidéncia de piometra. Segundo
Hagman et al (2011), os fatores de risco para a doenca podem variar entre as ragas e a
gestacdo sendo considerada um fator protetor contra a piometra, com excecdo da raca
Golden Retriever onde a nuliparidade pode ndo ter interferéncia. De 87 cdes com
piometra, 24 eram da raca Golden Retriever e 22 ja haviam apresentado pelo menos
uma gestacéo.

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a despeito de

décadas de estudo sobre da etiologia desta doenca. O conceito de Sindrome Hiperplasia



Endometrial Cistica/Piometra introduzido por Dow (1957; 1958), sugere que mudancas
hormonais provocam a HEC e tornam o Gtero mais susceptivel a infeccdo secundaria.
Dow (1958) e Sandholm et al (1975) propuseram que uma endometrite sub-aguda é
seguida pela HEC, a qual predispde a piometra. De Bossechere et al (2001) sugeriram
que devido as diferencas clinicas e histopatologicas, a HEC e a piometra devem ser
classificadas separadamente. E comum a piometra ser definida como um complexo
endometrite/HEC/piometra (ARORA et al., 2006).

Ha um consenso de que as lesGes observadas na piometra séo resultado de uma
interacdo hormonal e participacdo bacteriana. Apesar dos varios estudos sobre o tema,
clinicamente, a sindrome piometra ainda representa um desafio para a maioria dos
profissionais, sendo dificil estabelecer um prognéstico preciso (DE COCK et al., 1997;
FERREIRA e LOPES, 2000; WEISS et al., 2004; MARTINS, 2007).

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada pela
presenca ou auséncia de secrecao vaginal, respectivamente. A cérvix é considerada uma
barreira fisica prevenindo a infeccdo ascendente pela secre¢do de muco e constric¢do e a
abertura ou fechamento da cérvix séo ciclo dependente. Na mulher, a dilatacdo cervical
durante o parto correlaciona-se com a extensdo do infiltrado de neutréfilos, entretanto,
0os mecanismos de dilatacdo cervical nas cadelas ndo sdo totalmente esclarecidos
(CHATDARONG et al., 2008).

Existem duas sindromes distintas da piometra. A primeira é a sindrome da
piometra da cadela idosa, que ocorre em animais com mais de sete ou oito anos de
idade, propensos a hiperplasia cistica endometrial e subsequente piometra. Essa
sindrome é o resultado de exposi¢des sucessivas a progesterona durante as fases de
diestro do ciclo estral normal, sendo portanto, relacionada a idade. A sindrome da
piometra da cadela jovem esta relacionada a administracdo exdgena de progesterona
para prevenir a gestagdo (SMITH, 2006; MARTINS, 2007).

Os diagndsticos diferenciais de piometra séo mucometra, endometrite pos parto,
hiperplasia cistica do endométrio, vaginite, abortamento, gestacdo, piometra de coto,
estro, neoplasias vaginais, sindrome do ovario remanescente (BIGLIARDI et al., 2004;
SMITH, 2006; OLIVEIRA, 2007).

O tratamento da piometra pode ser terapéutico ou cirurgico de acordo com o
estado geral do paciente e finalidade reprodutiva. O fator determinante sobre o tipo de

tratamento escolhido é a gravidade do processo inflamatorio e a avaliacdo clinica



(OLIVEIRA, 2007), mas deve ser imediato e eficaz, pois a sepse e endotoxemia podem
estar presentes ou em desenvolvimento.

No caso das cadelas com piometra, o progndstico é sempre reservado. O
isolamento de bactérias gram-negativas em Utero de cadelas com piometra esta
associado com sinais sisttmicos mais severos. Animais com maiores concentragdes
plasmaticas de endotoxinas tém pior progndstico (SILVA et al., 2009).

Nos casos mais graves a doenca estd associada com endotoxemia, sepse e
sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS), atingindo uma taxa de mortalidade
de 3-4%. Outra complicacdo associada € a peritonite séptica, atingindo uma mortalidade
de 68% (HAGMAN et al., 2009).

A piometra canina é provavelmente a doenca mais severa do Utero de cadelas,
sendo responsével por um indice elevado de mortalidade quando ndo diagnosticada
precocemente. Apesar dos varios estudos sobre o tema, a piometra ainda representa um
desafio para a maioria dos profissionais, sendo dificil estabelecer um prognostico
precoce e seguro, portanto o objetivo desta proposta é avaliar aspectos clinicos,
hormonais, microbioldgicos e imunoistoquimico da piometra aberta e fechada na

tentativa de estabelecer diferencas entre as duas condigoes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar de forma comparativa cadelas apresentando piometra de cérvix aberta e

fechada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizacdo do hemograma e perfil renal de cadelas portadoras de piometra

aberta e fechada.

2- Avaliacdo das concentracbes de progesterona plasmatica de fémeas

portadoras de piometra aberta e fechada.

3- Caracterizacdo do perfil bacteriano de secrecfes uterinas e contetdo vesicais,
além da sensibilidade aos principais antibioticos em cadelas portadoras de piometra.

4- Avaliacdo imunoistoquimica dos receptores de estrégeno o, receptores de
estrogeno P, receptores de progesterona, colageno | e colageno Ill da cérvix e no
endométrio canino numa tentativa de estabelecer o mecanismo relacionado a

abertura/fechamento da cérvix.

5- Correlacdo entre a idade das pacientes, ocorréncia de pseudogestacdo, numero

de gestacdes e administracdo exdgena de hormdnio e o diagnostico da piometra.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FISIOPATOGENIA

Dentre os hormonios que participam do ciclo estral das cadelas podemos citar o
horménio foliculo estimulante (FSH), o hormdnio luteinizante (LH), estrégeno e
progesterona. Sobre a influéncia do FSH, os foliculos ovarianos se desenvolvem e as
células foliculares produzem estrégenos que estimulam a proliferacdo das células
epiteliais da mucosa vaginal, o aumento da espessura da camada endometrial,
promovem abertura da cérvix, aumentam o fluxo sanguineo e a resposta inflamatéria
celular. As respostas ou efeitos provocados pelos hormonios estrégeno e progesterona
no Utero tém efeito cumulativo a cada ciclo estral (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al.,
2008).

De acordo com Goericke-Pesch et al (2010), as estruturas tipicas que formam o
Utero das cadelas séo o epitélio superficial, a lamina propria com glandulas, estruturas
vasculares e a tanica muscular. A distribuicdo das glandulas por milimetros quadrado
(mm?2) é significativamente menor no meio e na por¢do caudal do que na cranial da
cérvix e uma correlacdo significativa pode ser verificada entre as concentracdes de
progesterona e 0 nimero de glandulas por mm2. Essa condi¢do pode estar associada
com um mecanismo de defesa imune proporcionando uma barreira para ascensao de
bactérias ao Utero.

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrogeno durante o
estro, seguida por longos intervalos de dominéncia da progesterona levando a
modificacdes no endométrio (SMITH, 2006; PRETZER, 2008). A estimulacdo
progestacional resulta em proliferacdo do endométrio, secrecdo das glandulas uterinas e
diminuicdo das contragdes do miométrio. A inibicdo leucocitaria no Gtero sensibilizado
pela progesterona facilita a infeccdo bacteriana. O endométrio sob o estimulo da
progesterona se hipertrofia devido a um aumento no nimero e no tamanho de suas
glandulas, que aumentam suas atividades secretoras e um fluido estéril pode se
acumular no limen do Utero. Essas respostas as a¢@es hormonais podem ser mais
exacerbadas com o uso de progestageno exdgeno (DE BOSSCHERE et al., 2001;
RAGNI, 2005; PRETZ, 2008).



13

Sob a influéncia estrogénica, a cérvix se abre, 0 que permite a entrada de
bactérias da microbiota normal da vagina para o interior do limen uterino. Os produtos
da secrecdo das glandulas, inicialmente estéreis, contém nutrientes e pH favoréaveis ao
crescimento bacteriano, e com a diminuicdo da resposta inflamatoria, o processo de
piometra pode se instalar (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2008). Trabalhos
envolvendo investigacdo sobre a indugéo de piometra canina demonstraram que entre 0s
dias onze e trinta, apos o pico de LH, o Utero torna-se mais susceptivel a infecgdo
(SMITH, 2006).

Ainda é desconhecido o processo pelo qual podemos diferenciar a formacéo de
piometra aberta ou fechada. Algumas hipéteses ja foram levantadas, sendo a de Weiss et
al (2004), bastante expressiva. Ao analisar a concentragdo hormonal de cadelas
apresentando piometra, o estradiol ndo apresentou diferenga significativa: piometra
aberta, 43 + 6,5 pg/mL; fechada, 56,3 + 11,9 pg/mL. Quanto a analise da progesterona
os resultados foram significativos sendo de 4,8 £ 0,9 ng/mL para a piometra aberta e
13,2 + 5,5 ng/mL para a piometra fechada.

A paténcia da cérvix é regulada pela musculatura lisa, tecido fibroso e elastina.
A remodelacdo da matriz extracelular tem um papel importante na dilatagéo cervical
pela degradacdo do colageno. Em trabalho realizado por Chatdarong et al (2010) foi
postulado que o Utero de cadelas ciclicas tem uma maior propor¢do de colageno
comparado com a musculatura lisa, provavelmente associada ao aumento do estradiol
durante o estro, isso leva a uma diminuicdo da resisténcia a tragdo, causando O
relaxamento da cérvix. Resultado semelhante € observado nas cadelas com piometra de
cérvix aberta, sugerindo que a abertura do colo uterino é associada a um aumento na
proporcao de colagenos frente a fibras musculares.

De acordo com Chatdarong et al (2008), as expressOes de receptores de
estrogeno (ER) e de progesterona (PR) na cérvix de cadelas sdo influenciadas pelo
estagio do ciclo estral e a infiltracdo neutrofilica no tecido cervical parece estar
envolvida na dilatacdo cervical de cadelas com piometra.

Cadelas com piometra apresentam niveis plasmaticos de prostaglandina mais
elevados se comparados com cadelas controle ou que apresentam apenas uma HEC.
Este diagnostico diferencial permite ao clinico decidir entre otimizar recursos e adiar
uma cirurgia, em casos de HCE, ou a necessidade de uma OSH emergencial, no caso de
piometra (HAGMAN et al., 2006).
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3.2. RECEPTORES UTERINOS

O estrogeno induz a proliferacdo das glandulas endometriais e a progesterona
induz a ramificacdo, sendo também responsavel pelo inicio da secrecdo glandular para o
[imem uterino (DE COCK et al., 1997).

Pesquisas estdo sendo focadas nas concentragOes de receptores hormonais no
endométrio e suas implica¢des no desenvolvimento da piometra. A expressdo dos ERs e
PRs sdo mais elevadas no Utero de cadelas com HEC, mas ndo no Gtero de cadelas com
piometra. Anticorpos monoclonais para receptores de estrogeno humanos foram
utilizados para detectar a presenca de receptores de estrogeno no Utero de cadelas
normais e com HCE. Como resultado obteve-se uma diferenca importante, um maior
numero de receptores em cadelas com HCE, como era esperado, ja que 0s estrdgenos
sdo os responsaveis pela proliferacdo das glandulas do endométrio uterino (DE COCK
et al., 1997; DE BOSSCHERE et al., 2002a; DE BOSSCHERE et al., 2002b; DE
BOSSCHERE et al., 2003).

Investigagdes tém explorado a possibilidade da piometra ser induzida por uma
resposta exagerada do Utero a niveis normais de horménios (VERVERIDIS et al.,
2004). A expressdo de receptores parece ser diferente no Gtero comprometido com HCE
e piometra comparado com o utero de cadelas sadias (DE COCK et al., 1997
VERVERIDIS et al., 2004).

De Bosschere et al (2002b) avaliaram, por ensaio imunoistoquimico, a
expressao dos ERs e PRs no Utero de cadelas normais, com piometra e com HEC. As
contagens dos ERs e PRs foram mais elevadas nos animais com HEC quando
comparados ao Utero de cadelas normais ou portadoras de piometra, sendo que a menor
contagem foi verificada em cadelas com piometra. As diferencas na expressao de
receptores sugerem fatores distintos na patogénese de ambas entidades. Assim, pode-se
pensar que a piometra é desencadeada por uma cascata de eventos iniciada pela infeccéo
bacteriana.

Em consequéncia da expressao significativamente aumentada do ER em cadelas
com HEC, o endométrio permanece receptivo ao hormdnio mesmo com niveis baixos
de estrogeno circulante. Isto pode esclarecer a continua proliferagdo das glandulas
endometriais durante o estagio de forte influéncia da progesterona. A acdo prolongada e
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simultanea do estrdgeno e da progesterona pode explicar as mudancas na proliferacdo
cistica que sdo caracteristicas da piometra (DE COCK et al., 1997).

Cadelas com piometra apresentam concentraces menores de receptores de
estrégenos quando comparadas a cadelas controle em diestro ou inicio de anestro. No
entanto, concentracdes séricas de estrogeno em cadelas com piometra sdo
significativamente mais elevadas do que em cadelas saudaveis durante as respectivas
fases, mas ndo alcancam as concentragdes observadas no proestro e estro
(VERVERIDIS et al., 2004).

Kida et al (2006) estudaram a expressao de lactoferrina no Utero através da
imunoistoquimica de cadelas com piometra e em ciclos estrais normais. Nesse estudo,
os niveis de lactoferrina apresentaram-se mais elevados nas fases de proestro, estro e em
cadelas com piometra e drasticamente menores no diestro. Essa glicoproteina pode ser
controlada, positivamente, pela concentracdo de estrdgenos, sendo diminuida pela
crescente concentracdo de progesterona. Talvez a répida reducdo da lactoferrina no
diestro, juntamente, com baixa atividade da imunidade celular, facilite a instalacdo de
bactérias no Utero, ja que essa proteina é bacteriostatica ligando-se as membranas das
bactérias e diminuindo a concentracao de ferro ao seu redor.

Bartoskova et al (2009) através do método de ELISA concluiram que as
concentracdo média de lactoferrina no soro em cadelas com piometra foi de 47,8 + 11,7
ng/mL, significativamente maior do que o grupo controle de cadelas com uteros
normais e machos onde a concentracdo média foi 14,4 + 2,0 ng/mL. Os autores relatam
que o soro de cadelas com piometra foi capaz de suprimir a atividade dos linfécitos,
porém, a influéncia dessa supressdao permaneceu a mesma apds a remocgdo da
lactoferrina do soro. Sendo assim, essa glicoproteina ndo teria um papel crucial na
supressdo da atividade dos linfécitos.

Para avaliar o desenvolvimento de hiperplasia endometrial cistica acompanhada
de piometra foi realizado um estudo da expressdo génica e da localizacéo de receptores
através de imunoistoguimica e reacdo em cadeia de polimerase (PCR). O fator de
crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento transformador a (TGFa) e o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF-R) foram comparados nos
endométrios de cadelas normais e de cadelas com piometra. Apenas o EGF-R foi

superior em cadelas com piometra, portanto, podem contribuir para o crescimento
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anormal de glandulas uterinas e podem estar envolvidos na patogénese da piometra
(KIDA et al., 2010).

3.3. AGENTES ETIOLOGICOS

A interagdo da progesterona e do estrégeno é importante no desenvolvimento da
piometra, mas a progressao e severidade dessa enfermidade é complicada com a
migracdo secundéria de bactérias, via ascendente. O acimulo de secre¢do constitui um
excelente meio de cultura para o crescimento bacteriano que também é facilitado pela
inibicdo da resposta leucocitaria. Em aproximadamente 80% dos casos de piometra,
tem-se resultado positivo para isolamento bacteriano (DOW, 1959). Na fase de diestro,
0 papel secundario das bactérias € comprovado pelos resultados negativos obtidos nos
estudos que objetivaram induzir piometra experimental através da inoculagdo de
bactérias no Utero de cadelas em diferentes fases do ciclo estral.

Ainda em relacdo as bactérias, sabe-se que a vagina de fémeas caninas sadias
ndo constitui um ambiente estéril. Varios microorganismos aerdbicos que causam
infeccdo uterina estdo presentes na microbiota normal da vagina de cadelas sugerindo
uma infeccdo ascendente (JOHNSTON et al., 2001).

A bactéria isolada com maior frequéncia no utero de cadelas com piometra é a
Escherichia coli, isolada de 57% a 96% das amostras de exsudato uterinos.
Ocasionalmente, outras bactérias como Staphilococcus schleiferi, Staphilococcus
epidermidis, Streptococcus sp, Streptococcus canis, Klebsiella pneumoniae, Morganella
morganii e Pseudomonas aeruginosa sdo isoladas do Utero de animais infectados
(HAGMAN e KUHNB, 2002; COGGAN et al., 2004; WESS et al., 2004;
BARTOSKOVA et al., 2007). A origem destes microorganismos é o proprio intestino e
o trato urindrio (COGGAN et al., 2004; WESS et al., 2004; BARTOSKOVA et al.,
2007).

Coggan et al (2004) realizaram cultura do contetdo uterino de cadelas com
piometra e em 87,8% das amostras foi isolado algum agente microbioldgico.
Considerando as amostras onde houve crescimento de microorganismos, foram isolados
0s seguintes agentes: E. coli (79,16%), Staphilococcus schleiferi (2,7%), Staphilococcus
epidermidis (2,7%), Streptococcus sp (2,7%), Streptococcus canis (1,35%), Klebsiella

pneumoniae (2,7%), Morganella morganii (2,7%) e Pseudomonas aeruginosa (2,7%).
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A E. coli estd inserida dentro do Género Escherichia, Familia
Enterobacteriaceas. Trata-se de um bastonete gram negativo representante das bactérias
anaerobias facultativas. A maioria das linhagens € mdvel por possuirem flagelos
peritricos tipicos das Enterobacteriaceas, o que justifica a sua capacidade de infeccao
ascendente (SYDOW, 2005).

A liberacdo de lipopolissacarideos da parede celular da E. coli resulta em
ativacdo de neutrofilos e macrofagos e no aumento da sintese de citocinas pro-
inflamatorias. A producdo dessas citocinas durante a piometra é um dos principais
fatores que provocam danos irreversiveis aos 6rgdos internos, em alguns casos, levando
ao choque séptico e morte (DABROWSKI et al., 2009).

Estirpes de E. coli isoladas em uteros de cadelas com piometra foram submetidas
ao estudo dos fatores de viruléncia pap (pilus associado a pielonefrite), sfa (Fimbrina
S), era (aerobactinas) e cnf (fator citotoxico necrosante). Dessas estirpes, 69,56% foram
positivas para sfa, 39,13% positivas para pap, 17,4% positivas para aer e 8,7% positivas
para cnf (COGGAN et al., 2004; SIDOW, 2005).

Certos sorotipos de E. coli, como 02, 04, 06, 075 e 032 séo, geralmente, os mais
isolados em conteddos uterinos. A presenca do antigeno K, um fator de viruléncia
importante da E. coli que induz a cistite, também tem sido isolado de cadelas com
piometra (FRANSON e RAGLE, 2003).

Os fatores de viruléncia nas estirpes de E. coli (pap, sfa, era e cnf) isolados de
amostras do contetdo uterino com piometra as caracterizam como uropatolégicas. Estes
fatores de viruléncia provocam destruicdo tecidual através das exotoxinas, enzimas
hidroliticas, produtos bacterianos que induzem resposta auto-imune e endotoxemias
(SYDOW, 2005).

Fatores de viruléncia pap podem contribuir para a aderéncia das bactérias e
colonizagdo do trato urindrio e Utero, e este fator é frequentemente associado a
pielonefrite. Pap C foi encontrado em 23,5 % das infec¢des do trato urinario e 36,5 %
dos casos de piometra. Pap G pode ser encontrado em trés variantes (classe I, II, I11),
sendo o alelo Il geralmente associado a pielonefrite. Este alelo foi observado em 22 %
das cepas de cdes com infeccdo urinéria, 5,8 % das linhagens obtidas a partir de casos
de piometra e 17 % das cepas isoladas de seres humanos. Portanto, a presenca de pap G
I1 em cepas de E. coli a partir de amostras uterinas refor¢a o fato da pielonefrite ser uma

das mais sérias complicacdes da piometra (SIQUEIRA et al., 2009).
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Siqueira et al (2009) identificaram uma alta frequéncia de fatores de viruléncia
em E. coli isoladas de cadelas com piometra e infec¢bes do trato urinario. Estes fatores
de viruléncia também foram identificados em infec¢es urogenitais em seres humanos,
reforcando a idéia de que os cédes podem ser reservatorios de E. coli patogénica para o

homem.

3.4. SINAIS CLINICOS

A piometra é diagnosticada em quase 25% de todas as cadelas ndo castradas,
antes dos 10 anos de idade, sendo caracterizada por inflamacdo crénica do Utero com
presenca de bactérias (HAGMAM et al., 2009).

Os sinais clinicos variam conforme o tempo de evolucdo do processo e com o
grau de relaxamento da cérvix. Cadelas com piometra aberta, geralmente, apresentam
um menor comprometimento do seu estado geral do que cadelas apresentando piometra
fechada (BYERS et al., 2007).

Cadelas com piometra aberta apresentam secre¢do vaginal que pode ser
abundante, variando de coloracdo, entre vermelho escuro e amarelo. J& na piometra
fechada, as cadelas podem apresentar distensdo e sensibilidade abdominal dolorosa.
Outros sinais encontrados no quadro de piometra incluem letargia, depressdo, anorexia,
hiporexia, poliuria, polidipsia, vOmitos, hipertermia, hipotensdo, desidratacéo,
taquicardia (DE BOSSCHERE et al., 2001; VAN ISRAEL et al., 2002).

A maioria dos sinais clinicos da piometra € inespecifico e pode atingir o trato
urinario devido ao comprometimento dos ¢rgdos envolvidos no equilibrio hidro-
eletrolitico. Wheaton et al (1989) avaliaram 80 casos de piometra e encontraram como
sinais clinicos mais frequentes: secrecdo vaginal (80%), apatia (79%), anorexia (79%),
polidipsia (63%), febre (43%), utero palpavel (40%), polidria (38%), vomitos (33%),
diarréia (26%) e desidratacdo (15%). Embora a polidipsia e a politria ndo sejam sinais
patognomonicos de piometra, quando apresentados por uma fémea ndo castrada, devem
ser fortemente considerados em um diagndstico presuntivo de piometra, pelo menos até
a pesquisa de outras causas (PRESTES et al., 1991; JOHNSTON et al., 2001).

No trabalho de Hagman et al (2011) foram estudadas 87 cadelas com piometra,
0s sinais mais comumente encontrados foram corrimento vaginal (84%), estado geral
deprimido (83%), hiporexia (72%), polidipsia (72%) e desidratacdo (43%).



19

Cadelas com piometra de cérvix fechada podem apresentar sindrome de choque
toxico, podendo chegar a morte. Emese, letargia, hipertensdo, pulso fraco, dermatite,
também podem ser observados e desaparecem sete dias ap6s remoc&o cirurgica do Utero
(DECLERCAQ, 2007).

Cadelas apresentando piometra sdo afetadas pela sindrome de resposta
inflamatdria sistémica (SIRS) em 57% dos casos, baseando-se em valores de
temperatura corporal, frequéncia cardiaca e proteina C reativa no plasma (FRANSSON
et al., 2006).

3.5. EXAMES LABORATORIAIS

O diagnostico de piometra geralmente ndo é dificil, principalmente quando a
cérvix estd aberta, com presenca de secre¢do. A associacdo entre o historico, sinais
clinicos e exame fisico apresentados quase sempre fecham o diagndstico. Os recursos de
imagens e exames laboratoriais sdo fundamentais para definir o diagnostico em casos de
piometra de cérvix fechada. (OLIVEIRA, 2007).

Os exames laboratoriais que auxiliam o médico veterinario no diagndstico
definitivo incluem hemograma completo, bioguimico e urinalise. Em estudo utilizando
17 cadelas com diagnostico definitivo de piometra aberta, Barros et al (2005) relataram
que as alteracBes de hemograma sdo caracteristicas de processo inflamatorio, com
grande estimulagéo antigénica.

Em cadelas com piometra, estudos hematoldgicos destacaram um aumento
consideravel de glébulos brancos, com aumento de neutréfilos e monocitos e queda
diretamente proporcional de linfocitos. Esse quadro ocorre em 75% dos casos
(BIGLIARDI et al., 2004). Sete dias ap6s a OSH, o total de leucdcitos diminuiu,
consideravelmente, ndo apresentando qualquer diferenca com o leucograma de um céo
saudavel (BARTOSKOVA et al., 2007).

Como todos os animais com piometra possuem um potencial para desenvolver
doenca pre-renal ou insuficiéncia renal priméria, a urinalise, além da creatinina,
favorecem o diagnoéstico e a instituicdo da terapia suporte adequada a cada caso. As
principais alteracBes observadas na urindlise em estudos de cadelas com piometra
foram: diminuicdo da densidade (< 1030) e proteindria (JOHNSTON et al., 2001).
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Cadelas com piometra tém inibicdo das atividades dos linfécitos que pode ser
explicada por uma gama de fatores que incluem imunoglobulinas, lipoproteinas e,
principalmente, a endotoxemia causada pela E. coli, também responsavel por quadros
de anemia normocitica normocrébmica ndo regenerativa de leve a moderada
(BARTOSKOVA et al., 2007).

Nos casos de piometra como resultado da infeccdo e septicemias € comum
leucogramas inflamatérios com grandes nameros de leucécitos e bandas de neutréfilos.
A anemia pode ser justificada devido a supressdo da medula 6ssea pelas toxinas das
bactérias e/ou pelo sequestro de eritrcitos para o Utero, resultando na diminuicdo da
eritropoiese (DEMIEL e KUPLULU, 2010).

Dois estudos laboratoriais de cadelas com piometra revelaram que os parametros
mais confiaveis para diferenciar um quadro de piometra de um quadro de hiperplasia
cistica do endométrio foram as bandas de neutréfilos, concentragdes de fibrinogénio e
as concentracOes de proteina C reativa no plasma. No caso de piometra observa-se uma
leucocitose com desvio a esquerda, um aumento de quase duas vezes na concentracdo
de fibrinogénio justificada pelo processo inflamatério da doenga e um aumento de quase
nove vezes nas concentragdes plasmaticas de proteina C reativa como resultado de
alteracdes imunologicas, neuroenddcrinas e metabolicas (FRANSSON et al., 2004;
CARVALHO et al., 2008).

No exame bioguimico encontram-se alteragbes como hiperproteinemia,
hipoalbuminemia, bilirrubinemia, creatinina e uréia elevadas, assim como azotemia
devido a lesdo pré-renal e renal causada por imunocomplexos, alteragdes no equilibrio
acido bésico, aumento da enzima aspartato amino transferase (AST) e fosfatase alcalina
(FA) (BIGLIARDI et al., 2004; FRANSSON et al., 2004; BARTOSKOVA et al., 2007;
KUPLULU et al., 2009).

Considerando os parametros biogquimicos séricos, os niveis de ALT, uréia e
creatinina foram consideravelmente maiores nos casos em que as cadelas apresentaram
niveis superiores de toxinas. Essa correlacdo positiva direcional foi encontrada entre 0s
niveis de uréia e creatinina frente as mortes e aos casos de sobrevivéncia. Os 0Obitos
ocorreram nos cdes com maiores niveis de creatinina e uréia, concluindo que nesses
casos 0s cdaes apresentavam maiores concentracbes de toxinas (DEMIREL e
KUPLULU, 2010).
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No estudo de Kuplulu et al (2009) foi comparado os exames biogquimicos entre
cadelas com Gteros normais, cadelas com piometra que sobreviveram a OSH e cadelas
que foram a 6Obito devido a piometra . As cadelas que morreram apresentaram 0 maior
valor de uréia e creatinina em relacdo aos outros grupos. A diferenca entre 0s grupos
ndo foi significante quando comparados os valores de enzimas hepaticas. Todos o0s
animais que vieram a Obito apresentaram azotemia, associada a lesdes renais, fibrose
intersticial e atrofia tubular causada por agentes bacterianos. A concentracdo de uréia e
creatinina, juntamente com a concentracao de neutréfilos podem ser utilizados como um
preditor de prognostico.

O valor clinico da mensuracdo do lactato sanguineo em predizer o prognostico, a
determinacéo de perfusdo tecidual e a avaliacdo da resposta ao tratamento tém sido bem
documentado em humanos. Tanto a concentracdo de lactato na fase inicial, quanto a
duracgéo da hiperlactatemia podem ser usadas para prever a sobrevivéncia ou morte dos
pacientes. Em pacientes com sepse, 0s niveis de lactato foram estreitamente
relacionados com a gravidade da doenca e acidose metabdlica. O achado de lactato em
niveis normais ou baixos em cadelas com piometra indicam que o prognostico é bom e
0 risco anestésico e cirlrgico sdo menores do que em cdes hiperlactatémicos
(HAGMAM et al., 2009).
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Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa em questdo atendeu aos requisitos impostos pela Comissdo de Etica
no uso de animais de acordo com 0s principios éticos na experimentacdo animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus Botucatu,
recebendo o protocolo nimero 26/2009 — CEEA.

Foram utilizadas 31 cadelas com diagnostico de piometra atendidas na area de
Reproducdo de Pequenos Animais do Departamento de Reprodugdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP
campus Botucatu. O diagnostico foi realizado através de histérico clinico, exames fisico
e complementares: hemograma, uréia, creatinina e avaliacdo ultrassonografia.

Do total de cadelas, 25, apresentavam secrecdo vaginal purulenta,
mucopurulenta ou sanguinolenta e 6 apresentavam piometra de cérvix de fechada.
Destas fémeas foram coletadas sangue para dosagem plasmatica de progesterona e urina
para cultura microbiologica e antibiograma. Ap6s o procedimento da OSH foram
coletados fragmentos da cérvix e do Gtero para a avaliacdo imunoistoquimica dos
receptores de progesterona, estrégeno o ¢ f e colagenos I e III, além do contetido

uterino para cultura e antibiograma.

4.1. Anamnese

Os proprietarios foram estimulados a responder uma ficha clinica que continha
questionamentos a respeito de idade, alimentagdo, ambiente, doencas anteriores,

tratamentos realizados, historico reprodutivo anterior e atual (anexol).

4.2. Animais

Foram utilizados neste estudo 31 animais com idades entre 3 e 17 anos, com
média de 8,5 anos, das racas fox paulista (n = 2), pit bull (n = 3), boxer (n = 5), poodle
(n = 2), pincher (n = 1), pastor alemdo (n = 2), cocker spaniel (n = 1), maltés (n = 1),
rottweiler (n = 1) e cdes sem raca definida (n = 13), pesando entre 3 e 42 Kg, com média
de 18 Kg, com diagndstico de piometra.
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4.3. Hemograma e perfil renal

Uma amostra de aproximadamente 5SmL de sangue foi retirada por venopuncgéo
da veia jugular de cada cadela para realizacdo de hemograma completo: hemaécias,
hemoglobina, hematécrito, VCM (volume corpuscular médio), CHCM (concentracao de
hemoglobina corpuscular média), proteina total no plasma, RDW (red cell distribution
width), plaquetas, leucdcitos, bastonetes, segmentado, linfdcitos, eosindfilos e
mondcitos e perfil renal (creatinina e uréia). O sangue foi transferido para frascos sem
anticoagulante (Vacuplast Estéril Acelerador®) para a realizacdo do exame bioquimico e
em frascos com anticoagulante (BD Vacutainer® K2 EDTA 7.2mg — USA) para
realizacdo de hemograma. Os tubos foram encaminhados imediatamente ao Laboratorio
Clinico do Hospital Veterinario — UNESP-Botucatu.

A contagem do numero total de hemécias, leucécitos e plaquetas foram
realizadas em contador automatico de células (Hemascreen — Ebram®). A determinagéo
da hemoglobina foi realizada pelo método da cianometahemoglobina (Hemascreen —
Ebram®) e o volume globular pelo método do microhematécrito (Hemascreen —
Ebram®). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em 100 células em
esfregacos corados por Romanowsky.

Para analise da uréia as amostras foram processadas no mesmo dia por meio de
kit comercial e leitura em espectrofotometria (Espectrofotometro SB-190 CELM®). A
creatinina pelo método colorimétrico por reacdo cinética com o picrato alcalino
(Creatinina cinética— CELM®).

4.4. Dosagem plasmatica de progesterona

O sangue coletado por venopuncdo de veia jugular em frascos com
anticoagulante (BD Vacutainer® K2 EDTA 7.2mg - USA\) foi levado imediatamente ao
laboratério de Reproducdo de Pequenos Animais e Silvestres onde foi centrifugado
(Centrifuga LS-3 — Celm® - 1700x g) por 10 minutos para obtencdo do plasma, que foi
identificado com o nome e numero de registro dos animais e armazenado a temperatura
de -18°C até o momento da avaliacdo hormonal.

Apos descongelacdo em temperatura ambiente, todas as amostras de plasma

foram avaliadas em duplicata quanto as suas concentracdes de progesterona. As
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dosagens foram realizadas utilizando-se kits comerciais em fase solida (Coat A — Count
Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, California, USA), com leitura por
sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra Il Auto Gamma- GMI Inc. — Minnesota -
USA) seguindo-se as instrucdes do fabricante. As dosagens de progesterona foram
realizadas no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria, FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu. O coeficiente de

variacao intra-ensaio foi de 0,99.

4.5. Ovariosalpingohisterectomia (OSH)

A técnica de OSH, como forma de tratamento para a piometra, foi realizada de
forma convencional em todos os animais. Foi utilizado fio vicryl ethicon® para ligadura
de pediculos ovarianos e transfixacdo do coto uterino, assim como para a sutura da
camada muscular, em pontos sultan e aproximacdo do subcutdneo com pontos continuos
em cushing. Para o fechamento da pele foi utilizado nylon monofilamentoso 3-0 e

pontos simples separados.

4.6. Cultura e Antibiograma

Durante o procedimento cirurgico, atraves de cistocentese foi coletado 3 ml de
urina e apés o término da cirurgia, uma amostra de 3 ml do contetdo uterino foi
coletada por puncdo aspirativa. Imediatamente, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Microbiologia no Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnina da UNESP, Campus Botucatu.

As amostras foram semeadas em meio de dgar Mac Conkey e base de agar
sangue composta com 7% de sangue ovino desfibrinado. Em seguida, as amostras foram
incubadas em condicGes de aerobiose a 37°C e observadas em 24, 48 e 72 horas
(KONEMAN, 2001a).

Para as amostras que apresentaram isolamentos positivos, realizou-se analise
macroscopica, microscopica (morfotintorial pelo método de Gram) e bioquimica,
seguindo as provas taxondmicas segundo Carter (1994).

As amostras coletadas para o antibiograma seguiram a metodologia sugerida

pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). O meio de cultivo para o
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antibiograma foi agar Mueller-Hinton, distribuido em placas de Petri de 14 cm de
didmetro interno.

Foram selecionadas e repicadas 4 ou 5 col6nias sob teste para 5 mL de meio de
cultivo em caldo. O caldo inoculado foi incubado por 2 a 8 horas a temperatura de 37°C,
deixando assim o microrganismo crescer até atingir a turbidez padrdo ou ajustando se
necessario.

A turbidez padréo foi preparada & base de Cloreto de Bério e Acido sulfurico da
seguinte maneira: 0,5 mL de 0,048M BaCl2 adicionado a 99,5mL de 0,18M, que
corresponde a 0,5 da escala de Mac Farland.

Dentro de 15 minutos ap06s o ajustamento da turbidez, foi introduzido um swab
estéril e ndo tdxico no inoculo, para colheita de amostra bacteriana, sendo o material
assim obtido distribuido homogeneamente pela superficie da placa de Petri para
posterior colocacdo dos discos com 0s antimicrobianos a serem testados.

Os discos para antibiograma SENSIFAR® foram colocados sobre a superficie da
placa com o auxilio de uma pinca estéril. A distancia minima entre os discos foi de 24
mm entre seus respectivos centros. Apos a colocagdo dos discos, as placas foram
incubadas a 37 °C, sendo que a leitura das placas foi realizada ap6s 24 horas de
incubacgdo. A leitura foi realizada com as medidas dos diametros das zonas de inibicdo,
as quais foram comparadas com medidas internacionais “National Committee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS”; classificando o resultado como sensivel,
parcialmente sensivel ou resistente (KONEMAN, 2001b).

Foram utilizados os seguintes antibidticos: a ampicilina (10mcg), amoxicilina
associada a acido clavulanico (30mcg), cefalexina (30mcg), cefalotina (30mcg),
doxiciclina (30mcg), enrofloxacina (5mcg), ciprofloxacina (5mcg) e sulfa associada a

trimetroprim (25mcg).

4.7. Imunoistoquimica

Os fragmentos uterinos e cervicais foram fixados em formol tamponado 10%
durante 24 horas e, posteriormente, mantidos em alcool 70% até o momento de inclusdo
em parafina, realizada no Laboratério de Histopatologia do Servigo de Patologia
Veterinaria do Departamento de Clinica Veterinaria — FMVZ — UNESP — Botucatu.

Apos a inclusdo, cortes de 3 um foram obtidos, montados em laminas com extremidade
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fosca e corados inicialmente em HE para avaliar a qualidade do material.
Posteriormente novos cortes de 3 um foram realizados e colocados em laminas com
extremidade fosca, previamente tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® — Sigma
Chemical Co.- USA).
Para a desparafinizacdo do material emblocado, as ldaminas foram mantidas em
estufa a 55°C por 24 horas e, posteriormente, colocadas em cuba de vidro com xilol a
temperatura ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas em uma nova solucéo de xilol
por 20 minutos. As laminas foram transferidas para cubas de vidro para a hidratagdo em
banhos de alcool, permanecendo por trés minutos em cada cuba (alcool absoluto 1, II,
I11, &lcool 95% e 85%).
Posteriormente as laminas foram submetidas a dez passagens de agua destilada. A

partir desta etapa o tratamento se difere para cada antigeno pesquisado:

» Receptores de estrogeno a: para a detecgdo de receptores de estrégeno o

realizou-se a recuperacdo antigénica em solucdo de citrato de s6dio 10 mM
(1000 mL de &gua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH
corrigido para 6,0 com acido cloridrico) com incubagdo em panela de presséo
tipo pascal (Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase
enddgena em solugdo de agua oxigenada 8% por 20 minutos (2 banhos de 10
minutos cada), 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em po
desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em
4gua destilada e lavagens em solugdo tampéo Tris—pH 7,4 (Trizma Base®-Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubacdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:50 (anticorpo Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor
a clone 1D5 - Dako — CA, USA. Céd M7047.), em camara Umida durante 18h a
temperatura de 4°C.

» Receptores de estrogeno B: para a detecgdo de receptores de estrogeno 3 realizou

se a recuperacdo antigénica em solucdo de citrato de so6dio 10 mM com
incubacdo em microondas, poténcia maxima - 750W, durante 15 minutos (trés
ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase
enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20 minutos (2 banhos de 10

minutos cada), 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em po
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desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em
agua destilada e lavagens em solugdo tampdo Tris—pH 7,4. Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicio de 1:100 (anticorpo
Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen  clone PPG5/10, Dako, USA. Cod.

M7292), em camara Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

> Receptores de progesterona: para a detecgdo de receptores de progesterona

realizou se a recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sédio 10 mM com
incubacdo em panela de presséo tipo pascal (Dako-USA). A etapa seguinte foi o
bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos (2 banhos de 10 minutos cada), 10 lavagens em agua destilada, bloqueio
com leite em pos desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10
passagens em Aagua destilada e lavagens em solucdo tampédo Tris—pH 7,4.
Realizou-se a incubagcdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:50, para os
receptores de progesterona (anticorpo monoclonal cat. No 1546, Immunotech,

France), em cdmara Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

» Coléageno | e llI: para a deteccdo de colageno | e Ill realizou recuperacao

antigénica em pepsina 1% pH 1,8 (Pepsina 1:1000 NF- Nuclear SP-Brasil) com
incubagdo em estufa a 60°C por 10 minutos e em seguida 37° por 20 minutos. A
etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase endégena em solucdo de &gua
oxigenada 8% por 20 minutos (2 banhos de 10 minutos cada), 10 lavagens em
4gua destilada, bloqueio com leite em pés desnatado (Molico®) 3g/100mL por
60 minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo
tampdo Tris—pH 7,4. Realizou-se a incuba¢do com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:2000, para colageno | e 11l (Rabbit anti bovine col I IgA Novotec.
Ref. 20121; Rabbit anti bovine col 111 IgA Novotec. Ref. 2930, respectivamente)

em camara Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

As préximas etapas sdo semelhantes para todos os antigenos. Apos as 18 horas
de incubagdo com o anticorpo primario em cadmara Umida a 4°C, o material foi entéo
submetido a banhos de TRIS e, posteriormente, incubado com o anticorpo secundério

Advance (Advance, Dako, USA) por 30 minutos cada etapa, ainda em camara umida,
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segundo instrucdes do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solucédo tampéo TRIS
- pH 7,4, e revelagdo com o cromégeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid DAB
Cromogen®— Dako — USA) durante 5 minutos ao abrigo da luz e novamente lavagem
com solucdo tampéo TRIS - pH 7,4.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por 30 segundos,
e a coloracdo interrompida com lavagem em agua corrente por 10 minutos e cinco
passagens em agua destilada.

Procedeu-se, entdo, a desidratacdo do material com banhos de alcool, as ldaminas
permaneceram 3 minutos em cada cuba (alcool 85%, 95%, alcool absoluto I, I1, 11, xilol
| e Il) e foram montadas com laminulas utilizando-se resina sintética - Permount (Fisher
Scientific — cod. UN1294e).

Como controle negativo, em outro corte de cérvix e Utero foi empregado a
substituicdo do anticorpo primario pela imunoglobulina da mesma espécie onde foi
produzida o primario, ou seja, foi empregado imunoglobulina de camundongo quando
se tratava de anticorpos monoclonais (N-Universal Negative Control Mouse —
DakoCytomation — CA, USA. Cod N1698) e fracbes de imunoglobulinas séricas de
coelho para o anticorpo policlonal (N-Universal Negative Control Rabbit —
DakoCytomation — CA, USA. C4d N1699).

Depois de todas as laminas confeccionadas e identificadas realizou-se a leitura:

» Receptores de estrogeno a., estrogeno B e progesterona: as regides avaliados na

cervix foram o epitélio luminal, epitélio glandular e o estroma. No Gtero os
tecidos avaliados foram o epitélio glandular e o estroma. Para avaliar a
imunomarcagao foram utilizados dois métodos. No primeiro, em cada um desses
tecidos foram contados 300 nucleos, sendo considerados positivos aqueles
corados em marrom e negativos aqueles corados em azul.

No segundo método a intensidade das marcacOes foi avaliada de forma
subjetiva em fraca, moderada e forte, recebendo respectivamente escore 1, 2 e 3
para a andlise estatistica. Foram lidos 10 campos aleatérios, sendo todos os
campos homogéneos (mais de 80% dos ndcleos com a mesma intensidade). As
avaliacGes foram realizadas em um microscépio de luz no aumento 400 vezes.

» Colageno | e 11l : a mesma forma de avaliacdo foi empregada para o Utero e a

cérvix. Dois meétodos foram utilizados para avaliar a imunomarcacdo. No

primeiro, dez campos aleatorios nos tecidos muscular e estroma eram
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observados em microscopio de luz no aumento 100 vezes. Cada campo recebia
escore de 1 (menos de 25% do campo corado de marrom), 2 (26% a 50%), 3
(51% a 75%) ou 4 (acima de 75%). A media dos campos foi realizada
calculando o escore definitivo daquela Iamina. No segundo método a intensidade
foi classificada de forma subjetiva como fraco (menos de 20% das fibras
coradas), moderado (26% a 75%) e forte (acima de 76%).

4.8. Estatistica

Para as varidveis do eritrograma, leucograma, dosagem plasmatica de
progesterona, uréia e creatinina e analises imunoistoquimicas foram utilizados a
comparacao das medidas entre os grupos através do teste de Mann-Whitnney.

Para comparacdo dos resultados médios entre 0s grupos de piometra aberta e
piometra fechada utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitnney. A fim de detectar
diferencas significativas entre os grupos, foi considerando p< 0,05.

A frequéncia das intensidades dos nucleos positivos (fraco, moderado e forte)
entre as regides estudadas foi realizado teste qui-quadrado/exato do teste de Fisher. Nos
casos em que houve uma associacao significativa, realizou-se a particdo da tabela qui-
quadrado, onde se comparou as frequéncias entre os locais estudados.

As avaliagOes das culturas uterinas e vesicais, assim como seus antibiogramas
foram analisadas de acordo com a relacdo entre as bactérias isoladas do conteido
uterino e de urina a partir da correlacdo de Spearmam, do teste exato de Fisher e da
concordancia Kappa. O primeiro teste analisa a relagdo entre a sensibilidade das
bactérias (resistente, parcialmente sensivel ou sensivel) isoladas do contetddo uterino e
na urina. O teste exato de Fisher verificou se a propor¢do de bactérias de determinado
tipo no utero diferiam dos tipos encontrados na urina. Por fim, o teste Kappa analisou a

concordancia dos tipos de bactérias encontradas no Utero e na urina.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. ERITROGRAMA E LEUCOGRAMA

Os resultados referentes ao leucograma e eritrograma dos animais portadores de

piometra aberta e fechada estdo apresentados na tabela 01 e 02.

TABELA 01: Valores médios e desvio padrdo (X + s) das varidveis do leucograma:
leucdcitos, bastonetes, segmentados, linfdcitos, eosindfilos e mondcitos para os animais

dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2011.

‘Variaveis  Grupo  Média  Desvio Padrdo  p-valor M-W
Leucaocitos (/uL) PA 21502,4 10651,0 0,230
PF 26550,0 10879,5
Bastonetes (%) PA 2,0 2,8 0,553
PF 2,0 1,8
Segmentados (%) PA 82,5 6,4 0,980
PF 82,8 5,2
Linfdcitos (%) PA 7,6 4,6 0,237
PF 5,0 1,9
Eosinofilos (%) PA 1,6 2,1 0,876
PF 15 1,8
Mondcitos (%) PA 6,1 3,8 0,236
PF 8,3 6,1

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05



33

TABELA 02: Valores médios e desvio padrdo (x + s) das varidveis: hemacias,

hemoglobina, hematdcrito, VCM, CHCM, Proteina plasmatica, RDW, Plaquetas do

eritrograma para os animais dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF).

Botucatu, 2011.

Variaveis Grupo Média  Desvio Padrdo  p-valor M-W

Hemacias (/uL) PA 5,0 1,4 0,726
PF 54 1,4

Hemoglobina(g/dL) PA 11,9 3,4 0,980
PF 12,9 2,9

Hematocrito (%) PA 34,4 9,3 0,920
PF 36,7 9,6

VCM (fL) PA 68,9 52 0,726
PF 70,5 6,3

CHCM (%) PA 34,3 2,6 0,745
PF 34,4 1,5

PT plasma (g/dL) PA 8,2 1,3 0,616
PF 7,8 0,6

RDW (%) PA 14,5 1,5 0,688
PF 14,0 0,6

Plaquetas (/ML) PA 236293,0 146241,8 0,424
PF 284995,8 132387,0

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

N&o houve diferenca significativa entre os grupos piometra aberta e fechada em

relacdo ao leucograma e ao eritrograma.

5.2. FUNCAO RENAL

Os valores médios de creatinina e uréia dos animais do grupo piometra aberta e

do grupo piometra fechada estdo representados na tabela 03.



34

TABELA 03: Valores médios e desvio padrdo (x £ s) da creatinina e uréia dos animais

dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2011.

Medidores Grupo Média Desvio Padréo p-valor M-W
Creatinina (mg/dL) PA 1,3 0,8 0,071

PF 0,9 0,4
Uréia (mg/dL) PA 52,1 43,7 0,516

PF 29,6 6,2

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

Né&o foi constatada diferenca significativa entre os grupos estudados referentes a

funcéo renal.

5.3. DOSAGEM PLASMATICA DE PROGESTERONA

Os resultados referentes as concentracGes de progesterona plasmaticas estdo

apresentados na tabela 04.

TABELA 04: Valores médios e desvio padrdo (x + s) das dosagens plasmaticas de
progesterona (ng/mL) dos animais dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada
(PF). Botucatu, 2011.

Medicoes Grupo Meédia Desvio padréo p-valor M-W
P4-Média PA 8,2 8,7 0,920
PF 5,6 3,1

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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5.4. CULTURA E ANTIBIOGRAMA

Para analise das bactérias isoladas foi realizada uma tabela de contingéncia entre
as bactérias isoladas do contetdo uterino, da urina e os resultados negativos. Os
resultados estéo representados na tabela 05.

As tabelas 06 e 07 foram realizadas para demonstrar as bactérias do grupo
piometra aberta e piometra fechada isoladas no conteddo uterino e na urina

respectivamente.

TABELA 05: Numero de fémeas e bactérias isoladas: Escherichia coli (E. coli),
Enterobacter sp (Entero), Streptococcus sp (Strepto), Alcaligenes faecalis (Alcal),

Klebsiella pneumoneae (Klebs), Edwardsiella tarda (Edward) no conteddo uterino,

vesical e culturas negativas. Botucatu, 2011.

Urina Neg E.coli Entero Strepto  Alcal Klebs Edward
Neg 3 10 4 3 1 1 0
E. coli 0 10 0 0 0 0 0
Entero 0 0 1 0 0 0 0
Strepto 0 0 0 0 0 0 1
Alcal 0 0 0 0 1 0 0
Considerando p-valor < 0,05 Teste de Fisher: p-valor < 0,001
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TABELA 06: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) avaliando as bactérias isoladas do uUtero: Escherichia coli (E. coli), Enterobacter
sp (Entero), Streptococcus sp (Strepto), Alcaligenes faecalis (Alcal), Klebsiella

pneumoneae (Klebs) e Edwardsiella tarda (Edward). Botucatu, 2011.

Cultura Utero

Negativo E. coli Entero. Strepto. Alcal. Klebs. Edward. Total p-valor Fisher

P.A. 2 17 4 2 2 1 0 28

Grupo
P.F. 1 3 1 1 0 0 1 7 0,465
Total 3 20 5 3 2 1 1 35

Considerando p-valor < 0,05

TABELA 07: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) avaliando as bactérias isoladas na urina: Escherichia coli (E. coli), Enterobacter

sp (Entero), Streptococcus sp (Strepto) e Alcaligenes faecalis (Alcal). Botucatu, 2011.

Cultura Urina

Negativo E.coli  Entero. Strepto. Alcal Total p-valor Fisher
P.A. 16 9 1 0 1 27
Grupo
P.F. 4 1 0 1 0 6 0,401
Total 20 10 1 1 1 33

Considerando p-valor < 0,05

As culturas que apresentaram crescimento bacteriano foram submetidas ao
antibiograma (Fig.01), usando para isso os antibidticos ampicilina, amoxicilina
associada a 4&cido clavulanico, cefalexina, cefalotina, ceftiofur, doxiciclina,
enrofloxacina, ciprofloxacina e sulfa associada a trimetroprim. Todos os antibioticos
receberam uma classificacdo de resistente, parcialmente sensivel e sensivel. Os
resultados estdo demonstrados nos Apéndices 02 al10.
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A B

Figura 01: Imagens das placas utilizadas para cultura e antibiograma, sendo “A”
crescimento bacteriano de uma amostra semeada em meio de agar Mac Conkey e “B”

teste de antibiograma através da medicao das zonas de inibi¢cdo (VOLPATO et al, 2008)

Com a intencdo de analisar diferencas entre as bactérias do grupo piometra
aberta e do grupo piometra fechada, foram realizadas tabelas de contingéncia avaliando
os tipos de bactérias do conteudo uterino e vesical e sua sensibilidade frente aos
antibioticos testados. Os resultados estdo demonstrados nos Apéndices 11 a 30. N&o foi

possivel detectar uma associacgao significativa entre 0s grupos.

5.5. IMUNOISTOQUIMICA

5.5.1. Receptores de Estrégenos o

Foram avaliados receptores de estrogeno a no endométrio e na cérvix. Os

resultados estdo demonstrados nas tabelas 08 a 13.
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TABELA 08: Valores médios e desvio padrdo (X £ s) dos ndcleos considerados
positivos (imunomarcados) para receptores de estrogeno o no epitélio glandular
(REa_cérv_gland), estroma (REao_cérv_estroma) e epitélio luminal (REa_cérv_epitel)
da cervix e epitélio glandular (REo utero gland) e estroma (REa ttero estroma) no
endometrio das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF).
Botucatu, 2011.

‘Regidotecidual ~ Grupo  Média Desvio Padrdo  p-valor M-W

REa _tutero gland PA 267,3 20,0 0,072
PF 252,7 23,5

REa _tutero_estroma PA 95,4 54,5 0,802
PF 116,7 100,0

REa _cérv_gland PA 2779 8,9 0,394
PF 281,5 4,9

REa_cérv_estroma PA 127,9 71,1 0,317
PF 1425 75,6

REa_cérv_epitel PA 238,2 42,0 0,240
PF 225,0 32,1

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

Né&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcagao dos receptores de
estrogeno a entre as diversas regides da cérvix e Gtero analisadas e entre 0s grupos

piometra aberta ou piometra fechada.
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TABELA 09: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando como variavel a intensidade da imunomarcacéo - fraco, moderado e

forte para receptores de estrogeno a na regido glandular do utero. Botucatu, 2011.

RE a — glandular do utero

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 10 11 4 25
P.F. 3 3 0 6 0,846
Total 13 14 4 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 10: Comparagéo dos grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.)
utilizando como varidvel a intensidade de imunomarcacgdo - fraco, moderado e forte

para receptores de estrogeno o na regido do estroma uterino. Botucatu, 2011.

RE a — estroma do utero

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 22 2 1 25
P.F. 5 1 0 6 0,598
Total 27 3 1 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 11: Comparagéo dos grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.)
utilizando como variavel a intensidade da imunomarcacdo - fraco, moderado e forte

para receptores de estrogeno a na regido glandular da cérvix. Botucatu, 2011.

RE a - glandular do cérvix

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 7 11 7 25
P.F. 1 3 2 6 1,000
Total 8 14 9 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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TABELA 12: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando como variavel a intensidade de imunomarcacéo - fraco, moderado e

forte para receptores de estrogeno a na regido do estroma cervical. Botucatu, 2011.

RE a — estroma do cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 18 5 2 25
P.F. 3 2 1 6 0,465
Total 21 7 3 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 13: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando como variavel a intensidade de imunomarcacdes - fraco, moderado e

forte para receptores de estrégeno a na regido do epitélio luminal cervical. Botucatu,
2011.

RE a — epitélio do cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 16 8 1 25
P.F. 3 2 1 6 0,447
Total 19 10 2 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

Ndo foi demonstrada diferenca estatistica entre 0os grupos piometra aberta e
fechada, quando se avaliou a intensidade de imunomarcacdo dos receptores de
estrogeno o relacionadas a regido tecidual do Utero e da cérvix. Em vista disso 0s
animais foram agrupados (n=31 cadelas) para o estudo da intensidade de
imunomarcacao nas diferentes regides do Utero e da cérvix de animais com piometra; 0s

resultados estdo expressos nas tabelas 14 e 15.
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TABELA 14: Porcentagem das imunomarcacdes - fraco, moderado e forte, para

receptores de estrogeno a nas regides do epitélio glandular e estroma do Gtero de

animais portadores de piometra (n= 31). Botucatu, 2011.

Receptor de estrégeno a - Utero

p-valor
Intensidade Glandular Estroma
Fraco 41,9% (13/31) 87,1% (27/31)*
Moderado 45,2% (14/31)* 9,7% (03/31)
0,001
Forte 12,9% (04/31)* 3,2% (01/31)
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

* na mesma linha representa diferencas entre as regides, considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

Houve diferenca significativa entre a intensidade de imunomarcacdo dos
receptores de estrogeno a entre os tecidos estudados. A concentracdo de receptores de

estrogeno o foi maior no epitélio glandular do que no estroma.

TABELA 15: Porcentagem das imunomarcacdes - fraco, moderado e forte, para

receptores de estrégeno a nas regides do epitélio luminal, epitélio glandular e estroma

da cérvix de animais portadores de piometra (n=31). Botucatu, 2011.

Receptor de estrégeno a - Cérvix

p-valor
Intensidade Glandular Estroma Luminal
Fraco 25,8% (08/31)° 67,7% (21/31)% 61,3% (19/31)%
Moderado 45,2% (14/31)* 22,6% (07/31)° 32,3% (10/31)™
Forte 29,0% (09/31)* 9,7% (03/31)° 6,5% (02/31)° 0.008
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

Letras minusculas na mesma linha significam diferengas entre as regiGes, considerando teste de Fisher p-
valor < 0,05

Houve diferenca significativa entre a intensidade de imunomarcagdo para
receptores de estrdgeno o em relagdo as regides teciduais avaliadas. As concentra¢des
de receptores estrogeno o foram maiores no epitélio glandular da cérvix. As

concentracdes mais fracas foram observadas no epitélio luminal.
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5.5.2. Receptores de Estrogeno B
Foram avaliados receptores de estrogeno 3 no endomeétrio e na cérvix de animais
portadores de piometra aberta e fechada. Os resultados estdo demonstrados na tabela 16

a2l

TABELA 16: Valores médios e desvio padrdo (x = s) dos nucleos positivos

(imunomarcados) para receptores de estrdgeno [ no epitélio glandular
(REB_cérv_gland), estroma (REP cérv_estroma) e epitélio luminal (REB cérv_epitel)
da cérvix e epitélio glandular (REB utero gland) e estroma (REP utero estroma) do
Utero de cadela com piometra aberta e fechada. Botucatu, 2011.

‘Regidotecidual ~ Grupo  Média Desvio Padrdo  p-valor M-W

REP utero gland PA 275,2 15,3 0,565
PF 279,3 9,9

RE tutero estroma PA 224.6 41,3 0,960
PF 2247 30,4

REP_cérv_gland PA 283,2 12,1 0,783
PF 283,3 9,6

REB cérv_estroma PA 2235 57,1 0,861
PF 231,8 28,9

REP_cérv_epitel PA 281,0 11,8 0,635
PF 279,3 9,9

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

Nao houve diferenca significativa na imunomarcacdo dos receptores de
estrogeno [ entre as diversas regides da cérvix e Utero e entre 0s grupos piometra aberta

ou fechada.
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TABELA 17: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
receptores de estrogeno B na regido glandular do Gtero. Botucatu, 2011.

RE B — glandular do utero

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 7 9 9 25
P.F. 0 3 3 6 0,449
Total 7 12 12 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 18: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
receptores de estrogeno B na regido do estroma uterino. Botucatu, 2011.

RE B — estroma do Utero

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 5 8 12 25
P.F. 1 2 3 6 1,000
Total 7 12 12 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 19: Comparagao entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para

receptores de estrogeno B na regido glandular da cérvix. Botucatu, 2011.

RE B — glandular cérvix

fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 4 9 12 25
P.F. 1 2 3 6 1,000
Total 5 11 15 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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TABELA 20: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
receptores de estrégeno B na regido do estroma cervical. Botucatu, 2011.

RE B — estroma cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 3 14 8 25
P.F. 1 3 2 6 1,000
Total 4 17 10 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 21: Comparacao entre 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para

receptores de estrogeno B na regido do epitélio cervical. Botucatu, 2011.

RE B — epitélio cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 3 8 14 25
P.F. 0 2 4 6 1,000
Total 3 10 18 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

N&do foi demonstrada diferenca estatistica entre os grupos piometra aberta e
fechada, quando se avaliou a intensidade de imunomarcacdo dos receptores de
estrogeno B relacionada a regido tecidual do Utero e da cérvix. Em vista disso, o0s
animais foram agrupados (n=31lcadelas) para o0 estudo da intensidade de
imunomarcacao nas diferentes regides do Utero e da cérvix de animais com piometra; 0s

resultados estdo expressos nas tabelas 22 e 23.
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TABELA 22: Intensidade das imunomarcacbes — forte, moderado e fraco para

receptores de estrogeno B nas regides do epitélio glandular e estroma do Utero de

cadelas portadoras de piometra (n=31). Botucatu, 2011.

Receptor de estrégeno B — Utero

p-valor
Intensidade Glandular Estroma
Fraco 22,6% (07/31) 19,4% (06/31)
Moderado 38,7% (12/31) 32,3% (10/31)
0,744
Forte 38,7% (12/31) 48,4% (15/31)
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 23: Intensidade das imunomarcagfes — forte, moderado e fraco para

receptores de estrogeno B nas regides do epitélio luminal, epitélio glandular e estroma

da cérvix de cadelas portadoras de piometra (n=31). Botucatu, 2011.

Receptor de estrogeno B — Cérvix

p-valor
Intensidade Glandular Luminal
Fraco 16,1% (05/31) 12,9% (04/31) 9,7% (03/31)
Moderado 35,5% (11/31) 54,8% (17/31) 32,3% (10/31)
Forte 48,4% (15/31) 32,3% (10/31) 58,1% (18/31) 0:293
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

N&o houve diferencas significativas entre as concentracdes de receptores para

estrogeno B entre as diferentes regides da cérvix e Utero de animais portadores de

piometra.
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5.5.3. Receptores de Progesterona

TABELA 24: Valores médios e desvio padrdo (X = s) dos nucleos positivos

(imunomarcados) para receptores de progesterona nas regibes do epitélio glandular
(RP4_ceérv_gland), estroma (RP4_cérv_estroma) e epitélio luminal (RP4_cérv_epitel)
da cérvix e epitélio glandular (RP4_utero_gland) e estroma (RP4_utero_estroma) do

Gtero entre 0s grupos piometra aberta e fechada. Botucatu, 2011.

‘Regidotecidual  Grupo  Meédia Desvio Padrdo  p-valor M-W
RP4_datero_gland PA 271,7 14,1 0,861
PF 278,0 12,5
RP4 _(tero_estroma PA 258,6 27,1 0,841
PF 264,2 11,4
RP4_cérv_gland PA 260,3 19,2 0,484
PF 264,5 29,9
RP4 _cérv_estroma PA 185,6 49,4 0,803
PF 189,5 68,6
RP4_cérv_epitel PA 243,2 25,2 0,707
PF 223,7 58,4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

Né&o foi possivel determinar diferenca significativa na imunomarcacao entre os

diferentes tecidos analisados e entre 0s grupos piometra aberta e piometra fechada.
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TABELA 25: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
receptores de progesterona na regido glandular do Utero. Botucatu, 2011.

RP4 — glandular do Gtero

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 3° 16° 6° 25
P.F. 2° 0° 42 6 0,009
Total 5 16 10 31

Letras minGsculas na mesma linha representam diferencas entre regides, considerando teste de Fisher p-
valor < 0,05

Houve diferenca significativa na concentracdo de receptores para progesterona
entre 0s grupos piometra aberta e fechada na regido do epitélio glandular do utero. As
concentracdes de receptores de progesterona foram maiores nas piometras fechadas do
gue nas abertas.

TABELA 26: Comparacdo entre 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para

receptores de progesterona na regido do estroma uterino. Botucatu, 2011.

RP4 — estroma do utero

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 8 11 6 25
P.F. 2 2 2 6 0,860
Total 10 13 8 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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TABELA 27: Comparacdo entre 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
receptores de progesterona na regido glandular da cérvix. Botucatu, 2011.

RP4 — glandular do cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 13 8 4 25
P.F. 2 2 2 6 0,619
Total 15 10 6 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 28: Comparacdo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para

receptores de progesterona na regido do estroma cervical. Botucatu, 2011.

RP4 — estroma do cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 5 7 13 25
P.F. 1 1 4 6 1,000
Total 6 8 17 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 29: Comparacdo entre 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcacdes para

receptores de progesterona na regido do epitélio cervical. Botucatu, 2011.

RP4 — epitélio do cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 14 9 2 25
P.F. 4 0 2 6 0,071
Total 18 9 4 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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Os animais foram agrupados (n=31 cadelas) para o estudo da intensidade de
imunomarcacao nas diferentes regides do Utero e da cérvix de animais com piometra; 0s

resultados estdo expressos nas tabelas 30 e 31.

TABELA 30: Intensidade das imunomarcacfes — forte, moderado e fraco para

receptores de progesterona nas regides do epitélio glandular e estroma do Utero.
Botucatu, 2011.

Receptor de progesterona - Utero

p-valor
Intensidade Glandular Estroma
Fraco 16,1% (05/31) 32,3% (10/31)
Moderado 51,6% (16/31) 41,9% (13/31)
0,333
Forte 32,3% (10/31) 25,8% (08/31)
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 31: Intensidade das imunomarcacbes — forte, moderado e fraco para

receptores de progesterona nas regifes do epitélio luminal, epitélio glandular e estroma

da cérvix. Botucatu, 2011.

Receptor de progesterona - Cérvix

p-valor
Intensidade Glandular Estroma Luminal
Fraco 48,4% (15/31)% 19,4% (06/31)" 58,1% (18/31)?
Moderado 32,3% (10/31)* 25,8% (08/31)% 29,0% (09/31)%
Forte 19,4% (06/31)" 54,8% (17/31)* 12,9% (04/31)° 0.002
Total 100,0% (31/31) 100,0% (31/31) 100,0% (31/31)

Letras mindsculas na mesma linha representam diferencas entre regides, considerando teste de Fisher p-
valor < 0,05

Houve diferenca significativa nas concentracdes de receptores de progesterona
na cérvix. As concentracdes de receptores de progesterona foram maiores na regido do

estroma, quando comparados com o epitélio glandular e luminal.
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Figura 02: Detecgdo imunoistoquimica, sendo considerados nucleos positivos aqueles
corados em marrom e negativos aqueles corados em azuis. “A” receptores de
progesterona no epitélio luminal da cérvix, aumento 400X; “B” receptores de
progesterona no epitélio glandular e estroma da cérvix, “C” receptores de progesterona
no epitélio glandular e estroma do utero, “D” receptores de estrogeno o no epitélio
luminal da cérvix, “E” receptores de estrogeno a no epitélio glandular e estroma da
cérvix, “F” receptores de estrogeno o no epitélio glandular e estroma do tutero, “G”
receptores de estrogeno B no epitélio luminal da cérvix, “H” receptores de estrogeno 3
no epitélio glandular e estroma da cérvix, “I” receptores de estrogeno P no epitélio
glandular e estroma do Utero, aumento 200X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloragdo

hematoxilina de Harris.
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5.5.4. Colageno I e 111

Foram realizadas imunomarcacdes para coladgenos | (Fig.03) (Tabela 32) e il

(Fig.04) (Tabela 33) nas regides glandular e muscular do Utero e da cérvix.

TABELA 32: Valores médios e desvio padrdo (X * s) das areas imunomarcadas para
colageno I, nas regides glandular (Col I Gland Cérvix) e muscular
(Col_|_Musc_Cérvix) da cérvix e glandular (Col_ I Gland Utero) e muscular
(Col_1_Musc_Utero) do Utero, entre os grupos piometra aberta (PA) e fechada (PF).
Botucatu, 2011.

Regiéo tecidual Grupo Média Desvio Padréo p-valor

Col_|_Gland_Utero PA 1,6 1,0 0,536
PF 2,0 1,4

Col_|_Musc_Utero PA 1,4 0,4 0,919
PF 1,5 0,6

Col_|_Gland_Cérvix PA 1,3 0,4 0,650
PF 1,6 1,0

Col_|I_Musc_Cérvix PA 2,1 0,7 0,633
PF 2,4 1,1

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 33: Valores médios e desvio padrdo (X * s) das areas imunomarcadas para

coldgeno I, nas regides glandular (Col_IlIl_Gland_Cérvix) e muscular
(Col_IIl_Musc_Cérvix) da cérvix, e glandular (Col_Ill_Gland Utero) e muscular
(Col_Ill_Musc_Utero) do Gtero, entre os grupos piometra aberta (PA) e piometra

fechada (PF). Botucatu, 2011.

Regido Tecidual Grupo Média Desvio Padrao p-valor

Col_Ill_Gland_Utero PA 2,1 1,1 0,646
PF 2,6 1,5

Col_Ill_Musc_Utero PA 1,9 0,9 0,920
PF 2,0 1,0

Col_Ill_Gland_Cérvix PA 1,6 0,6 0,631
PF 2,1 1,2

Col_I1l_Musc_Cérvix PA 2,3 0,9 0,724
PF 2,6 1,2

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05

N&o foi possivel determinar diferenca estatistica entre os grupos de piometra
aberta e piometra fechada em nenhuma das regides teciduais analisadas para colageno |
e lll.

TABELA 34: Comparagéo entre os grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada
(P.F.) utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcagdes para
colageno I na cérvix. Botucatu, 2011

Colageno | — cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 14 11 0 25
P.F. 3 2 1 6 0,115
Total 17 13 1 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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TABELA 35: Comparacao dos grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.)
utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcag6es para colageno |
no Utero. Botucatu, 2011.

Colageno | — Gtero

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 18 5 2 25
P.F. 4 1 1 6 0,810
Total 22 6 3 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 36: Comparacao dos grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.)
utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcacgdes para colageno Ill
na cérvix. Botucatu, 2011.

Colageno Il — cérvix

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 9 14 2 25
P.F. 2 2 2 6 0,235
Total 11 16 4 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05

TABELA 37: Comparacao dos grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.)
utilizando a intensidade - fraco, moderado e forte das imunomarcacges para colageno Ill

no Utero. Botucatu, 2011.

Colageno Il — utero

Fraco moderado forte Total p-valor
Grupo P.A. 12 10 3 25
P.F. 2 2 2 6 0,498
Total 14 12 5 31

Considerando teste de Fisher p-valor < 0,05
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Figura 03: Imunomarcacdo para coladgeno | representado na coloragdo marrom,
aumento de 200X, sendo “A” regido estroma da cérvix, “B” regido muscular da cérvix,
“C” regido glandular do utero ¢ “D” regido muscular do Gtero. Imunoistoquimica, DAB,

contra coloragdo hematoxilina de Harris.



55

Figura 04: Imunomarcacdo para colageno Ill representado na coloragdo marrom,
aumento de 200X, sendo “A” regido estroma da cérvix, “B” regido muscular da cérvix,

“C” regido glandular do utero e “D” regido muscular do Utero. Imunoistoquimica, DAB,

contra coloragdo hematoxilina de Harris.
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Discussao
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6. DISCUSSAO

A piometra € uma enfermidade frequente em cadelas ndo castradas, adultas ou
idosas e se nao diagnosticada e tratada precocemente pode levar o animal a morte. A
despeito de décadas de pesquisa alguns pontos na patogenia da piometra ainda ndo sédo
completamente elucidados. Da mesma forma, os mecanismos envolvidos na abertura e
fechamento da cérvix ndo sdo conhecidos. As piometras abertas sdo menos tdxicas e
mais faceis de serem tratadas e se 0os mecanismos de relaxamento cervical fossem
esclarecidos poderiamos no minimo estimular a abertura cervical e induzir a eliminagao
do conteudo uterino.

O objetivo desse estudo foi aumentar nosso entendimento sobre a etiologia dessa
doenca principalmente no tocante a abertura e/ou fechamento cervical. A piometra €
uma doenca diagnosticada principalmente na fase do diestro do ciclo estral e mesmo
com concentracdes elevadas de progesterona a maioria dos casos de piometra € aberta.

A piometra canina se desenvolve como resultado de varios fatores etiologicos,
incluindo a influéncia hormonal, a viruléncia da bactéria invasora, a habilidade do
animal combater a infeccdo e a sensibilidade individual aos produtos inflamatdrios e
bacterianos.

Para a realizacdo deste estudo trabalhou-se com cadelas de idade variando de 3 a
17 anos, média de 8,5 anos. Dessas fémeas, apenas 3 receberam horménios exdgenos e
a pseudogestacdo nao foi referida por nenhum proprietario.

No grupo piometra aberta, constituido por 25 animais, 20 eram nuliparas e no
grupo piometra fechada, apenas uma. Esse resultado corrobora com a literatura que
afirma ser a piometra uma enfermidade mais frequente em cadelas nuliparas (SMITH,
2006; MARTINS, 2007). A incidéncia da piometra aberta foi maior do que a de
piometra fechada. O grupo da piometra aberta foi constituido de 25 fémeas e o grupo da
piometra fechada de apenas 6 e esse nimero reflete a rotina de atendimento do setor de
Reproducdo de Pequenos Animais em um determinado periodo, reforcando a incidéncia
maior da forma aberta.

Sendo a piometra aberta a forma mais frequente, a secrecdo vaginal é o sinal
mais observado pelos proprietarios, € a forma menos tdxica da doenca e apresenta uma
possibilidade de tratamento clinico. Algumas cadelas com piometra aberta podem,

durante o curso da doenca, apresentar um fechamento da cérvix, assim como cadelas
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com piometra fechada podem vir a apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de
abertura e fechamento cervical pode ser devido a interagdes hormonais, ou pode ser
apenas um fator mecénico pela pressdo exercida pelo préprio acimulo de secrecdo no
interior do Utero. De qualquer forma, esse mecanismo necessita de maiores estudos.

N&o houve diferenca entre os casos de piometra aberta e fechada relacionada ao
eritrograma. As cadelas com piometra diagnosticada neste experimento apresentaram,
em sua maioria, uma anemia do tipo normocitica normocrémica nao regenerativa
(hematdcrito ao redor de 35%) e uma leucocitose por neutrofilia, com desvio a
esquerda. Este quadro é caracteristico da piometra sendo descrito por inimeros autores
(BARROS et al., 2005; BARTOSKOVA et al., 2007; DEMIEL e KUPLULU, 2010).

Utilizando os valores de referéncia descritos por Feldman e Nelson (2004),
ambos 0s grupos — piometra aberta e fechada, apresentaram uma anemia do tipo
normocitica normocrémica leve, ou seja, hemécias, hemoglobina e hematdcrito
diminuidos. Segundo Cancado e Chiattone (2002), a anemia pode variar de leve a
severa e ocorre possivelmente devido a uma diminui¢do da sobrevida das hemacias, a
uma falha da medula 6ssea em aumentar a producdo de glébulos vermelhos para
compensar 0 aumento da sua demanda, e a disturbio da mobilizacdo do ferro de
depdsito do sistema mononuclear fagocitario. Devido ao estado de hiperatividade do
sistema mononuclear fagocitario desencadeado pelo processo infeccioso e inflamatorio,
ocorre uma remogdo precoce dos eritrocitos circulantes e, portanto, uma diminuicao da
sobrevida das hemécias.

Outros fatores, como a hipertermia, podem causar danos a membrana
eritrocitaria e liberacdo de hemolisinas, a liberacdo de toxinas bacterianas também pode
levar a condicdo de hiper-hemolise. A resposta medular inadequada observada nos
casos de piometra deve-se basicamente a baixa secrecdo de eritropoetina, a diminuicédo
da resposta da medula dssea e a diminuicdo da eritropoiese consequente da menor oferta
de ferro. Esse ferro € armazenado nos macré6fagos levando a diminuicéo da eritropoiese.
Todo processo inflamatdrio crénico é capaz de aumentar a sintese e a liberacdo de
citocinas enddgenas que, por sua vez, induzem a alteracdes do metabolismo do ferro e
diminuicdo da sintese da hemoglobina (CANCADO e CHIATTONE, 2002).

Neste estudo quatro cadelas do grupo piometra aberta (4/25) apresentaram uma
anemia normocitica normocrdémica severa, com o hematocrito variando de 16 a 21% e

os valores de hemécias entre 1,99 e 2,85 milhdes/mm®. Dessas 4 fémeas, 3 também
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apresentaram um numero de plaquetas baixo, variando de 89.000 a 139.000/uL
caracterizando um quadro de trombocitopenia. Nesses casos, em particular, ndo foi
possivel a exclusdo de doencgas concomitantes como hemoparasitose.

As cadelas atendidas pela area de Reproducdo Animal e diagnosticadas com
piometra, na sua grande maioria (70,77%) apresentavam uma infestacdo por carrapatos
podendo apresentar erlichiose canina isolada ou em associagdo com a piometra.
Entretanto, desses animais apenas 1,85% apresentaram diagndstico de Erlichia sp no
esfregaco sanguineo (MARCEU et al., 2010).

Em relagdo ao leucograma os animais apresentaram uma leucocitose com desvio
a esquerda, essa leucocitose foi principalmente devido a um aumento do nimero de
bastonetes, 0 que esta de acordo com a literatura e com um quadro de infeccdo
bacteriana (SMITH, 2006; SCHLAFER e GIFFORD, 2008; ANGULO, 2009). Um
leucograma inflamatério ndo é uma descoberta surpreendente em uma doenca
caracterizada por inflamacéo cronica como a piometra.

A leucocitose reflete uma resposta a infeccdo e sepse. Nos casos mais severos ou
cronicos, pode ocorrer um desvio a esquerda degenerativo com neutrofilos toxicos
(STOCKHAM, 2000; FELDMAN e NELSON, 2004). Levando-se em consideragdo 0s
valores individuais, no grupo das cadelas com piometra fechada, uma cadela (1/6)
apresentou leucograma normal e no grupo piometra aberta, sete (7/25), apresentaram
leucograma normal. Geralmente, cadelas com piometra aberta podem apresentar
leucograma normal devido & eliminagdo do conteldo uterino purulento através do
relaxamento cervical, mas as cadelas com piometra fechada apresentam leucocitose,
geralmente acima de 16.000/puL devido ao acumulo de material purulento quer atrai
células polimorfonucleares para o limen uterino.

Duas cadelas se destacaram por apresentarem leucocitose acima de 40.000/pL,
ambas do grupo piometra aberta, provavelmente devido ao estimulo antigénico exercido
pela infeccdo bacteriana e o diagndstico tenha coincidido com uma resposta aguda do
animal. Da mesma maneira que o eritrograma, ndo foi observado diferenca significativa
entre 0s grupos piometra aberta e fechada quando comparou-se os leucogramas.

Os animais com piometra possuem um potencial para desenvolver doenca pré-
renal ou insuficiéncia renal primaria, sendo assim, exames bioquimicos tornam-se
importantes para o progndstico e terapia suporte. Nesse estudo ndo houve diferenca

entre 0os grupos analisados quando consideramos as varidveis creatinina e uréia. A
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média dos valores de uréia e creatinina de cada grupo estdo incluidas dentro do
considerado normal para a espécie canina de acordo com os valores de referéncia
descritos por Feldmam e Nelson et al (2004). Portanto, os resultados observados nesse
trabalho sdo consistentes com fung@o glomerular normal.

Os resultados de creatinina e uréia observados nessa pesquisa ndo condizem dos
valores encontrados por Johnston et al (2001), Kuplulu et al (2009), Demirel e Kuplulu
(2010) que relataram um aumento no valor dessas variaveis, em contrapartida, estdo de
acordo com os descritos por Verstegen et al (2008). A enfermidade renal e a evolucao
clinica da doenga a longo prazo em cdes com piometra é pouco definida. Acreditava-se
que as lesbes renais em caso de piometra eram causadas pela deposicdo de
imunocomplexos nos glomérulos decorrentes da infeccdo, mas temos que considerar
que o diagndstico de piometra é realizado comumente em fémeas adultas ou idosas, e
uma diminuicdo da funcdo renal pode representar apenas um processo decorrente do
envelhecimento normal. No estudo de Heiene et al (2007), as cadelas foram divididas
em um grupo com piometra e um grupo de cadelas higidos, com idades pareadas. Esses
autores concluiram que as doencas renais associadas a piometra sdo semelhantes
aquelas observadas em cées idosos. Caracteristicas especificas de glomerulonefrite ndo
foram diagnosticadas em caes com piometra.

Quatro das 26 cadelas do grupo piometra aberta utilizadas neste experimento
apresentaram concentracdo de creatinina e uréia acima do considerado normal. Estes
animais apresentavam idade entre 8 e 15 anos e condigéo de hidratacdo considerada
normal. Alguns fatores como idade, tempo de evolugédo da doenca podem interferir no
estado geral do animal minimizando ou agravando as lesdes renais pré existentes. Um
dos exames necessarios para diferenciar piometra com falha renal concomitante de
piometra com uremia pré renal é a densidade urindria. Se a densidade urinaria for
inferior a 1006, uma diabetes insipidus nefrogénica secundaria adquirida é provavel, se
ao contrario, a densidade urinaria for superior a 1030 uma uremia pré renal deve ser
considerada. Com uma densidade urinaria variando de 1008 a 1020 juntamente com
desidratacdo o clinico deve reavaliar o histdrico clinico do animal, outras alteracGes
bioquimicas como a concentracdo de calcio e fosforo, realizar RX e US abdominais
para diferenciar essas duas situa¢cdes (FELDMAN e NELSON, 2004)
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Estudos futuros deverdo definir com clareza a natureza do dano glomerular
agudo a fim de aperfeigoar o atendimento do paciente apds a resolugdo da piometra. Os
dados ndo sdo consistentes com a nogdo comum de que a piometra necessariamente
induz a uma glomerulonefrite imunomediada. A literatura atual é ambigua neste ponto.
Depdsitos de imunocomplexos sdo documentados em cdes sem piometra,
principalmente em cées idosos (HEIENE et al., 2007).

O acumulo de secrecdo purulenta no interior do Utero, nos casos de piometra,
constitui um excelente meio de cultura para o crescimento bacteriano. Em
aproximadamente 80% dos casos de piometra obtém-se resultado positivo para
isolamento bacteriano e geralmente sdo bactérias da microbiota normal da vagina, sendo
a mais frequente, Escherichia coli, isolada de 57% a 96% das amostras (DOW, 1959;
JOHNSTON et al., 2001; HAGMAN e KUHNB, 2002; COGGAN et al., 2004; WESS
et al., 2004; BARTOSKOVA et al., 2007).

Neste experimento houve uma correlacao positiva entre as bactérias isoladas do
conteudo uterino das cadelas com piometra, com as bactérias isoladas na urina destes
mesmos animais, reforcando a hipotese de que a infeccdo uterina e vesical podem ter a
mesma origem. A bactéria isolada com maior frequéncia neste estudo foi a E. coli,
isolada em 64,51% das amostras. Esses dados corroboram com a literatura existente
(FRANSON e RAGLI, 2003; WESS et al., 2004; BARTOSKOVA et al., 2007;
VERSTEGEN et al., 2008). A E. coli adere especificamente a sitios de ligacdo no
endométrio previamente sensibilizados pela progesterona através de genes associados a
fatores de viruléncia uropatogénicos. Esses genes tém sido notificados no homem
aumentando a patogenicidade da E. coli por facilitar sua aderéncia ao epitélio
(VERSTEGEN et al., 2008)

As culturas que apresentaram crescimento bacteriano foram submetidas ao
antibiograma, com a intencdo de tracar um perfil de resisténcia aos antibi6ticos mais
comumente utilizados reforcando a hip6tese de que a mesma bactéria é causadora de
infeccdo uterina e cistite. A correlacdo do perfil de sensibilidade aos antibidticos
também foi positiva quando comparamos as bactérias isoladas no conteddo uterino e as
isoladas na urina.

N&o foi observada diferenca nos resultados das culturas e dos antibiogramas
quando comparamos 0s grupos piometra aberta e fechada. O relaxamento cervical nas

cadelas é associado com a fase de proestro e estro, provavelmente, a contaminagéo
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bacteriana do Utero ocorre durante essas fases do ciclo estral, ndo havendo, portanto,
diferenca entre a piometra aberta e fechada em relagéo a contaminag&o bacteriana.

As bactérias foram mais sensiveis aos antibioticos doxiciclina (84,6% de
sensibilidade) amoxicilina associada a acido clavulanico (77% de sensibilidade), sulfa
associada a trimetroprim (77% de sensibilidade) e enrofloxacina (66,6% de
sensibilidade) e mais resistentes aos antibidticos cefalotina (77% de resisténcia) e
ampicilina (53,8% de resisténcia). O trabalho realizado por Siqueira et al (2008) com
linhagens de E. coli isoladas de cadelas com piometra diagnosticadas no mesmo setor
de Reprodugdo Animal obteve sensibilidade maior a norfloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina e o maior indice de resisténcia foi observado com o uso de sulfa
associada a trimetopina. Essa diferenca na resisténcia aos antibidticos obtida entre os
trabalhos pode ser devido ao fato de que Siqueira et al (2008) trabalharam
exclusivamente com E. coli e, em nossas amostras, aproximadamente 35% eram
constituidas de outras bactérias. Esses resultados se revestem de importancia, pois
norteiam a terapia antibidtica utilizada no setor de Reproducdo de Pequenos Animais da
FMVZ- UNESP/Botucatu.

Lara et al (2008), investigaram o perfil de sensibilidade de 538 cadelas ao
testarem 15 linhagens de E. coli isolada do trato urinario e Gtero de cadelas com
piometra e observaram resisténcia para ampicilina, cefalexina, gentamicina,
fluorquinolonas. Sanchez et al. (2002) ao estudarem 21 linhagens de E. coli isoladas de
urina de cées verificaram resisténcia para sulfonamidas, tetraciclinas, cefalosporinas e
gentamicina.

Em nossa regido um grande nimero de cdes é acometido por hemoparasitose e 0
fato da doxiciclina apresentar uma sensibilidade grande as bactérias isoladas do
conteddo uterino é providencial, pois podemos utiliza-la como terapia de escolha para
um tratamento concomitante de piometra e erlichiose canina. A utilizacdo de
antibidticos deve ser sempre cuidadosa, pois a taxa de resisténcia aos antibidticos pode
estar relacionada ao uso indiscriminado e indevido dos antimicrobianos como subdoses,
superdoses e descontinuidade da terapia. Esses atos podem aumentar a pressdo seletiva
para linhagens bacterianas multirresistentes em cées e gatos.

A presenca de linhagens de E. coli multirresistentes aos antimicrobianos em

animais de companhia é um alerta para os riscos em saude publica, em virtude da
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provavel transmissdo de bactérias dos animais para 0 homem, em face do estreito
contato entre essas espécies (SIQUEIRA et al., 2008).

Uma das hip6teses aventadas quando do inicio dessa pesquisa era que animais
portadores de piometra aberta apresentariam niveis mais baixos de progesterona e/ou
imunomarcacOes diferentes de receptores de estrogenos e progesterona no Utero ou na
cérvix. O mecanismo de controle da abertura/fechamento da cérvix ainda €
desconhecido. Weiss et al (2004) ao analisarem os resultados de progesterona (P4),
observaram uma diferenca significativa entre a piometra aberta e fechada, sendo de 4,8
+ 0,9 ng/mL os valores de P4 para a piometra aberta e de 13,2 = 5,5 ng/mL para a
piometra fechada. Em nosso experimento ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes de P4 quando os grupos de piometra aberta e fechada foram comparados.
Foi observada uma variacdo individual na dosagem plasmatica de progesterona, sendo a
menor concentracdo de 0,54 ng/ml e a maior de 35,43 ng/mL. Essa variacdo € esperada
uma vez que o diagnoéstico da piometra geralmente ocorre no diestro, mas pode também
ser realizado no anestro, existindo uma variagdo normal na concentracdo da
progesterona durante o ciclo estral canino. O baixo coeficiente de variagdo intraensaio
(0,99) relacionado a dosagem de progesterona sinalizam que os testes foram realizados
de forma adequada.

As cadelas com piometra aberta apresentaram concentracdes superiores (8,2
ng/mL) de progesterona plasmatica quando comparado com o grupo de fémeas com
piometra fechada (média de 5,6 ng/mL). Esses valores indicam niveis de P4 condizente
com a fase de diestro e excluem a P4 como o fator responsavel pelo mecanismo de
abertura/fechamento cervical em cadelas com piometra.

Estudos sobre receptores hormonais em Utero de cadelas ja foram realizados.
Segundo Kunkitti et al (2011), os receptores de estrdgeno e progesterona controlam a
abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral, infelizmente o mecanismo
envolvido, as mudancas e associa¢des bioquimicas que ocorrem nesse processo nao €
totalmente conhecido.

Neste experimento foram realizados exames imunoistoquimicos para a
identificacdo e quantificacdo dos receptores de estrogeno o (REa) e B (REp), receptores
de progesterona (RP) e coldgenos | e 111 em diferentes regiGes do Utero e da cérvix.

A avalia¢do imunoistoquimica empregada nesse trabalho foi capaz de marcar 0s

nucleos das células que possuiam receptores. Por ser uma técnica semiquantitativa, a
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presenca e a intensidade da marcacdo refletem, respectivamente, a positividade da
célula e a concentracdo destes receptores. As duas variaveis podem ser utilizadas, em
alguns trabalhos os autores avaliaram o nimero de nucleos positivos e sua intensidade
(BOOS et al., 1996; MARTIM et al., 2008; MARTIN, 2009), em outros trabalhos os
pesquisadores avaliaram apenas a intensidade da marcacdo (ROBINSON et al., 2001)
ou ainda em outros experimentos apenas a identificacdo foi realizada (BREEVELD-
DWARKASING et al., 2002). Neste estudo optou-se pela realizagdo das duas
avaliagdes.

A concentrac¢do dos RE o ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
estudados. A identificagdo e a quantificagdo de REa também ndo apresentaram
diferencas em nenhuma das regides avaliadas no Utero e cérvix quando comparamos 0s
grupos de piometra aberta e fechada.

A avaliacdo imunoistoquimica dos REB ndo apresentou diferenga significativa
quando avaliamos o numero de nucleos positivos e a intensidade de marcacédo entre 0s
grupos piometra aberta e fechada e nem entre as diferentes regides do Utero e da cérvix.

A expressdo dos receptores de estrogeno e progesterona no endométrio é
regulada pelos hormonios esterdides (estrégeno e progesterona) e, portanto, a resposta
uterina ao estrogeno ou a progesterona circulante € mediada pelos seus respectivos
receptores. Alteracfes ou desvios nos receptores uterinos tém sido especulados como
fatores importantes na patogénese da Hiperplasia Cistica do Endométrio/Piometra
(HCE/P) em cadelas, mas nenhuma pesquisa foi realizada nesse sentido com o intuito
de diferenciar a piometra fechada da aberta.

Um aumento nas concentragdes de estrégenos plasmaticos provoca um aumento
no numero dos receptores de estrégenos (REs) e dos receptores de progesterona (RPS),
enguanto uma diminui¢do nas concentracfes desses receptores esta relacionada com um
aumento nos niveis plasmaticos de progesterona (GALABOVA-KOVACS et al., 2004).
Enquanto nos animais normais hd uma diminuigdo nos REs sob a influéncia de P4, esse
mecanismo parece ser falho nas cadelas com HCE/piometra (DE COCK et al.. 1997)

No final do estagio secretorio (diestro) e inicio do anestro, 0 endométrio das
cadelas com HEC/piometra tem uma quantidade significativamente maior de REs do
que o observado no Utero de fémeas normais. Essa observacdo foi mais evidente nas
glandulas basais do endométrio. Como resultado desse aumento dos RES, o endométrio

permanece receptivo, mesmo com baixos niveis de estrogeno (E2) circulante. Isto pode
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manter a proliferacdo das glandulas endometriais durante o estagio do ciclo estral,
quando ha uma forte influéncia de P4. Essa acdo prolongada do E2 e da P4 pode
explicar as modificagbes proliferativas cisticas que caracterizam essa doenca
(VERVERIDIS et al., 2004).

Ainda de acordo com o trabalho realizado por De Cock et al (1997), a
concentracdo de RE variou durante o ciclo estral com um escore mais alto no inicio da
fase proliferativa (Diestro) e um escore mais baixo na fase secretéria do ciclo estral.
Esses resultados sdo similares com o observado em outros animais e no Utero da mulher.
Nesta pesquisa trabalhou-se com cadelas na maioria em fase de diestro e algumas em
anestro nao sendo possivel a comparacdo com os resultados de De Cock et al (1997).

Quando se comparou a imunorreatividade dos REa entre as diferentes regides do
Utero observou-se que o epitélio glandular foi corado com uma intensidade mais forte
do que o estroma, determinando uma concentragido maior de REa nessa regido. Também
na cervix o epitélio glandular foi corado mais intensamente quando comparado com o
estroma e o epitélio luminal. Levando em consideracdo que a concentracdo de
receptores € diretamente proporcional a intensidade da marcagdo, a regido com o maior
namero de REa no utero e cérvix é o epitélio glandular. Esses resultados sdo contrarios
aos observados por Dhaliwal et al (1999) que encontraram um escore muito baixo para
RE e RP no epitélio glandular do utero.

Em relacdo & identificacdo dos RPs ndo houve diferenga significativa entre os
grupos de piometra aberta e fechada, entretanto, houve diferenca significativa na
concentracdo de RPs entre 0s grupos piometra aberta e fechada quando se considerou as
diversas regides do Utero. A imunoreatividade foi maior no epitélio glandular do utero,
nas piometras fechadas. Em geral é aceito que os E2 induzem a proliferacdo das
glandulas endometriais e que a P4 induz ao aumento da atividade secretora das
glandulas endometriais, sendo também responsavel pelo inicio da fase secretoria. Neste
contexto podemos inferir que a producdo de muco é maior nas piometras fechadas, uma
vez que as concentracbes de RPs sdo maiores no epitélio glandular da condicao fechada.

De acordo com Galabova-Kovacs et al (2004) existe uma relacdo inversa entre
0s niveis de progesterona plasmética e as concentracdes de RPs. Se considerarmos
nossos resultados, os valores de progesterona foram maiores (8,2 ng/mL) nas piometras
abertas e, portanto seria esperada uma concentracdo menor de RPs, 0 que concorda com

0 autor acima mencionado e com a imunorreatividade observada em nossa pesquisa.
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Receptores de P4 sdo menos expressos em cadelas com HEC/piometra, se
comparadas as fémeas controles durante todo o diestro. A acdo de P4 normalmente
reduz o nimero de RPs, portanto, RPs em menor nimero que o normal indica uma forte
acao de P4 (a despeito de uma concentracdo normalmente alta de P4 no diestro) e uma
intensa ativacdo de RPs em cadelas com HEC/piometra no diestro. Escores
imunoistoquimicos de RPs nuclear nas varias camadas do utero com HEC/piometra,
durante o diestro foram baixos de acordo com Dhaliwal et al (1999). Concluiu-se neste
estudo, que h& uma sensibilidade aumentada a acdo de P4, pois altos niveis de P4
parecem ativar os RPs no Utero, provocando uma intensa diminui¢cdo na expressao e
supressao do REs.

Na&o foi observada diferenca nas concentractes de RPs entre a piometra aberta e
fechada na cérvix, entretanto, a intensidade de marcacdo dos RPs foram mais forte no
estroma quando comparadas com as intensidades mais fracas dos epitélios glandular e
luminal. Portanto, existe um maior nimero de RPs no estroma quando comparada as
outras regides da cérvix.

Nossos resultados estéo de acordo com os achados de Kunkitti et al (2011) onde
ndo foi verificado diferenca significativa entre as cadelas com piometra aberta e
piometra fechada utilizando como variaveis o numero de ndcleos positivos para
receptores de estrogenos e progesteronas.

Diversos autores como De Cock et al (1997), De Bosschere et al (2002a), De
Bosschere et al (2002b), De Bosschere et al (2003) e Ververidis et al (2004) estudaram
0s receptores de estrogeno e progesterona no Utero de cadelas normais e com
HCE/piometra. Os resultados demonstraram uma diferenca importante entre o nimero
de RE e RP em cadelas com HCE e cadelas com piometra. As diferencas na expressao
desses receptores sugerem fatores distintos na patogénese da HCE e da piometra. Esses
autores, entretanto, ndo consideraram as diferengas dos receptores hormonais no
mecanismo de abertura ou fechamento da cérvix.

A cérvix é a parte inferior do Utero que apresenta poucas fibras musculares lisas
e grande quantidade de tecido conjuntivo. A mucosa cervical é constituida por um
epitélio prismético simples de células produtoras de muco e uma lamina prépria onde se
encontram as glandulas cervicais. Na fase secretoria do ciclo estral, os elevados niveis

de progesterona influenciam essas glandulas a produzirem muco viscoso, que impede a
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passagem de microorganismos e de espermatozoides para dentro da cavidade uterina
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A invasdo de células inflamatorias tem sido sugerida como uma possivel causa
de degradacdo de colagenos e relaxamento cervical, em mulheres o grau de dilatacdo
cervical estd diretamente relacionada com a extensdo do infiltrado neutrofilico que
pode, posteriormente, produzir enzimas colagenoliticas, como proteases e
metaloproteinases. O aumento dessas enzimas pode degradar o coldgeno recém
sintetizado e assim, diminuir a propor¢do coldgeno/musculatura lisa na cérvix
interferindo no grau de relaxamento cervical em cadelas com doengas uterinas
(KUNKITTI et al., 2011).

De acordo com Chatdarong et al (2010) uma grande proporcao de colagenos na
cérvix de cadelas ciclicas é provavelmente associada como um aumento de estradiol
durante o estro provocando uma diminui¢do na tensdo causando relaxamento cervical.
Resultados semelhantes sdo observados em cadelas com piometra aberta, sugerindo que
a abertura da cérvix é associada com o aumento na proporcdo de colagenos e fibras
musculares.

Analisou-se neste estudo as proporgdes de colagenos | e Il no Gtero e cérvix de
cadelas com piometra aberta e fechada e ndo foram verificadas diferencas significativas
entre as duas condi¢des e nem entre os diversos tecidos investigados. Nossos resultados
demonstraram apenas que ndo houve diferenca na proporcdo de colagenos entre a
piometra aberta e a fechada, mas as proporcoes entre os diversos tecidos constituintes
da cérvix ndo foram efetuados. Também um aumento nas concentra¢des de colagenos
ndo foram identificados na piometra fechada.

As hipoteses inicialmente aventadas para explicar os mecanismos de abertura e
fechamento cervical ndo se concretizaram, ou seja, a identificacéo e as concentracoes de
receptores de estrdgenos a e B, receptores de progesterona e colagenos | e 11l ndo estdo
implicados nos mecanismos de relaxamento cervical. Novos estudos sdo necessarios
abordando ainda aspectos imunoistoquimicos talvez envolvendo os receptores de
prostaglandinas F2a ou E2. Avalia¢fes das proporcdes de colageno e fibras musculares
conforme o considerado por Chatdarong et al (2010) talvez seja uma opgédo para o
estudo da abertura cervical, bem como o exame histoldgico comparativo da cérvix

durante o trabalho de parto.
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A piometra € uma doenca frequente nas cadelas e a despeito de décadas de
pesquisa ainda sdo necessarios estudos utilizando ferramentas mais sofisticadas e

grupos de animais em fases hormonais bem definidas.
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Conclusao
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7. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos podemos concluir que:

e Os receptores de estrégeno a e B, colagenos I e Il comportaram-se da mesma
maneira na piometra aberta e fechada, néo estando envolvidos nos mecanismos

de abertura e fechamento cervical.

e As concentragOes de receptores de progesterona foram superiores nas piometras

fechadas.

e As concentracdes de progesterona plasmatica foram semelhantes nas piometras

abertas e fechadas.

e O hemograma das cadelas com piometra aberta e fechada foram semelhantes e
caracteristicos de um processo inflamatorio crénico. A fungdo renal dos animais
comprometidos estdo dentro dos limites considerados normais para espécie

canina.

e Houve uma correlacdo positiva entre as bactérias isoladas do conteudo uterino e
vesicula urinaria. A bactéria mais frequentemente isolada foi a E. coli e 0

antibiético mais sensivel foi a doxiciclina.

e Nossa amostra experimental constituiu-se de cadelas adultas, nuliparas, sem

historico de pseudogestacao e hormonioterapia.
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AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA DE UTERO E CERVIX DE CADELAS COM
O DIAGNOSTICO DE PIOMETRA

IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF THE CERVIX AND UTERUS OF
BITCHES DIAGNOSED WITH PYOMETRA

Volpato, R.; Martin, I.; Tsunemi, M.H.; Laufer-Amorin, R.; Lopes, M.D.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UNESP-Botucatu)

Alameda dos Jacarandas, 45. Cond. Portal de Itu. Itu-SP CEP: 13301-612
(11) 96739219 (14) 88178385 email: rodrigo.volpato@hotmail.com

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar de forma comparativa piometra de cérvix
aberta e fechada a fim de compreender 0 mecanismo de abertura e fechamento cervical.
Para tanto, foram utilizadas 31 cadelas, de racas e idades variadas, sendo 25 cadelas
com piometra de cérvix aberta e 6 de cérvix fechada. Ap6s ovariosalpingohisterectomia
(OSH), foram coletados fragmentos da cérvix e do Uutero para a avaliacdo
imunoistoquimica. Foram analisados os receptores de estrogenos a e B, progesterona e
colageno | e Ill. Foram realizadas imunomarcagdes em diferentes regides da cérvix
como o epitélio glandular, epitélio luminal e estroma glandular, assim como em
diferentes regibes do atero como epitélio glandular e estroma glandular. As
imunomarcagdes de colageno | e 11l foram realizadas nas regides glandular e muscular
da cérvix e utero. Os resultados foram avaliados através de testes estatisticos adequados
entre os grupos piometra aberta e fechada e entre as regides teciduais. Os receptores de
estrogeno a e B, colagenos I e III comportaram-se da mesma maneira na piometra aberta
e fechada. As concentracdes de receptores de progesterona foram superiores nas
piometras fechadas. Novos estudos sdo necessarios para compreender 0 mecanismo de
controle da abertura e fechamento cervical.

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquimica
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze comparatively open and closed cervix pyometra in
oder to undertand the mechanism of cervical opening and closing. To this end, we used
31 bitches of different breeds and ages, 25 with pyometra cervix open and 6 closed
cervix. After ovariohysterectomy (OSH) the procedure, samples were collected from the
cervix and uterus to evaluate immunohistochemistry. For immunohistochemical
evaluation were analyzed estrogen receptors o and B, progesterone and collagen | and
I1l. Immunostainings were performed in different regions of the cervix such as
glandular epithelium, luminal epithelium and glandular stroma, as well as in different
regions of the uterus as glandular epithelium and glandular stroma. The
immunostainings for collagen | and 11l were performed in muscular and glandular
regions of the cervix and uterus. The results between open and closed piometra were
evaluate trough statistical test. The estrogen receptors o and B, collagen I and Il
behaved the same way in both open and closed pyometra. Concentrations of
progesterone receptors were higher in closed pyometra Further studies are needed to
understand the mechanism controlling the cervical opening and closing.

Keywords: bitches, pyometra, immunohistochemistry

INTRODUCAO

A piometra é uma enfermidade da cadela adulta caracterizada pela inflamacéo
do utero com acumulo de exsudato, que ocorre na fase litea do ciclo estral, de quatro
semanas a quatro meses apos o estro (COGGAN et al., 2004; SMITH, 2006). No diestro
ocorre uma hipertrofia/hiperplasia do endométrio, estimulado pela progesterona e,
subsequentemente uma invasédo bacteriana (WEISS et al., 2004). Trata-se de uma das
enfermidades mais comuns que ocorre no trato genital das fémeas caninas (COGGAN
etal., 2004; PRETZER, 2008; GOERICKE-PESCH et al., 2010).

E conhecido que algumas ragas como Rottweiler, Collie, Golden Retriever,
Labrador Retriever e Pastor Alemdo tem uma maior incidéncia de piometra. Segundo
Hagman et al (2011) os fatores de risco para a doenca podem variar entre as racas € a
gestacdo é considerada um fator protetor contra a piometra, com exce¢do para a raca
Golden Retriever onde a nuliparidade pode néo ter interferéncia.

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a despeito de

décadas de estudo a respeito da etiologia desta doenca. O conceito de Sindrome
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Hiperplasica Endometrial Cistica/Piometra, introduzido por Dow (1957; 1958), sugere
que mudancas hormonais provocam a hiperplasia endometrial cistica (HEC) e tornam o
Utero mais susceptivel a infecgdo secundaria. Dow (1958) e Sandholm et al., (1975)
propuseram que uma endometrite sub-aguda é seguida pela HEC, a qual predispbe a
piometra. Mais recentemente, De Bossechere et al (2001) sugeriram que devido as
diferengas clinicas e histopatologicas, a HEC e a piometra devem ser classificadas
separadamente. E comum a piometra ser definida como um complexo
endometrite/HEC/piometra (ARORA et al., 2006).

H& um consenso de que as lesGes observadas na piometra sdo resultados de uma
interacdo hormonal e participacdo bacteriana. Apesar dos vérios estudos sobre o tema,
clinicamente a sindrome piometra ainda representa um desafio para a maioria dos
profissionais, sendo dificil estabelecer um prognostico preciso (DE COCK et al., 1997;
FERREIRA e LOPES, 2000; WEISS et al., 2004; MARTINS, 2007).

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada pela
presenca ou auséncia de corrimento vaginal, respectivamente. A cérvix é considerada
uma barreira fisica prevenindo a infeccdo ascendente pela secrecdo de muco e
constriccdo; a abertura ou fechamento da cérvix séo ciclo dependente. Na mulher, a
dilatacdo cervical, durante o parto, correlaciona-se com a extensdo do infiltrado de
neutrofilos, entretanto, os mecanismos de dilatacdo cervical nas cadelas ndo sao
totalmente esclarecidos CHATDARONG et al., 2008).

A piometra tem sido associada a repetidas e prolongadas respostas ao estrégeno
durante o estro, seguida por longos intervalos de dominancia da progesterona levando a
mudangas no endométrio (SMITH, 2006; PRETZER, 2008). A estimulagdo
progestacional resulta em proliferacdo do endométrio, secrecdo das glandulas uterinas e
diminuicdo das contracdes do miométrio. A inibicdo leucocitaria no Utero sensibilizado
pela progesterona facilita a infeccdo bacteriana. O endométrio sob o estimulo da
progesterona se hipertrofia devido a um aumento no nimero e no tamanho de suas
glandulas, que aumentam suas atividades secretoras e um fluido estéril pode se
acumular no lumen do Utero. Essas respostas as acdes hormonais podem ser mais
exacerbadas com o uso de progestageno exdgeno (DE BOSSCHERE et al., 2001;
RAGNI, 2005; PRETZ, 2008).

Sob a influéncia estrogénica, a cérvix se abre, o que permite a entrada de

bactérias da microbiota normal da vagina para o interior do limen uterino (OLIVEIRA,
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2007; OLIVEIRA et al., 2008). A paténcia da cérvix é regulada pela musculatura lisa,
tecido fibroso e elastina. A remodelagéo da matriz extracelular tem um papel importante
na dilatacdo cervical pela degradacdo do coldgeno. Em trabalho realizado por
Chatdarong et al (2010) foi postulado que o utero de cadelas ciclicas tem uma maior
proporcao de coldgeno comparado com a musculatura lisa, provavelmente associada ao
aumento do estradiol durante o estro, isso leva a uma diminuigdo da resisténcia a tracéo,
causando o relaxamento da cervix. Resultado semelhante é observado nas cadelas com
piometra de cérvix aberta, sugerindo que a abertura do colo uterino é associada a um
aumento na proporcao de colagenos frente a fibras musculares.

Pesquisas estdo sendo focadas nas concentragOes de receptores hormonais no
endomeétrio e sua implicacdo no desenvolvimento da piometra. Anticorpos monoclonais
para receptores de estrdgenos humanos foram utilizados para detectar a presenca de
receptores de estrogeno no uUtero de cadelas normais e com HCE. Como resultado
obteve-se uma diferenca importante, um maior nimero de receptores em cadelas com
HCE era esperado, j& que 0s estrogenos sdo 0s responsaveis pela proliferacdo das
glandulas do endométrio uterino (DE COCK et al.,, 1997; DE BOSSCHERE et al.,
2002a; DE BOSSCHERE et al., 2003, VERVERIDIS et al., 2004).

De Bosschere et al (2002b) avaliaram, por ensaio imunoistoquimico, a
expressao de receptores de estrégeno (ER) e receptores de progesterona (PR) no dtero
de cadelas normais, com piometra e com HEC. As contagens de ER e PR foram mais
elevadas nos animais com HEC quando comparados ao Utero de cadelas normais ou
portadoras de piometra, sendo que a menor contagem foi verificada em cadelas com
piometra. As diferencas na expressdo de receptores sugerem fatores distintos na
patogénese de ambas entidades. Assim, pode-se pensar que a piometra é desencadeada
por uma cascata de eventos iniciada pela infeccdo bacteriana.

Em consequéncia da expressao significativamente aumentada do ER em cadelas
com HEC, o endométrio permanece receptivo ao hormdnio mesmo com niveis baixos
de estrdgeno circulante. Isto pode esclarecer a continua proliferacdo das glandulas
endometriais durante o estagio de forte influéncia da progesterona. A a¢do prolongada
simultanea do estrogeno e da progesterona poderia explicar as mudancgas na proliferacdo
cistica que sdo caracteristicas da piometra (DE COCK et al., 1997).

A piometra canina é provavelmente a doenca mais severa do Utero de cadelas,

sendo responsavel por um indice elevado de mortalidade quando ndo diagnosticada
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precocemente. Apesar dos varios estudos sobre o tema, a piometra ainda representa um
desafio para a maioria dos profissionais, sendo dificil estabelecer um progndstico
precoce e seguro, portanto o objetivo dessa proposta é a avaliagdo imunoistoquimica
dos receptores de estrogeno a, estrogeno P, progesterona, coldgeno I e colageno III da
cervix e endométrio canino numa tentativa de estabelecer o mecanismo relacionado a

abertura/fechamento da cérvix

MATERIAL E METODOS

A pesquisa em questdo atendeu aos requisitos impostos pela Comisséo de Etica
no uso de animais de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootechia da UNESP, campus Botucatu,
recebendo o protocolo nimero 26/2009 — CEEA.

Foram utilizadas 31 cadelas com diagnéstico de piometra atendidas na éarea de
Reproducdo de Pequenos Animais do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP
campus Botucatu. Do total de cadelas, 25, caracterizada pela presenga de secrecdo
vaginal purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e 6 apresentavam piometra de
cérvix de fechada. Apos o procedimento da OSH foram coletados fragmentos da cérvix
e do Gtero para a avaliagcdo imunoistoquimica dos receptores de progesterona, estrégeno
a e B e colagenos I e I1I

Os fragmentos uterinos e cervicais foram fixados em formol tamponado 10%
durante 24 horas e, posteriormente, mantidos em alcool 70% até o momento de inclusao
em parafina, realizada no Laboratério de Histopatologia do Servico de Patologia
Veterinaria do Departamento de Clinica Veterindria — FMVZ — UNESP — Botucatu.
Apos a inclusdo, cortes de 3 um foram obtidos, montados em ldminas com extremidade
fosca e corados inicialmente em HE para avaliar a qualidade do material.
Posteriormente novos cortes de 3 pum foram realizados e colocados em laminas com
extremidade fosca, previamente tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® — Sigma
Chemical Co.- USA).

Para a desparafinizacdo do material emblocado, as laminas foram mantidas em
estufa a 55°C por 24 horas e, posteriormente, colocadas em cuba de vidro com xilol a
temperatura ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas em uma nova solucéo de xilol

por 20 minutos. As laminas foram transferidas para cubas de vidro para a hidratacdo em
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banhos de alcool, permanecendo por trés minutos em cada cuba (alcool absoluto I, 11,
I11, &lcool 95% e 85%).

Posteriormente as laminas foram submetidas a dez passagens de agua destilada.
A partir desta etapa o tratamento se difere para cada antigeno pesquisado.

Para a deteccdo de receptores de estrégeno o realizou-Se a recuperagdo
antigénica em solucgéo de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de &gua destilada e 2,1 g de
acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para 6,0 com acido cloridrico) com
incubagdo em panela de pressdo tipo pascal (Dako-USA). A etapa seguinte foi o
blogueio da peroxidase enddgena em solucdo de dgua oxigenada 8% por 20 minutos (2
banhos de 10 minutos cada), 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite molico
3¢/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em
solucdo tampéo Tris—pH 7,4 (Trizma Base®-Sigma Chemical Co-USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:50, para os receptores de
estrégeno alfa (anticorpo Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor a clone
1D5 - Dako — CA, USA. Cod M7047.), em camara umida durante 18h a temperatura de
4°C.

Para a detecc@o de receptores de estrégeno [ realizou se a recuperagdo
antigénica em solucdo de citrato de sédio 10 mM com incubacdo em microondas,
poténcia méaxima - 750W, durante 15 minutos (trés ciclos de cinco minutos cada). A
etapa seguinte foi o blogueio da peroxidase endégena em solucdo de dgua oxigenada
8% por 20 minutos (2 banhos de 10 minutos cada), 10 lavagens em agua destilada,
bloqueio com leite molico 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em agua
destilada e lavagens em solugdo tampéo Tris—pH 7,4. Realizou-se a incubagdo com o
anticorpo primario, na dilui¢cio de 1:100, para os de estrogeno  (anticorpo Monoclonal
Mouse Anti-Human Estrogen B clone PPG5/10, Dako, USA. Cod. M7292), em camara
Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

Para a deteccdo de receptores de progesterona realizou se a recuperacdo
antigénica em solucdo de citrato de sédio 10 mM com incubacdo em panela de pressao
tipo pascal (Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase enddgena em
solucdo de agua oxigenada 8% por 20 minutos (2 banhos de 10 minutos cada), 10
lavagens em agua destilada, bloqueio com leite molico 3g/100mL por 60 minutos
seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo tampdo Tris—pH 7,4.

Realizou-se a incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:50, para os
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receptores de progesterona (anticorpo monoclonal cat. No 1546, Immunotech, France),
em camara Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

Para a deteccdo de coldgeno | e Il realizou recuperacdo antigénica em pepsina
1% pH 1,8 (Pepsina 1:1000 NF- Nuclear SP-Brasil) com incubacdo em estufa a 60°C
por 10 minutos e em seguida estufa a 37° por 20 minutos. A etapa seguinte foi o
blogueio da peroxidase enddgena em solugdo de agua oxigenada 8% por 20 minutos (2
banhos de 10 minutos cada), 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite molico
39/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em
solucdo tampdo Tris—pH 7,4. Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:2000, para colageno I e 111 (respectivamente Rabbit anti bonvine col | IgA
Novotec. Ref. 20121; Rabbit anti bovine col Il IgA Novotec. Ref. 2930) em camara
Umida durante 18h a temperatura de 4°C.

As préximas etapas sdo semelhantes para todos os antigenos. Apés as 18 horas
de incubacdo com o anticorpo primario em cadmera Umida a 4°C, o material foi entdo
submetido a banhos de TRIS e, posteriormente, incubado com o anticorpo secundario
Advance (Advance, Dako, USA) por 30 minutos cada etapa, ainda em cdmara Umida,
segundo instrucdes do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solugéo tampéo TRIS
- pH 7,4, e revelacdo com o cromdgeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid DAB
Cromogen® — Dako — USA) durante 5 minutos ao abrigo da luz e novamente lavagem
com solucdo tampéo TRIS - pH 7,4.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por 30 segundos,
e a coloracdo interrompida com lavagem em agua corrente por 10 minutos e cinco
passagens em agua destilada. Procedeu-se, entdo, a desidratacdo do material com
banhos de alcool, as laminas permaneceram 3 minutos em cada cuba (alcool 85%, 95%,
alcool absoluto I, II, 1I, xilol I e Il) e por fim, as laminas foram montadas com
laminulas utilizando-se resina sintética - Permount (Fisher Scientific — c6d. UN1294e).

Como controle negativo, em outro corte de cérvix e endométrio foi empregado a
substituicdo do anticorpo primario pela imunoglobulina deste, ou seja, foi empregado
imunoglobulina de camundongo quando se tratava de anticorpos monoclonais (N-
Universal Negative Control Mouse — DakoCytomation — CA, USA. C4d N1698) e
fracbes de imunoglobulinas séricas de coelho para o anticorpo policlonal (N-Universal
Negative Control Rabbit — DakoCytomation — CA, USA. Cod N1699).

Depois de todas as laminas confeccionadas e identificadas realizou-se a leitura.



232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264

89

Para os receptores de estrogenos a, estrogenos [ e progesterona os tecidos
avaliados na cérvix foram o epitélio luminal, epitélio glandular e o estroma. No Utero os
tecidos avaliados foram o epitélio glandular e o estroma. Todas as avalia¢cdes para o
Utero e cévix foram realizadas nestes tecidos. Para avaliar a imunomarcacdo foram
utilizados dois métodos, no primeiro, em cada um desses tecidos foram contados 300
nucleos, sendo considerados positivos aqueles corados em marrom e negativos aqueles
corados em azul. No segundo método a intensidade das marcac¢Ges foram avaliadas de
forma subjetiva em fraca, moderada e forte. As avaliacbes foram realizadas em um
microscépio de luz no aumento 400 vezes.

Para o colageno | e I1l a mesma forma de avaliacdo foi empregada para o Utero e
a cérvix. Dois métodos foram utilizados para avaliar a imunomarcacgdo, no primeiro, dez
campos aleatdrios, nos tecidos muscular e estroma, eram observados em microscéopio de
luz no aumento 100 vezes. Cada campo recebia escore de 1 (menos de 25% do campo
corado de marrom), 2 (26% a 50%), 3 (51% a 75%) ou 4 (acima de 75%). A média dos
campos foi realizada calculando o escore definitivo daquela lamina. No segundo
método a intensidade foi classificada de forma subjetiva como fraco (menos de 20% das
fibras coradas), moderado (26% a 75%) e forte (acima de 76%).

Para comparar os resultados medios entre os grupos de piometra aberta e
piometra fechada utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitnney, pois hd uma
grande diferenca no tamanho amostral entre os grupos. A fim de detectar diferengas
significativas entre os grupos, os resultados foram avaliados considerando p< 0,05. A
frequéncia das intensidades dos nucleos positivos (fraco, moderado e forte) entre as
regides teciduais estudadas foi comparada através do teste qui-quadrado/ exato do teste
de Fisher. Nos casos em que houve uma associagédo significativa, realizou-se a particao

da tabela qui-quadrado, onde se compara as frequencias entre os locais estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A piometra é uma enfermidade frequente em cadelas ndo castradas adultas ou
idosas e se nao diagnosticada e tratada precocemente pode levar o animal a morte. A
despeito de décadas de pesquisa alguns pontos na patogenia da piometra ainda ndo sao
completamente elucidado. Da mesma forma, os mecanismos envolvidos na abertura e
fechamento da cérvix ndo sdo conhecidos; as piometras abertas sdo menos toxicas e

mais faceis de serem tratadas e se os mecanismos de relaxamento cervical fossem
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esclarecidos poderiamos no minimo estimular a abertura cervical e induzir a eliminacéo
do contetido uterino. O objetivo desse estudo foi aumentar nosso entendimento sobre a
etiologia dessa doenga principalmente no tocante a abertura e/ou fechamento cervical. A
piometra é uma doenca diagnosticada principalmente na fase do diestro do ciclo estral e
mesmo com concentracdes elevadas de progesterona caracteristica dessa fase a maioria
dos casos de piometra sdo abertas.

Para a realizacdo deste estudo trabalhamos com cadelas de idade variando de
trés a 17 anos, média de 8,5 anos. Dessas fémeas apenas trés receberam hormonios
exogenos e a pseudogestacdo ndo foi referida por nenhum proprietéario.

Estudos sobre receptores hormonais em Utero de cadelas ja foram realizados.
Segundo Kunkitti et al (2011) os receptores de estrogeno e progesterona controlam a
abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral, infelizmente o mecanismo
envolvido, as mudangas e associagdes bioquimicas que ocorrem nesse processo nao €
totalmente conhecido.

Neste experimento foram realizados exames imunoistoquimicos para a
identificacdo e quantificacdo dos receptores de estrogeno a (REa) e p (REP), receptores
de progesterona (RP) e coldgenos | e 11 em diferentes regiGes do Utero e da cérvix.

A avaliacdo imunoistoquimica empregada nesse trabalho foi capaz de marcar os
nucleos das células que possuiam receptores. Por ser uma técnica semiquantitativa a
presenca e a intensidade da marcacgdo refletem, respectivamente, a positividade da
célula e a concentracdo destes receptores. As duas varidveis podem ser utilizadas; em
alguns trabalhos os autores avaliaram o numero de nucleos positivos e sua intensidade
(BOOS et al., 1996; MARTIM et al., 2008; MARTIN, 2009), em outros trabalhos 0s
pesquisadores avaliaram apenas a intensidade da marcacdo (ROBINSON et al., 2001)
ou ainda em outros experimentos apenas a identificacdo foi realizada (BREEVELD-
DWARKASING et al., 2002). Neste estudo optou-se pela realizagdo das duas
avaliagdes.

A concentracdo dos RE a ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
estudados. A identificagdo e a quantificacio de REo também ndo apresentaram
diferengas em nenhuma das regides avaliadas no Utero e cérvix quando comparamos 0s

grupos de piometra aberta e fechada.
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A avaliacdo imunoistoquimica dos REP ndo apresentou diferenca significativa
quando avaliamos o0 nimero de nucleos positivos e a intensidade de marcagdo entre 0s
grupos piometra aberta e fechada e nem entre as diferentes regides do Utero e da cérvix.

Um aumento nas concentragdes de estrégenos plasmaticos provoca um aumento
no numero dos receptores de estrogenos (RES) e receptores de progesterona (RPS),
enquanto uma diminuigdo nas concentragcdes desses receptores esta relacionada com um
aumento nos niveis plasmaticos de progesterona (GALABOVA-KOVACS et al., 2003).
Enquanto nos animais normais hd uma diminuigdo nos REs sob a influéncia de P4, esse
mecanismo parece ser falho nas cadelas com HCE/piometra (DE COCK et al., 1997)

No final do estagio secretorio (diestro) e inicio do anestro, 0 endométrio das
cadelas com HEC/piometra tem uma quantidade significativamente maior de REs do
que o observado no Utero de fémeas normais. Essa observacdo foi mais evidente nas
glandulas basais do endométrio. Como resultado desse aumento dos RES, o endométrio
permanece receptivo, mesmo com baixos niveis de estrégeno (E2) circulante. Isto pode
manter a proliferacdo das glandulas endometriais durante o estagio do ciclo estral,
quando ha uma forte influéncia de P4. Essa acdo prolongada do E2 e da P4 pode
explicar as modificagbes proliferativas cisticas que caracterizam essa doenga
(VERVERIDIS et al., 2004).

Quando se comparou a imunoreatividade dos REa entre as diferentes regides do
Utero observou-se que o epitélio glandular foi corado com uma intensidade mais forte
do que o estroma, determinando uma concentra¢do maior de REa nessa regido. Também
na cérvix o epitélio glandular foi corado mais intensamente quando comparado com o
estroma e o epitélio luminal. Levando em consideracdo que a concentracdo de
receptores € diretamente proporcional a intensidade da marcacdo, a regido com 0 maior
numero de REa no ttero e cérvix é o epitélio glandular. Esses resultados sdo contrarios
aos observados por Dhaliwal et al (1999) que encontraram um escore muito baixo para
RE e RP no epitélio glandular do Gtero.

Em relacdo a identificacdo dos RPs ndo houve diferenca significativa entre os
grupos de piometra aberta e fechada, entretanto, houve diferenca significativa na
concentracdo de RPs entre 0s grupos piometra aberta e fechada quando se considerou as
diversas regides do Utero. A imunoreatividade foi maior no epitélio glandular de Utero,
nas piometras fechadas. Em geral é aceito que os E2 induzem a proliferagdo das

glandulas endometriais e que a P4 induz ao aumento da atividade secretora das
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glandulas endometriais, sendo também responsavel pelo inicio da fase secretoria. Neste
contexto podemos inferir que a producdo de muco é maior nas piometras fechadas, uma
vez que as concentracdes de RPs sdo maiores no epitélio glandular da condicédo fechada.

De acordo com Galabova-Kovacs et al (2003) existe uma relacdo inversa entre
0s niveis de progesterona plasmatica e as concentragdes de RPs. Se considerarmos
nossos resultados, os valores de progesterona foram maiores (8,2 ng/mL) nas piometras
abertas e, portanto seria esperada uma concentracdo menor de RPs, o que concorda com
0 autor acima mencionado e com a imunorreatividade observada em nossa pesquisa.

Receptores de P4 sdo menos expressos em cadelas com HEC/piometra, se
comparadas as fémeas controles durante todo o diestro. A acdo de P4 normalmente
reduz o numero de RPs, portanto, RPs em menor nimero que o normal indica uma forte
acao de P4 (a despeito de uma concentragdo normalmente alta de P4 no diestro) e uma
intensa ativagdo de RPs em cadelas com HEC/piometra no diestro. Escores
imunoistoquimicos de RPs nuclear nas varias camadas do utero com HEC/piometra,
durante o diestro foram baixos de acordo com Dhaliwal et al. (1999). Concluiu-se neste
estudo, que h& uma sensibilidade aumentada a acdo de P4, pois altos niveis de P4
parecem ativar os RPs no Utero, provocando uma intensa diminui¢do na expresséo e
supressdo do REs.

Né&o foi observada diferenca nas concentracdes de RPs entre a piometra aberta e
fechada na cérvix, entretanto, a intensidade de marcagdo dos RPs foram mais forte no
estroma quando comparadas com as intensidades mais fracas dos epitélios glandular e
luminal. Portanto, existe um maior nimero de RPs no estroma quando comparada as
outras regides da cérvix.

Nossos resultados estédo de acordo com os achados de Kunkitti et al (2011) onde
ndo foi verificado diferenca significativa entre as cadelas com piometra aberta e
piometra fechada utilizando como varidveis 0 nimero de ndcleos positivos para
receptores de estrogenos e progesteronas.

Diversos autores como De Cock et al (1997), De Bosschere et al (2002a), De
Bosschere et al (2002b), De Bosschere et al (2003) e Ververidis et al (2004) estudaram
0s receptores de estr6genos e progesteronas no Utero de cadelas normais e com
HCE/piometra. Os resultados demonstraram uma diferenca importante entre 0 nimero
de RE e RP em cadelas com HCE e cadelas com piometra. As diferengas na expresséo

desses receptores sugerem fatores distintos na patogénese da HCE e da piometra. Esses
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autores, entretanto, ndo consideraram as diferencas dos receptores hormonais no
mecanismo de abertura ou fechamento da cérvix.

A cérvix é a parte inferior do Utero que apresenta poucas fibras musculares lisas
e grande quantidade de tecido conjuntivo. A mucosa cervical € constituida por um
epitélio prismatico simples de celulas produtoras de muco e uma lamina propria onde se
encontram as glandulas cervicais. Na fase secretoria do ciclo estral, os elevados niveis
de progesterona influenciam essas glandulas a produzirem muco viscoso, que impede a
passagem de microorganismos e de espermatozoides para dentro da cavidade uterina
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A invasdo de células inflamatorias tem sido sugerida como uma possivel causa
de degradacdo de colagenos e relaxamento cervical; em mulheres o grau de dilatacdo
cervical esta diretamente relacionada com a extensdo do infiltrado neutrofilico que pode
posteriormente produzir enzimas colagenoliticas, como proteases e metaloproteinases.
O aumento dessas enzimas pode degradar o coldgeno recém sintetizado e assim
diminuir a proporcdo colageno/musculatura lisa na cérvix interferindo no grau de
relaxamento cervical em cadelas com doengas uterinas (KUNKITT]I et al., 2011).

Se acordo com Chatdarong et al (2010) uma grande proporg¢do de coldgenos na
cérvix de cadelas ciclicas é provavelmente associada como um aumento de estradiol
durante o estro isto provoca uma diminuicdo na tensdo causando relaxamento cervical.
Resultados semelhantes é observado em cadelas com piometra aberta, sugerindo que a
abertura da cérvix é associada com o aumento na proporcdo de coldgenos e fibras
musculares.

Analisou-se neste estudo as proporc¢des de colagenos | e 111 no Gtero e cérvix de
cadelas com piometra aberta e fechada e ndo foram verificado diferencas significativas
entre as duas condic¢des e nem entre os diversos tecidos investigados. Nossos resultados
demonstraram apenas que ndo houve diferenca na proporcdo de colagenos entre a
piometra aberta e a fechada, mas as proporgoes entre os diversos tecidos constituintes
da cérvix ndo foram efetuados. Também um aumento nas concentracdes de colagenos
ndo foram identificados na piometra fechada.

As hipoteses inicialmente aventadas para explicar 0s mecanismos de abertura e
fechamento cervical ndo se concretizaram, ou seja, a identificacdo e as concentracgdes de
receptores de estrogenos a e f3, receptores de progesterona e colagenos I e III ndo estido

implicados nos mecanismos de relaxamento cervical. Novos estudos Sd0 necessarios
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abordando ainda aspectos imunoistoquimicos talvez envolvendo o0s receptores de
prostaglandinas F2a ou E2. Avaliagdes das propor¢des de colageno e fibras musculares
conforme o considerado por Chatdarong et al (2010) seja uma opgéo para o0 estudo da
abertura cervical, bem como o exame histoldgico comparativo da cérvix durante o
trabalho de parto.

A piometra € uma doenga frequente nas cadelas e a despeito de décadas de
pesquisa ainda sdo necessarios estudos utilizando ferramentas mais sofisticadas e

grupos de animais em fases hormonais bem definidas.

CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos podemos concluir que os receptores de
estrogeno a e B, colagenos I e III comportaram-se da mesma maneira na piometra aberta
e fechada, ndo estando envolvidos nos mecanismos de abertura e fechamento cervical,
mas concentracBes de receptores de progesterona foram superiores nas piometras

fechadas.
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APENDICE 01 : Ficha do Projeto Piometra
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Nome: Proprietario:
Raca:

Idade: Telefone res.:
Peso: cel.:

Queixa principal:

Esta sendo tratado: [1 NAO [ SIM:

Fez algum tratamento nos ultimos 60 dias: [ NAO [] SIM:

Doengas anteriores: [] NAO [] SIM:

Exame Fisico: Temp: FC: bpm FR: mpm  TPC:

Hidratacdo: [ Normal [] Desidratacdo ([] leve [] moderada [ severa).

Linfonodos: [1 Normal [1Aumentados (quais:

seg

Mucosas: [] normocoradas [ hipocoradas [ palidas [ ictéricas [] congestas

Sinais clinicos:

NUmero de gestagdes: "] Parto normal: ] Cesariana:

Data do ultimo cio:

Uso de anticoncepcional: [] NAO

1 SIM: quantas aplicacdes:

Gltima aplicacéo:

Piometra [ aberta [ fechada

Declaro estar ciente que as informacdes acima serdo utilizadas visando o levantamento e estudo dos casos de
piometra canina e suas caracteristicas clinicas, microbiol6gicas e histopatoldgicas, objetivando propiciar

melhorias futuras no tratamento e controle da enfermidade:

\eterinario: Data: /
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APENDICE 02:

TABELA 38: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ampicilina. Botucatu, 2011.

Ampicilina urina

Total
S PS R
S 6 0 0 6
Ampicilina Gtero
R 0 1 6 7
Total 6 1 6 13
Teste Fisher: p-valor < 0,005  Teste Kappa: p-valor < 0,005 Considerando p-valor < 0,05

APENDICE 03:

TABELA 39: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a amoxicilina associada a acido clavulanico.
Botucatu, 2011.

Amoxicilina associada a acido clavulanico

urina Total
S PS R
S 10 0 0 10
Amoxicilina assoua}da a acido clavulanico PS 0 1 0 1
Utero
R 0 0 2 2
Total 10 1 2 13

Teste Fisher: p-valor < 0,022 Teste Kappa: p-valor < 0,011 Considerando p-valor < 0,05



101

APENDICE 04:

TABELA 40: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalexina. Botucatu, 2011.

Cefalexina urina

Total
S PS R
S 8 0 0 8
Cefalexina utero PS 0 1 1 2
R 0 1 2 3
Total 8 2 3 13
Teste Fisher: p-valor < 0,008 Teste Kappa: p-valor < 0,006 Considerando p-valor < 0,05

APENDICE 05:

TABELA 41: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalotina. Botucatu, 2011.

Cefalotina urina

Total
S R
S 2 0 2
Cefalotina Utero PS 0 1 1
R 0 10 10
Total 2 11 13

Teste Fisher: p-valor < 0,02 Teste Kappa: p-valor < 0,01 Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 06:

TABELA 42: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ceftiofur. Botucatu, 2011.

Ceftiofur urina

Total
S PS R
S 5 0 0 5
Ceftiofur utero PS 2 2 0 4
R 0 0 4 4
Total 7 2 4 13
Teste Fisher: p-valor < 0,002 Teste Kappa: p-valor < 0,002 Considerando p-valor < 0,05

APENDICE 07:

TABELA 43: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a doxiciclina. Botucatu, 2011.

Doxiciclina urina

Total
S R
S 11 0 11
Doxiciclina Gtero
R 0 2 2
Total 11 2 13

Teste Fisher: p-valor < 0,022 Teste Kappa: p-valor < 0,022 Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 08:

TABELA 44: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a enrofloxacina. Botucatu, 2011.

Enrofloxacina urina

Total
S PS R
S 7 0 0 7
Enrofloxacina utero PS 0 1 2 3
R 1 0 2 3
Total 8 1 4 13
Teste Fisher: p-valor < 0,008 Teste Kappa: p-valor < 0,006 Considerando p-valor < 0,05

APENDICE 09:

TABELA 45: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ciprofloxacina. Botucatu, 2011.

Ciprofloxacina urina

Total
S PS R
S 7 0 0 7
Ciprofloxacina utero PS 1 4 0 5
R 0 0 1 1
Total 8 4 1 13

Teste Fisher: p-valor < 0,003 Teste Kappa: p-valor < 0,003 Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 10:

TABELA 46: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a sulfa associada a trimetroprim. Botucatu, 2011.

Sulfa associada a trimetroprim urina

Total
S R
S 10 0 10
Sulfa associada a trimetroprim Gtero
R 0 3 3
Total 10 3 13
Teste Fisher: p-valor < 0,022 Teste Kappa: p-valor < 0,022 Considerando p-valor < 0,05

APENDICE 11:

TABELA 47: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente

Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ampicilina no conteddo uterino quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Ampicilina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 11 3 12 28
Grupo
P.F. 1 2 2 2 7 0,451
Total 3 13 5 14 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 12:

TABELA 48: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a amoxicilina associada a acido clavulanico no
conteudo uterino quando comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra
fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Amoxicilina + Ac. Clavulanico - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 21 1 4 28
Grupo
P.F. 1 5 1 0 7 0,398
Total 3 26 2 4 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 13:

TABELA 49: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalexina no conteldo uterino quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Cefalexicina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 14 6 6 28
Grupo
P.F. 1 2 2 2 7 0,650
Total 3 16 8 8 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 14:

TABELA 50: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalotina no contetdo uterino quando

comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Cefalotina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 4 2 20 28
Grupo
P.F. 1 0 0 6 7 0,746
Total 3 4 2 26 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 15:

TABELA 51: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ceftiofur no conteddo uterino quando

comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Ceftiofur - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 9 8 9 28
Grupo
P.F. 1 2 3 1 7 0,764
Total 3 11 11 10 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 16:

TABELA 52: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a doxiciclina no conteddo uterino quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Doxiciclina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 18 1 7 28
Grupo
P.F. 1 4 1 1 7 0,432
Total 3 22 2 8 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 17:

TABELA 53: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a enrofloxacina no contetudo uterino quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Enrofloxacina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 14 7 5 28
Grupo
P.F. 1 3 2 1 7 0,924
Total 3 17 9 6 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 18:

TABELA 54: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ciprofloxacina no conteddo uterino quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Ciprofloxacina - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 16 8 2 28
Grupo
P.F. 1 3 3 0 7 0,715
Total 3 19 11 2 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 19:

TABELA 55: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a sulfa associada a trimetropim no contetdo
uterino quando comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.).
Botucatu, 2011.

Sulfa + Trimetroprim - Utero

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 2 22 1 3 28
Grupo
P.F. 1 4 0 2 7 0,384
Total 3 26 1 5 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 20:

TABELA 56: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ampicilina na urina quando comparamos 0s
grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Ampicilina - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 17 5 0 6 28
Grupo
P.F. 5 1 1 0 7 0,242
Total 22 6 1 6 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 21:

TABELA 57: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a amoxicilina associada a acido clavulanico na
urina quando comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.).
Botucatu, 2011.

Amoxicilina + Ac. Clavulanico - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 17 8 1 2 28
Grupo
P.F. 5 2 0 0 7 1,000
Total 22 10 1 2 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 22:

TABELA 58: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalexina na urina quando comparamos 0s

grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Cefalexicina - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 17 7 1 3 28
Grupo
P.F. 5 1 1 0 7 0,616
Total 22 8 2 3 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 23:

TABELA 59: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a cefalotina na urina quando comparamos 0s
grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Cefalotina - Urina

Negativo S R Total p-valor Fisher
P.A. 17 2 9 28
Grupo
P.F. 5 0 2 7 1,000
Total 22 2 11 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 24:

TABELA 60: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ceftiofur na urina quando comparamos 0s

grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Ceftiofur - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 17 6 2 3 28
Grupo
P.F. 5 1 0 1 7 1,000
Total 22 7 2 4 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 25:

TABELA 61: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a doxiciclina na urina quando comparamos 0s

grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Doxiciclina - Urina

Negativo S R Total p-valor Fisher
P.A 17 9 2 28
Grupo
P.F. 5 2 0 7 1,000
Total 22 11 2 35

Considerando p-valor < 0,05



112

APENDICE 26:

TABELA 62: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a enrofloxacina na urina quando comparamos 0s

grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Enrofloxacina - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A 17 7 1 3 28
Grupo
P.F. 5 1 0 1 7 0,863
Total 22 8 1 4 35
Considerando p-valor < 0,05
APENDICE 27:

TABELA 63: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a ciprofloxacina na urina quando comparamos 0s

grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu, 2011.

Ciprofloxacina - Urina

Negativo S PS R Total p-valor Fisher
P.A. 17 7 3 1 28
Grupo
P.F. 5 1 1 0 7 1,000
Total 22 8 4 1 35

Considerando p-valor < 0,05
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APENDICE 28:

TABELA 64: Resultados da sensibilidade das bactérias (Sensivel — S, Parcialmente
Sensivel — PS e Resistente — R) frente a sulfa associada a trimetropim na urina quando
comparamos 0s grupos piometra aberta (P.A.) e piometra fechada (P.F.). Botucatu,
2011.

Sulfa + Trimetoprim - Urina

Negativo S R Total p-valor Fisher
P.A 17 9 2 28
Grupo
P.F. 5 1 1 7 0,546
Total 22 10 3 35

Considerando p-valor < 0,05
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