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VOLPATO, R. Avaliagdo imunoistoquimica da ceérvix de cadelas saudaveis e
com diagnéstico de piometra. Botucatu, 2015. 149p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos na abertura
cervical em cadelas saudaveis e com o diagnéstico piometra. Para tanto,
foram realizadas avaliacbes imunoistoquimicas em diferentes regides da
cérvix: epitélio luminal, regido glandular e regido muscular, para o0s
receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2. Foram utilizadas
11 cadelas com piometra aberta, 11 cadelas com piometra fechada, 6
cadelas saudaveis em fase folicular e 6 em fase luteal do ciclo estral. Todas
as fémeas foram submetidas a ovariohisterectomia (OSH) e dosagens de
progesterona foram realizadas para confirmagédo da fase do ciclo estral. As
dosagens foram realizadas utilizando-se kits comerciais em fase soélida. Para
avaliar a imunomarcacdo foram utilizados dois métodos. No primeiro, em
cada um desses tecidos foram avaliados cinco campos, cada campo recebeu
um escore de 0 a 4 (sendo 0 = 0 a 5% do campo positivo, 1 =5 a 25% do
campo positivo, 2 = 25 a 50%, 3 = 50 a 75% do campo positivo e 4 = 75 a
100% do campo positivo) sendo considerados positivos aqueles corados em
marrom e negativos aqueles corados em azul. No segundo método a
intensidade das marcacdes foi avaliada de forma subjetiva em fraca,
moderada e forte, recebendo respectivamente escore 1, 2 e 3 para a analise
estatistica. As leitura foram realizadas em cinco campos aleatérios, sendo
todos os campos homogéneos (mais de 80% da coloragdo com a mesma
intensidade). As avaliacdes foram realizadas em um microscopio de luz no
aumento 400 vezes. Foram realizados os testes estatisticos ndo-paramétrico
de Mann-Whitney para comparar a presenca, a concentracdo de cada
receptor e a regido entre 0s grupos piometra fechada e aberta. Entre os
grupos piometra, fase luteal e fase folicular, utilizou-se o teste Kruskall-Wallis,
pois a comparacao foi realizada entre 3 grupos independentes. Os receptores

i-NOS e FAS comportam-se da mesma maneira em cadelas com piometra
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aberta e fechada, ndo estando envolvidos no mecanismo de abertura cervical
nessa doenca. Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 foram
encontrados em maior quantidade no grupo piometra aberta, sugerindo o
envolvimento no mecanismo de abertura cervical. Os receptores i-NOS, FAS-
L, PGF2a-R e COX-2 ndo se mostraram diferentes nos grupos piometra,
cadelas saudaveis em fase folicular e em fase luteal, sugerindo sua
independéncia hormonal nas cadelas. O receptor e-NOS foi superior nas
cadelas com piometra quando comparados aos grupos de cadelas saudaveis
em fase folicular e em fase luteal, podendo estar correlacionado a presenca
de infiltrado inflamatério. O receptor FAS foi inferior no grupo de cadelas
saudaveis em fase folicular quando comparado as cadelas com piometra e
cadelas saudaveis em fase luteal, podendo estar relacionado a concentracao
de progesterona e ser ciclo dependente. Os resultados obtidos mostram a
importancia do assunto e a dificuldade de se demonstrar com clareza o

mecanismo de controle da abertura cervical em cadelas.

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquimica
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VOLPATO, R. Cervix immunohistochemical evaluation of healthy bitches and
bitches diagnosed with pyometra. Botucatu, 2015. 149p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the mechanisms involved in cervical
opening in bitches with pyometra and healthy bitches. To this end,
immunohistochemical evaluations were conducted in different regions of the
cervix, epithelium luminal, glandular and musculene for e-NOS, i-NOS, FAS,
FAS-L, PGF2a-R and COX-2 receptors. For this purpose, were used 11
bitches with open pyometra, 11 bitches with close pyometra, 6 healthy bitches
on follicular phase and 6 on luteal phase of the estrous cycle. All females
were subjected to ovariohysterectomy (OSH) and serum progesterone were
performed to confirm the phase of the estrous cycle. The measurements were
performed using solid phase commercial kits. For immunostaining evaluation
two methods were used. In the first, five fields were evaluated in each of
these tissues, where each field received a score from 0 to 4 (0 = 0 to 5% of
positive field, 1 = 5 to 25% of positive field, 2 = 25 to 50%, 3 = 50 to 75% of
positive field and 4 = 75 to 100% of positive field) being considered positive
those stained in brown and blue the negative ones. In the second method the
markings intensity was assessed subjectively in weak, moderate and strong,
respectively receiving scores 1, 2 and 3 for statistical analysis. Readings were
taken at five random fields, that were all homogeneous (more than 80% of the
staining with the same intensity). The evaluations were performed using a
light microscope at a magnification of 400x. Non-parametric statistical test of
Mann-Whitney was performed to compare the presence, concentration of
each receiver and the region between the closed and open pyometra groups.
Among pyometra, follicular phase and luteal phase groups, Kruskall-Wallis
test was used, once the comparison made was between three independent
groups. The i-NOS and FAS receptors behave in the same way in bitches with
open and closed pyometra, not being involved in cervical opening mechanism
in this disease. The e-NOS, FAS-L, PGF2a-R and COX-2 receptors were
found in major quantities in the open pyometra group, suggesting involvement
in the cervical opening mechanism. The i-NOS, FAS-L, PGF2a-R and COX-2
receptors did not differ in pyometra, healthy bitches, bitches on follicular
phase and on luteal phase groups, suggesting hormonal independence in
bitches. The e-NOS receptor was higher in bitches with pyometra when
compared with healthy bitches, bitches on follicular phase and on luteal phase

XXiv



groups, may be correlated to the presence of inflammatory infiltrate. The FAS
receptor was lower in healthy bitches group on follicular phase compared with
pyometra bitches and healthy bitches on luteal phase, may be related to
progesterone and being cycle dependent. The obtained results show the
importance of this topic and the difficulty in clearly demonstrate the controlling
mechanism of cervical opening in bitches

Keywords: bitches, pyometra, immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

No Brasil existe uma grande populacdo de cadelas com risco de
desenvolver um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem
de cadelas sadias € normalmente submetida a ovariosalpingohisterectomia
(OSH) eletiva. A maioria das castracdes em nossa rotina é realizada como
consequéncia de alteracdes clinicas. A situacédo € diferente em outros paises
mais desenvolvidos onde a pratica da castracdo € comum e realizada em mais
de 85% das cadelas (HAGMAN et al., 2009).

Em paises onde a castracdo de cdes saudaveis ndo é geralmente
realizada, a piometra € uma das doencas mais comuns e afeta mais de 50% de
todas as cadelas antes dos 10 anos de idade. A piometra afeta principalmente
fémeas de meia-idade e idosos, mas tem sido relatada em animais com idades
variando de 4 meses a 18 anos, com uma idade média para o diagndéstico de 6
a 8 anos (EGENVALL et al., 2001; HAGMAN, 2012).

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a
despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doenca. O conceito de
Sindrome Hiperplasia Endometrial Cistica/Piometra introduzido por Dow (1957;
1958), sugere que mudancas hormonais sado responsaveis por um quadro de
hiperplasia endometrial cistica (HEC) que tornam o Utero mais susceptivel a
infeccdo bacteriana secundaria. Dow (1958) e Sandholm et al. (1975)
propuseram que a endometrite subaguda € seguida pela HEC, a qual
predispde a piometra.

Atualmente é reconhecido que o desequilibrio hormonal priméario ou uma
resposta anormal as concentragcdes normais de estrégenos e progesterona
afetam as células do epitélio do utero e facilitam a adesédo, colonizagcéo e
crescimento de bactérias (FIENI et al., 2014). A resposta ao estrogeno seguida
por longos periodos de predominancia da progesterona causam modificacdes
hormonais que afetam o endométrio que juntamente com uma infeccao
bacteriana, pode resultar em uma sindrome clinica descrita como piometra
(TAMADA et al., 2012; CHANDRAPURIA e SOMIL, 2014).

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada,
caracterizada pela presenca ou auséncia de secrecdo vaginal,

respectivamente. Os sinais clinicos variam conforme o tempo de evolugcdo do



processo e 0 grau de relaxamento da cérvix. Cadelas com piometra aberta,
geralmente, apresentam um menor comprometimento do seu estado geral do
gue cadelas apresentando piometra fechada (BYERS et al., 2007).

A taxa de sucesso global de tratamento médico para piometra relatada
nos estudos varia de 83% a 100%. O sucesso maior € sempre em cadelas com
cérvix aberta em comparacao com as fechadas. A taxa de recorréncia varia de
27% a 48% (METCALFE e VISCHER, 2006; JURKA et al., 2010; ROS et al.,
2014). O entendimento do mecanismo de abertura e fechamento cervical sem
duvida auxiliaria em melhores resultados nos tratamentos medicamentosos.

A ceérvix é considerada uma barreira fisica importante prevenindo a
infeccdo ascendente pela secrecdo de muco e constriccdo. Na mulher, a
dilatacao cervical durante o parto correlaciona-se com a extensao do infiltrado
de neutrdfilos, entretanto, os mecanismos de dilatacdo cervical nas cadelas
nao sao totalmente esclarecidos (CHATDARONG et al., 2008).

A abertura ou fechamento da cérvix nas cadelas sao ciclo dependente.
Sob a influéncia estrogénica a cérvix se abre permitindo a entrada de bactérias
da microbiota normal da vagina para o interior do lGmen uterino. Os produtos
da secrecdo das glandulas, inicialmente estéreis, contém nutrientes e pH
favoraveis ao crescimento bacteriano e, com a diminuicdo da resposta
inflamatoria, a piometra pode se instalar (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al.,
2008). Trabalhos envolvendo investigagcbes sobre a inducdo de piometra
canina demonstraram que entre os dias onze e trinta, apds o pico de LH, o
utero torna-se mais susceptivel a infecgdo (SMITH, 2006).

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar um
fechamento da cérvix durante o curso da doenca, assim como cadelas com
piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de
abertura e fechamento cervical pode ser devido a interagcbes hormonais, ou
pode ser apenas um fator mecanico pela pressdo exercida pelo proprio
acumulo de secrec¢éo no interior do utero. De qualquer forma, 0 mecanismo de
relaxamento cervical necessita de maiores estudos (TAMADA et al., 2012).

Durante a maior parte do ciclo estral a funcdo da cérvix € manter a
ligagdo do meio externo com o utero fechada, preservando a integridade
uterina. Na fase folicular e no final da gestacdo a cérvix se abre. Para cumprir

estes papéis diametrais, ocorre uma complexa e controlada mudanca



estrutural, ou remodelacdo local. Como resultado, o firme e inflexivel tecido
cervical fica macio e maleavel. Este processo € muitas vezes referido como
amadurecimento cervical ou abertura da cérvix (HERTELENDYA e ZAKARB,
2004).

A importancia da funcéo cervical em gestacdes e algumas doencas
levou diversos pesquisadores a estudarem a bioquimica e 0os mecanismos
celulares da remodelacéo cervical. Estes estudos identificaram uma série de
fatores endocrinos e paracrinos que potencialmente podem regular o0s
processos de amadurecimento e dilatacdo cervical (KUNKITTI et al., 2011;
FALCHI e SCARAMUZZI, 2013).

Este trabalho visa investigar os mecanismos de abertura e fechamento
cervical, estudando a expressdao de elementos considerados chave em um
modelo tecnicamente possivel para o entendimento funcional da abertura e

fechamento cervical em cadelas saudaveis e com piometra.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral é estudar o mecanismo de abertura cervical em cadelas

saudaveis e em cadelas com piometra aberta e fechada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia, localizagdo e concentracado dos receptores de e-NOS, i-
NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 nas diferentes regides da cérvix
(luminal, glandular e muscular) de cadelas saudaveis na fase folicular e luteal

do ciclo estral e em cadelas com piometra aberta e fechada.

Analisar de forma comparativa 0s grupos piometra aberta e piometra fechada e
0s grupos cadelas com piometra, cadelas saudaveis na fase folicular e luteal do
ciclo estral, quanto a ocorréncia, concentracao e localizacdo dos receptores de
e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a e COX-2 nas diferentes regidoes da cérvix.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

A fisiologia dos mecanismos moleculares na reproducédo canina ainda
permanece inexplorada. Em cdes domésticos ndo ha relagdo entre o periodo
reprodutivo e a estacdo do ano (KEMPISTY et al., 2013). O ciclo estral dura de
cinco a 12 meses e consiste de quatro fases consecutivas: anestro (com
duracéo de 80 a 240 dias), proestro (3 a 16 dias), estro (quatro a 12 dias) e um
diestro relativamente longo de 60 a 90 dias. A puberdade nas cadelas aparece
entre os seis e 14 meses de idade, variando de acordo com a raca e porte do
animal (CONCANNON, 2011; KEMPISTY et al., 2013).

O anestro é o periodo de inatividade sexual. Essa fase é encerrada por
interacbes mal compreendidas entre o ambiente e fatores endogenos. O
anestro € seguido pelo proestro, periodo caracterizado por edema vulvar e
hemorragia, proliferacdo e cornificacdo do epitelio vaginal e secrecado de
feromonios. O pré-estro termina com o pico pré-ovulatorio de LH. Nesta fase o
comportamento da fémea ainda é de ndo aceitacdo do macho (KEMPISTY et
al., 2013).

O estro clinico dura até a cornificagdo maxima na citologia vaginal. No
exame de vaginoscopia, a mucosa aparece enrugada e crenulada. O estro é o0
momento em que a cadela mostra o reflexo receptivo e aceita o macho,
permitindo a copula. A ovulacdo ocorre espontaneamente, normalmente no
inicio desta fase. O ciclo fértil com estro comportamental pode aparecer desde
cedo, como dois dias antes do pico de LH, até tarde, podendo chegar até seis
dias apos o pico (KEMPISTY et al., 2013).

O diestro dura em média 140 dias. Clinicamente o endométrio se
recupera apo6s 120 dias do final do diestro em cadelas ndo prenhes e cerca de
150 dias ap6s o parto. O exame de citologia vaginal revela um pequeno
numero de células parabasais e neutrofilos (CONCANNON, 2011; KEMPISTY
et al.,, 2013). Em seguida inicia-se novamente o0 anestro concluindo-se o ciclo
estral na espécie.

Dentre os hormonios relevantes no ciclo estral das cadelas o horménio

foliculo estimulante (FSH), o horménio luteinizante (LH), o estrogeno e a



progesterona sdo 0s mais importantes. Sob a influéncia do FSH, os foliculos
ovarianos se desenvolvem e as células foliculares produzem estrogenos, que
estimulam a proliferacéo das células epiteliais da mucosa vaginal, aumentam a
espessura da camada endometrial, promovem abertura da cérvix, aumentam o
fluxo sanguineo e a resposta inflamatoria celular. As respostas ou efeitos
provocados pelos estrégenos e progesterona no utero tém efeito cumulativo a
cada ciclo estral (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Os mecanismos de regulacdo da reproducdo canina diferem nitidamente
de outras espécies. O corpo lateo é a Unica fonte de progesterona em cadelas
gestantes e ndo gestantes. Em animais néo-gestantes, a regressao lutea e a
diminuicdo do nivel de progesterona ocorrem de 30 a 90 dias do diestro. A fase
lutea pode ser dividida em duas partes, a primeira é independente de
gonadotrofina e dura os primeiros 40 dias, e a segunda € dependente de
gonadotrofinas. Além de prostaglandinas e progesterona, muitos fatores
regulam a funcdo do corpo luteo, incluindo CD4, CD8, interleucinas e fatores
troficos (CONCANNON, 2011; KEMPISTY et al., 2013).

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrégeno
durante o estro, seguida por longos intervalos de dominéncia da progesterona
levando a modificagbes no endométrio (SMITH, 2006; PRETZER, 2008). A
estimulacdo progestacional resulta em proliferacdo do endométrio, secrecéo
das glandulas uterinas e diminuicdo das contragcdes do miométrio. A inibicéo
leucocitaria no utero sensibilizado pela progesterona facilita a infeccao
bacteriana. O endométrio, sob o estimulo da progesterona, hipertrofia-se
devido a um aumento no numero e no tamanho de suas glandulas, que
aumentam suas atividades secretoras e um fluido estéril pode se acumular no
limen do utero. Essas respostas aos efeitos hormonais podem ser mais
exacerbadas com o uso de progestagenos exogenos (DE BOSSCHERE et al.,
2001; RAGNI, 2005; PRETZ, 2008).

3.2. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL
A cérvix tem um papel crucial no ciclo reprodutivo e sua consisténcia

varia de acordo com as fases do ciclo estral. Durante o estro, a cérvix se dilata

e, se fecha, durante as fases de anestro e diestro. Na cadela, altera¢cdes no
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relaxamento cervical sdo observadas ndo apenas durante o ciclo estral, mas
também em algumas doencas como a piometra, que pode ser classificada em
piometra de cérvix aberta ou piometra de cérvix fechada de acordo com o
relaxamento ou fechamento da cérvix (LINHARATTANARUKSA et al., 2014).

A cérvix executa varias funcdes, primeiro, ela permite a passagem dos
espermatozoides e mantem uma resisténcia a infeccdo ascendente que
poderia ameacar a fertilidade. Em segundo lugar a cervix € responsavel pela
manutencdo dos fetos durante a gestacdo e ainda se dilata em um tempo
extremamente curto para permitir a passagem dos filhotes durante o parto
(KELLY, 2002).

A mucosa cervical é constituida por um epitélio prismatico simples de
células produtoras de muco e uma lamina propria onde se encontram as
glandulas cervicais. A cérvix € composta principalmente de tecido conjuntivo e
musculo liso, suportado por uma matriz extracelular. A matriz extracelular é
uma rede composta por feixes de colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, sendo o colageno o mais abundante e responsavel por
fornecer suporte estrutural ao orgdo (LINHARATTANARUKSA et al., 2014).

As propriedades mecénicas da cérvix sdo derivadas da concentracdo de
coldgeno uma vez que o musculo liso constitui apenas 15% da massa do
orgao. Feixes de colagenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada
rapidamente por acdo das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle
séo temas de pesquisas e debates. Os colagenos da cérvix sdo principalmente
dos tipos I, Ill e IV, tornando a cérvix uma estrutura bastante rigida (KELLY,
2002).

Na fase secretéria do ciclo estral, os elevados niveis de progesterona
influenciam as glandulas endometriais a produzirem um muco viscoso, que
impede a passagem de microorganismos para o interior do lumen uterino
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A cérvix altera-se consideravelmente no
final da gestacdo, tornando-se nas dultimas semanas mais amolecida,
edemaciada, elastica e como consequéncia torna-se mais flexivel. Este
processo natural € denominado amadurecimento cervical (MACEDO et al.,
1998).

Um mecanismo proposto para a abertura cervical é que o relaxamento

durante o estro estda associado com os esterbdides ovarianos e hormoénios
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gonadotroficos sendo causado, principalmente, por um rearranjo de fibras
musculares lisas e tecido conjuntivo cervical (LEETHONGDEE et al., 2007;
KERSHAW et al., 2007; FALCHI e SCARAMUZZI, 2013).

Outro mecanismo de relaxamento cervical foi proposto por FALCHI e
SCARAMUZZI (2013), ou seja, os hormdénios gonadotréficos e esteroides
ovarianos regulam por realimentacao local, a producéo e secrecédo de fatores
paracrinos, especialmente a prostaglandina. Esse modelo propbe que o FSH,
LH e o estradiol atuem na cérvix regulando a expressdo dos seus proprios
receptores e os da ocitocina. Quando a ocitocina se liga ao seu receptor, ativa
uma proteina G que desencadeia uma seérie de vias que conduzem ao aumento
intracelular de calcio (Ca2p). O aumento intracelular Ca2p é necessario para
ativar a enzima fosfolipase A2 que, quando fosforilada, mobiliza &cido
araquidonico (AA) a partir de fosfolipidios de membrana. O AA na sua forma
livre, atua como um substrato para ciclooxigenase-2 (COX-2), que catalisa a
conversdo em prostaglandina H2. A prostaglandina H2, por sua vez, é o
substrato para a acdo de sintetases de prostaglandinas especificas que
convertem prostaglandina H2 em um produto final.

Sugere-se que as prostaglandinas causem o relaxamento do musculo
liso, 0 amolecimento e da dispersdo da matriz extracelular da cérvix, resultando
em dilatacéo cervical (FALCHI e SCARAMUZZI, 2013).

Linharattanaruksa et al. (2013) sugeriram que 0 aumento da expressao
de prostaglandinas é estimulada por citocinas pré-inflamatérias, resultando no
aumento da producéo de PGE2 que, posteriormente, estimula a infiltracdo de
neutrofilos através de IL-8 e liberta a metaloproteinases que possivelmente
sejam responsaveis por degradar a matriz extracelular provocando o

relaxamento cervical.

3.2.1 DOSAGEM SERICA DE ESTROGENOS E PROGESTERONA E
RECEPTORES DE ESTROGENOS E PROGESTERONA.

Ainda é desconhecido o processo de desenvolvimento de piometra
aberta ou fechada. Algumas hipéteses ja foram levantadas, sendo a de Weiss
et al. (2004) bastante expressiva. Ao analisar a concentracdo hormonal de
cadelas com diagnostico de piometra, o estradiol ndo apresentou diferenca
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significativa: piometra aberta, 43 £ 6,5 pg/mL; fechada, 56,3 £ 11,9 pg/mL.
Quanto a andlise da progesterona, os resultados apresentaram diferencas
significativas sendo de 4,8 + 0,9 ng/mL para a piometra aberta e de 13,2 + 5,5
ng/mL para a piometra fechada.

No estudo realizado por Volpato (2011) ndo foi observada diferenca
significativa entre as concentracbes de progesterona quando 0S grupos
piometra aberta (25 animais) e fechada (06 animais) foram comparados.

Segundo Kunkitti et al. (2011), os receptores de estrogeno e
progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral,
porém, o mecanismo envolvido, as mudancas e associacdes bioquimicas que
ocorrem nesse processo nao foram totalmente esclarecidas.

Volpato et al. (2012), utilizando a técnica de imunoistoquimica,
pesquisaram receptores de estrogeno a e 3 no utero e cérvix de cadelas com
piometra aberta e fechada. Nesse estudo foi realizada a identificagdo e
guantificacdo desses receptores nas regides glandular e estromal do utero e
nas regides epitelial, glandular e estromal da cérvix. N&o foi verificada diferencga
estatistica entre os grupos piometra aberta e piometra fechada relacionados a
expressdo dos receptores a e B e nos locais avaliados. Na cérvix o epitélio
glandular foi corado mais intensamente quando comparado com o estroma e 0
epitélio luminal. Levando em consideracdo que a concentracao de receptores é
diretamente proporcional a intensidade da marcagédo, a regido com o maior
numero de REa foi o epitélio glandular do Utero e cérvix.

O numero de nucleos positivos para receptores de estrégeno e
progesterona néo diferiram entre as cadelas com piometra aberta e piometra
fechada (KUNKITTI et al., 2011; VOLPATO et al., 2012), entretanto, Volpato et
al. (2012) identificaram diferencas na marcacdo dos receptores de
progesterona. Houve uma maior concentracdo de receptores de progesterona
na cervix de cadelas com piometra fechada e a reatividade foi mais intensa no
estroma quando comparada com o epitélio glandular e luminal, existindo,
portanto, um maior nimero de receptores de progesterona no estroma quando

comparado as outras regides da cervix.
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3.2.2. COLAGENOS I E Il

Durante a dilatacdo cervical, as longas fibras de colagenos séao
substituidos por agregados de fibras mais curtas e mais finas. Ocorre assim
uma alteracao da orientacéo do colageno e o colo do utero pode dilatar-se. Isto
sugere que a orientacdo das fibras sdo importantes na manutencéo da rigidez
cervical e desempenham um papel importante na processo de amadurecimento
cervical durante a gestacéo (YU et al., 1995; MARX et al., 2006).

O relaxamento da cérvix também esta associado com um influxo de
leucécitos, incluindo os neutrofilos, que tém um elevado potencial para a
liberacdo de colagenase. O colageno proporciona a rigidez da cérvix e ha uma
probabilidade de que granulécitos estejam envolvidos no processo de
amadurecimento fisiolégico normal da cérvix. Os neutrofilos sédo importantes
fontes de colagenases especificas que estdo contidas dentro do subconjunto
de granulos do citoplasma. O Oxido nitrico, outra substancia vasoativa, também
esta envolvido nos efeitos diretos sobre os neutrofilos, mas seus mecanismos
ainda néo estéo esclarecidos (KELLY, 2002).

A invaséo 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 relacionado com a extensédo do
infiltrado  neutrofilico que pode, posteriormente, produzir enzimas
colagenoliticas como proteases e metaloproteinases. O aumento dessas
enzimas pode degradar o colageno recém-sintetizado e assim, diminuir a
propor¢cdo colageno/musculatura lisa na cérvix interferindo no grau de
relaxamento cervical em cadelas com doengas uterinas (KUNKITTI et al.,
2011).

O relaxamento da cérvix € regulado pela musculatura lisa, tecido fibroso
e elastina. A remodelacdo da matriz extracelular tem um papel importante na
dilatacdo cervical pela degradacdo do colageno. Em trabalho realizado por
Chatdarong et al. (2010), foi postulado que o Utero de cadelas ciclicas tem
menor propor¢ao de coladgeno comparado com musculatura lisa. 1Isso gera uma
diminuicdo da resisténcia a tragdo, causando o relaxamento da cervix.

Resultado semelhante é observado nas cadelas com piometra de cérvix aberta,
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sugerindo que a abertura da cérvix € associada a uma diminui¢cdo da proporcéo
de colagenos frente a fibras musculares.

Dezenove tipos de colagenos ja foram identificados. Na cérvix o0s
colagenos | e lll sdo encontrados em maior nimero. Na cérvix aberta ndo se
observam fibras elasticas no endométrio e as fibras de colageno se encontram
numa densidade menor quando comparadas a cérvix fechada, onde as fibras
de colageno se encontram mais densas e ordenadas. A medida que a dilatac&o
cervical aumenta, as fibras de colageno se tornam mais finas e 0s espacos
entre as fibras se tornam maiores (TAMADA et al., 2012).

Segundo Linharattanaruksa et al. (2014) o afrouxamento do colageno na
cérvix é caracterizado pela diminuicdo nas interacdes dos glicosaminoglicanos,
provavelmente induzida por enzimas colagenolitica, tais como as
metaloproteinases da matriz cervical embora o exato mecanismo que altera a
permeabilidade da cérvix em cadelas com piometra ainda ndo esta claro. A
proporcdo de colageno/musculo liso é alterada dependendo das fases do ciclo
estral, sendo a propor¢cdo maior na fase luteal quando comparada a fase
folicular, sujerindo que essas modificacbes estejam relacionadas com o0s
hormdnios ovarianos.

Volpato et al. (2012) identificaram receptores para colageno | e Ill nas
regides glandular e muscular, tanto do utero quanto da cérvix de cadelas com
piometra aberta e fechada. Os resultados nao identificaram diferencas
significativas entre as duas condicbes avaliadas e nem entre as regides
investigadas. Um aumento nas concentracdes de colageno também néo foi

identificado em casos de piometra fechada no estudo de Tamada et al. (2012).

3.2.3. OXIDO NITRICO

O 6xido nitrico (ON) € uma molécula néo polar que livremente difunde-se
através das membranas. Uma das caracteristicas quimicas mais originais e
importante do ON é ser uma espécie paramagnética (STAMLER et al., 1992;
DIXIT e PARVIZI et al., 2001)

O ON é responsavel por muitas fun¢cées nos mamiferos e parece ser um
importante regulador paracrino de varios processos reprodutivos femininos,

como a secrecdo de gonadotrofinas, ovulacdo, regressdo do corpo luteo,
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implantagdo e desenvolvimento embrionario, contratilidade uterina,
amadurecimento cervical e o parto (MOTTA et al., 2001; DIXIT e PARVIZI,
2001; LAPOINTE et al., 2006).

O oOxido nitrico € um potente vasodilatador e um mediador da
permeabilidade vascular. Além disso, o oxido nitrico aumenta a expresséo de
algumas metaloproteinases especificas que sdo conhecidas por participar da
remodelacéo de tecidos (NOVARO et al., 2001; SORDELLI, et al., 2012).

Estudos tém incidido sobre o 6xido nitrico sintetase (NOS) / 6xido nitrico
(ON). O sistema NOS/NO tem sido postulado como tendo um papel regulador
no miometrio e colo do Utero durante a gestacdo e o parto. A atividade NOS
leva a producdo de ON e € a via final na inducdo de mudancas quimicas
associadas com a maturacdo cervical. No colo do utero humano, o
amadurecimento esta associado com um aumento do NOS. O aumento de ON
na cérvix leva ao aumento na atividade de metaloproteinase, apoptose celular e
sintese de glicosaminoglicano. Todas estas modificacfes estdo associadas
com o processo de amadurecimento cervical (ROSSELLI et al.,1998; DIXIT e
PARVIZI, 2001; POULOS e LI, 2013).

A presenca e migracdo de células inflamatorias podem causar o
aumento das atividades do Oxido nitrico sintetase, juntamente com outros
agentes inflamatorios como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa e
interleucina-8 (IL-8). Esses mecanismos parecem estar envolvidos no
amadurecimento cervical devido ao processo de remodelacdo do tecido
inflamatorio e quebra de pontes quimicas entre as fibras de colageno
(GOLDBERG, 2014).

Diversos agentes podem ser utilizados na tentativa de relaxar a cérvix.
Farmacologicamente sdo quimiocinas como a interleucina, analogos da
prostaglandinas e ON. A NOS é encontrada na cérvix de ratos, cobaias e
suinos e tem sua concentracdo elevada durante o parto. As mudancas
observadas na cérvix de suinos apos administracdo de nitroprussiato de sodio
assemelham-se aquelas ap0s maturacédo fisiolégica normal ao parto, com
influxo de mondcitos e granulécitos (KELLY, 2002).

As i-NOS sao a forma induzivel e foram localizados na por¢cao muscular,
no musculo liso vascular e no epitélio da cérvix, estando presente também no

colo do utero de diversas espécies durante a gestacdo e durante o parto,
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sugerindo que o ON tenha um papel importante no processo de
amadurecimento cervical e parto. Aplicacdes locais de ON em animais e seres
humanos produzem  caracteristicas associadas ao processo de
amadurecimento cervical (LEDINGHAM et al., 2000). Sob condi¢bes anormais,
a progesterona prolonga a gestacdo e parece causar um aumento da
expressdo de i-NOS, o que sugere seu envolvimento na cascata de

amadurecimento cervical (MARX et al., 2006).

3.2.4. FAS/FAS-L

O sistema FAS/FAS-L é o responsavel por regular a apoptose, existindo
diversos mecanismos de forma fisiologica e outros patolégicos. O receptor FAS
€ responsavel pela morte celular a partir do fator de necrose tumoral e seu
ligante, FAS-L, induz trimerizagdo e recrutamento de dominio de morte
(LERMA et al., 2008).

A regulacao da apoptose envolve um conjunto complexo de eventos por
meio de interacdo de varios genes com efeitos estimulantes e inibitérios na
morte celular programada. FAS (também chamado CD95 ou APO-1) é uma
proteina de membrana do tipo I, membro do subgrupo da superfamilia dos
receptores do fator de necrose tumoral que contém um dominio de morte
intracelular, pode iniciar a sinalizacdo da apoptose e tem um papel critico na
regulacdo do sistema imunoldgico. Foi originalmente descoberto como sendo a
via final de anticorpos que provocam a morte celular por apoptose (KAYISLI et
al., 2003; KAUFMANN et al., 2012; HANSFORD et al., 2013).

Apoptose induzida por FAS requer recrutamento e ativacado da caspase
iniciadora, caspase-8 (em humanos também caspase-10), dentro do complexo
de sinalizagcédo de inducdo a morte. Além de apoptose, FAS pode desencadear
varias vias de sinalizacdo néo apoptoéticas, assim como vias que promovem a
ativacao das células e proliferacéo celular (KAUFMANN et al., 2012).

A funcéo de FAS-L é regulada por deposicdo na membrana plasmatica e
mediada por metaloproteases, podendo ter atividades ndo apoptoticas, tais
como a inducdo de resposta inflamatdria (TRAMBAS e GRIFFITHS, 2003;
WILSON et al., 2009).



17

3.2.5. PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas (PGs) representam uma familia de mediadores
lipidicos, que também compreendem os leucotrienos e tromboxanos e
consistem de quatro membros, nomeados D2 prostaglandina (PGD?2),
prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2a (PGF2a) e prostaciclina. As
PGs estdo profundamente envolvidas nas fungbes reprodutivas tais como
ovulacéo, fertilizacdo, implantacéo e parto. Elas também desempenham papéis
cruciais nas doengas endometriais e na manutencdo da gestacdo (SALES e
JABBOUR, 2003; ACHACHE e REVEL, 2006; CARLI et al., 2009; ST-LOUIS et
al., 2010).

Aplicagdes de PGs em animais e humanos produzem caracteristicas
locais associadas ao amadurecimento cervical. Esse processo sugere que as
PGs desempenham um papel importante no amadurecimento do colo do utero
e no parto (MARX et al., 2006). As propriedades luteoliticas e uterotonicas da
PGF2a tém sido utilizadas para tratar a piometra, principalmente a forma
aberta, em cadelas jovens e com funcdes renais e hepaticas normais. O uso de
prostaglandina em casos de piometra fechada estd associado ao risco de
peritonite, por ocorrer a passagem for¢cada de fluido contaminado do utero para
as bursas dos ovarios e, assim, para dentro da cavidade peritoneal, ou ruptura
da parede uterina. A eficacia de PGF2a é principalmente devido a sua
capacidade de induzir a contragdo uterina (FIENI et al., 2014).

Sabe-se que o endométrio canino sintetiza e libera prostaglandinas
(ENGINLER et al.,, 2014). O aumento de metabdlitos foi observado durante
situacOes fisioldogicas como o parto e 0 periodo pds-parto em cadelas, mas
também em situacdes patoldégicas como nos casos de piometra (HAGMAN et
al.,, 2006a; HAGMAN et al.,, 2006b). O aumento das concentracdes dos
metabolitos de PGF2a provavelmente provém da sintese endometrial de
prostaglandinas, as quais, na piometra canina, sao o resultado da estimulacao
uterina pelas endotoxinas. Esse aumento da sintese endometrial de PGE2 e
PGF2a pode regular a resposta inflamatoria local (SILVA et al., 2009).

No estro, o grau de relaxamento do colo do utero é provavelmente

regulado pela sintese de prostaglandinas e remodelacéo da matriz extracelular.
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A prostaglandina atua estimulando o relaxamento do musculo liso e a sintese
de glicosaminoglicanos. A sintese de acido hialurénico pode causar a
remodelacdo da matriz extracelular do colo do utero culminando com o
relaxamento cervical (KERSHAW et al., 2009).

Desde o final da década de 1970, aplicacdo local na vagina ou colo
uterino em mulheres e a administracéo sistémica de PGs e analogos sintéticos
tém sido consistentemente capaz de induzir o amadurecimento do colo
(HERTELENDYA e ZAKARB, 2004). A eficiéncia clinica € um forte indicio de
gue as PGs podem ter um papel na fisiologia da remodelacao da cérvix.

Uma quantidade substancial de dados clinicos e evidéncias
experimentais e laboratoriais sugerem que as PGs sdo mediadores da
remodelacéo cervical antes e durante o parto. As prostaglandinas sédo capazes
de desencadear a remodelacéo cervical de uma maneira que se assemelha as
alteracbes do parto espontaneo, mas suas funcdes especificas ainda néo
foram definidas (HERTELENDYA e ZAKARB, 2004).

A PGF2a esta envolvida no processo de abertura cervical através da sua
capacidade de estimular o aumento dos glicosaminoglicanos. O
amadurecimento cervical é associado com o aumento na atividade dos
metaloproteinases, enzimas que degradam proteinas da matriz extracelular, e
assim, aumentam a degradacao de colageno recém-sintetizado, o que leva a
diminuicdo do colageno no local, relaxando a cérvix (ST-LOUIS et al., 2010;
ENGINLER et al., 2014; FIENI et al., 2014).

A deposicdo de PGE2 na vagina ou cérvix da mulher, ovelha, égua e
vaca origina um relaxamento e dilatacdo cervical in vivo, independentemente
do estado fisiolégico e das concentracbes de progesterona. Na mulher, a
aplicacao de prostaglandinas na cérvix antes do parto induz a dilatacéo cervical
(NUNES et al., 1999; BARBAS et al., 2001).

Algumas prostaglandinas diminuem a atividade contratil da musculatura
cervical, sendo a PGE2 aquela que apresenta uma atividade inibidora mais
potente mesmo em doses baixas. O misoprostol, um analogo sintético da
PGEL, tem se mostrado altamente eficiente na inducdo da abertura cervical e
no estimulo da atividade contratil do miométrio (NUNES et al., 1999; BARBAS
et al., 2001; KELLY, 2002).
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E sabido que as prostaglandinas estdo envolvidas no amadurecimento
cervical fisiologico, sendo os fibroblastos cervicais iniciadores do processo
controlando a permeabilidade e dilatacdo dos pequenos vasos sanguineos. As
prostaglandinas podem também apresentar um efeito direto na estimulacdo da
matriz metaloproteinase. O efeito vasoativo da PGE2 facilita a penetracao de
leucécitos na cérvix e os neutréfilos abundantes na circulacdo periférica sdo
uma fonte importante de colagenase para o amadurecimento cervical final
(KELLY, 2002).

A infeccdo da cérvix e atero podem levar a um enfraquecimento da
cérvix podendo ser um fator contribuinte nos casos de trabalho de parto
prematuro. A atividade da prostaglandina desidrogenase é reduzida na
presenca de infeccbes permitindo, portanto, a atuacdo da prostaglandina no
local (KELLY, 2002; WESS et al., 2004).

3.2.6. CICLO-OXIGENASE

A ciclo-oxigenase (COX) & uma enzima chave na sintese de
prostandides, sendo um potente mensageiro de lipidios bioativos com varias
fungbes importantes. Foi descoberta na década de 1990 e existe em duas
isoformas, COX-1 e COX-2. A COX-1 é referida como um '‘isoforma
constitutiva’, sendo expressa na maioria dos tecidos em condi¢cbes basais. Em
contraste, COX-2 é conhecida como um '‘isoforma induzivel', indetectavel na
maioria dos tecidos normais, mas sua expressdo aumenta durante varias
condi¢Bes patologicas (SIMMONS et al., 2004; ZIDAR et al., 2009).

A COX- 2 é localizada na por¢cdo muscular, no musculo liso vascular e
no epitélio da cérvix e aumentam acentuadamente antes ou durante o trabalho
de parto. A indometacina, um inibidor inespecifico da COX, evita abortamentos
espontaneos ou trabalho de parto prematuro em mulheres, pois inibe o
relaxamento cervical (BUKOWSKI et al., 2001; MARX et al., 2006) mostrando
assim o envolvimento da COX no mecanismo de abertura e fechamento
cervical.

A regulagdo hormonal da COX-2 tem sido amplamente investigada e,
potencialmente, as gonadotrofinas (FSH e LH) e hormdnios esteroides
reprodutivos (progesterona e estradiol) podem aumentar a expressédo de COX-
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2 no utero e cérvix. Uma possivel explicacdo para este controle multifatorial, é
gue a regulacdo de COX-2 é focada na sintese de PGF2a. No momento em
gue os altos niveis de progesterona regulam o receptor, ele conduz a um
aumento da COX-2 (RUPNOW et al.,, 2002; ZHANG et al., 2007; FALCHI e
SCARAMUZZI, 2013).

O mecanismo de dilatagdo da ceérvix inclui uma série de interacbes que
ocorrem atraves de reacdes quimicas estimuladas por diferentes hormoénios. A
enzima COX-2 esta envolvida com o aumento local de PGE2. Esse aumento
conduz a diversas alteracdes associadas ao amadurecimento cervical, como a
dilatacdo dos pequenos vasos, aumento da degradacao do colageno, aumento
do acido hialurdénico, aumento da quimiotaxia dos leucécitos e aumento do
estimulo e liberagéo da interleucina-8 (IL-8) (MARX et al., 2006; GOLDBERG,
2014).

O relaxamento cervical é provavelmente mediado por mudancas nos
horménios periovulatorios, sintese de prostaglandinas e remodelacdo da matriz
extracelular do colo do utero. HA um aumento na expressao de COX-2 na
cérvix de ovelhas no cio que esta associada com a remodelacdo do colageno
(KERSHAW et al., 2007), sugerindo que o aumento da expressdo de COX-2
pode aumentar a sintese de prostaglandina E2, que age sobre a matriz
extracelular do colo do Utero para induzir o relaxamento cervical. O mecanismo
pelo qual a PGE2 pode regular as alteracfes da matriz extracelular cervical das
ovelhas néo é totalmente compreendido (KERSHAW 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 Comissao
de Etica no Uso de Animais de acordo com o0s principios éticos na
experimentagdo animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, campus Botucatu, recebendo o protocolo nimero 217/2011- CEEA.

Foram utilizadas 34 cadelas, sendo 22 com diagndstico de piometra e 12
consideradas saudaveis utilizadas como controle. Das 12 cadelas consideradas
normais, seis encontravam-se na fase luteal do ciclo estral e seis na fase
folicular. Todas as fémeas foram selecionadas entre aquelas atendidas na area
de Reproducéo de Pequenos Animais do Departamento de Reproducdo Animal
e Radiologia Veterinaria.

O diagnostico de piometra foi realizado por meio do historico clinico,
exames fisico e complementares como hemograma e avaliacdo
ultrassonografica. As cadelas em fase luteal e fase folicular foram assim
classificadas baseado na historia reprodutiva, dos sinais clinicos e da inspecéo
macrocoscopica dos ovarios e do utero durante a ovariosalpingohisterectomia
(OSH) eletiva, sendo confirmadas as fases através da dosagem sérica de
progesterona.

Destas 34 fémeas foram coletadas amostras de sangue para dosagem
sérica de progesterona. Apos o procedimento da OSH foram coletados
fragmentos da cérvix para a avaliacdo imunoistoquimica dos receptores de e-
NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2.

Do total de cadelas com piometra, 11(50%), apresentavam secrecao
vaginal purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e 11(50%), foram

diagnosticadas como piometra de cérvix de fechada.
4.1. DOSAGEM SERICA DE PROGESTERONA
O sangue foi coletado por venopuncao de veia jugular em frascos sem

anticoagulante e foi levado imediatamente ao Laboratério de Reproducéo de
Pequenos Animais e Silvestres onde foi centrifugado (Centrifuga LS-3 — Celm®
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- 1700x g) por 10 minutos para obtengédo do soro, que foi identificado com o
nome e numero de registro dos animais e armazenado a temperatura de -18°C
até o momento da avaliagdo hormonal.

Apoés descongelacdo em temperatura ambiente, todas as amostras de
soro foram avaliadas quanto as suas concentracbfes de progesterona. As
dosagens foram realizadas utilizando-se kits comerciais em fase solida (Coat A
— Count Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, Califérnia, USA), com
leitura por sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra Il Auto Gamma- GMI
Inc. — Minnesota - USA) seguindo-se as instru¢des do fabricante. As dosagens
de progesterona foram realizadas no Laboratorio de Endocrinologia do
Departamento de Reproducéo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ, UNESP,
Campus de Botucatu.

4.2. ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Os fragmentos cervicais foram coletados ap0s a realizacdo da OSH. Foi
realizado dois cortes longitudinais na por¢cdo meédia da cérvix, coletando um
fragmento com todas as camadas cervicais, esses 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 Servi¢co de Patologia Veterinaria do Departamento de Clinica
Veterinaria — FMVZ — UNESP — Botucatu. Apos a incluséo, cortes de trés pum
foram obtidos, montados em laminas com extremidade fosca e corados
inicialmente em HE para avaliar a qualidade do material. Posteriormente novos
cortes de trés 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 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 solugdo de xilol por 20 minutos. As laminas foram transferidas
para cubas de vidro para a hidratacdo em banhos de alcool, permanecendo por
trés minutos em cada cuba (alcool absoluto I, II, Ill, &alcool 95% e 85%).

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

pesquisado:

v Receptores e-NOS: para a deteccao de receptores de e-NOS realizou-se

a recuperacao antigénica em solucao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:100 (anticorpo rabbit
polyclonal antibody to eNOS, abcam® - USA. Cod ab5589. Lot. GR102591-1),
em camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.

v Receptores i-NOS: para a deteccao de receptores de i-NOS realizou-se

a recuperacao antigénica em solucao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:100 (anticorpo rabbit
polyclonal antibody to INOS, abcam® - USA. Cod ab3523. Lot. GR104194-1),

em camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.
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v Receptores FAS: para a deteccdo de receptores FAS realizou-se a

recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:500 (anticorpo rabbit
polyclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology® - USA. Céd sc715. Lot. J2912), em

camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.

v Receptores FAS-L: para a deteccdo de receptores FAS-L realizou-se a

recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em panela de presséao tipo pascal
(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tampdo Tris—pH 7,4 (Trizma Base®-Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:500 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® -
USA. Cod sc956. Lot. E1311), em camara umida durante 2h a temperatura de
37°C.

v Receptores PGF2a-R: para a deteccéo de receptores PGF2a-R realizou-

se a recuperacdo antigénica em solucéao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL
de agua destilada e 2,1 g de &cido citrico monohidratado, com o pH corrigido

para 6,0 com &cido cloridrico) com incubacao em panela de pressao tipo pascal
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(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tamp&o Tris—pH 7,4 (Trizma Base®—Sigma
Chemical Co—-USA). Realizou-se a incubacdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:200 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® -
USA. Cod sc67029. Lot. D0108), em camara umida durante 2h a temperatura
de 37°C.

v Receptores COX-2: para a deteccao de receptores COX-2 realizou-se a

recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em panela de presséao tipo pascal
(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase endogena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tampdo Tris—pH 7,4 (Trizma Base®-Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:100 (anticorpo monoclonal mouse, anti Human, Dako® - USA.
Clone CX-294. Ref:M3917 Lot. 10052367), em camara umida durante 2h a
temperatura de 37°C.

As proximas etapas foram semelhantes para todos os antigenos.

Apoés as 2 horas de incubacdo com o anticorpo primario em camara
umida a 37°C, o material foi entdo submetido a banhos de TRIS e,
posteriormente, incubado com o anticorpo secundario Histofine® (Nichirei
Biosciences Inc. - Japan) por 30 minutos, ainda em camara umida, segundo
instrucdes do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solucdo tampao TRIS

- pH 7,4, e revelacdo com o cromogeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid
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DAB Cromogen® — Dako — USA) durante 5 minutos ao abrigo da luz e
novamente lavagem com solucéo tampéao TRIS - pH 7,4.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 1
minuto, e a coloragcdo 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 1, 1I, 1ll, xilol I e Il) e foram montadas com laminulas utilizando-se
resina sintética - Permount (Fisher Scientific — cod. UN1294e).

Como controle negativo, em outro corte de cérvix 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 fracOes
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. As regides avaliadas na cérvix foram o epitélio luminal, regido glandular
e 0 muscular. Para todos os receptores a marcacao foi citoplasmatica.

Para avaliar a imunomarcacéo foram utilizados dois metodos, realizamos
pelo mesmo operador, no mesmo momento. No primeiro, em cada um desses
tecidos foram avaliados cinco campos, cada campo recebeu um escore de 0 a
4 (sendo 0 = 0 a 5% do campo positivo, 1 =5 a 25% do campo positivo, 2 = 25
a 50%, 3 = 50 a 75% do campo positivo e 4 = 75 a 100% do campo positivo)
sendo considerados positivos aqueles citoplasmas corados em marrom e
negativos aqueles corados em azul. No segundo método, a intensidade das
marcacgOes foi avaliada de forma subjetiva em nenhuma, fraca, moderada e
forte, recebendo respectivamente escore 0, 1, 2 e 3 para a analise estatistica.
As leituras foram realizadas em cinco campos aleatorios, sendo todos o0s
campos homogéneos (mais de 80% da coloracdo com a mesma intensidade).
As avaliagcbes foram realizadas em um microscopio de luz no aumento 400

vezes.
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

O software utilizado para a realizagdo da estatistica foi o SPSS
Statistics 17.0. Para comparacdo dos grupos piometra de ceérvix aberta e
piometra de cérvix fechada calcularam-se os valores medianos das medidas de
cada individuo nos cinco campos avaliados para todos os receptores, nas trés
regides consideradas em cada grupo (unidade amostral).

Utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney para comparar a
presenca e a concentracdo de cada receptor e regido entre 0s grupos piometra
fechada e aberta. Este teste € utilizado para variaveis categoéricas e para
grupos independentes. Os valores de p menores que 0,05 indicam uma
diferenca significativa da medida mediana entre 0s grupos.

Entre os grupos piometra, fase luteal e fase folicular, utilizou-se o teste
Kruskall-Wallis, pois a comparacéao foi realizada entre 3 grupos independentes.
Este teste ndo € paramétrico e também é indicado para variaveis categoricas.
O valor de p menor que 0,05 indica que pelo menos um dos grupos apresenta
mediana diferente dos demais. Para 0s casos significativos realizaram-se as
comparacdes multiplas para identificagdo do grupo que apresenta mediana
diferente dos demais.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. DOSAGEM SERICA DE PROGESTERONA

Dos 34 animais estudados, 22 apresentavam quadro clinico e exames
complementares compativel com diagnodstico de piometra (11 com piometra
aberta e 11 com piometra fechada). Das 12 cadelas utilizadas como controle,
seis foram classificadas na fase folicular do ciclo estral e seis na fase luteal de
acordo com a avaliacdo macroscopia dos ovarios apés a OSH, sendo
observadas estruturas tipicas de cada fase, foliculos e corpos luteos,
respectivamente. As fases do ciclo estral foram confirmadas através da

dosagem sérica de progesterona (Tabela 01).

TABELA 01: Valores das dosagens seéricas de progesterona (ng/mL) dos

animais dos grupos piometra aberta (PA), piometra fechada (PF), fase folicular
(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

GRUPOS

Piometra aberta Piometra fechada Fase folicular Fase luteal
0,946 9,290 1,374 7,191
10,276 9,329 5,730 8,958
18,593 9,671 1,516 9,858
3,568 18,902 1,925 7,342
2,435 7,467 0,932 8,107
0,658 7,894 3,490 20,479
0,286 7,235
2,366 1,809
2,758 1,613
2,858 0,512
11,990 Out*

Média =5,1580 Média =7,3722 Média =2,4945 Média =10,3225

« valor menor que 0,1
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5.2. IMUNOISTOQUIMICA

5.2.1. Receptores e-NOS

Foram avaliadas imunomarcacfes de receptores de e-NOS na cérvix
(Figura 1) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estao demonstrados nas tabelas 02 a 09.

TABELA 02: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de e-NOS na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

e-NOS_total PA 2 3 4 0,556
PF 3 3 4

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

TABELA 03: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-NOS_Iluminal), regido glandular (e-
NOS_glandular) e regido muscular (e-NOS_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
e-NOS_luminal PA 0 1 3 0,701

PF 0 1 4
e-NOS_glandular PA 3 4 4 0,402

PF 4 4 4
e-NOS_muscular PA 2 3 4 0,219

PF 3 4 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 04: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

e-NOS_total PA 1 1 1 0,261
PF 1 1 2

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

TABELA 05: Valores medianos da intensidade de imunomarcacédo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-
NOS_luminal), regidao glandular (e-NOS_glandular) e regido muscular (e-
NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regido tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
e-NOS_luminal PA 0 1 1 0,851

PF 0 1 1
e-NOS_glandular PA 1 1 1 0,049

PF 1 1 2
e-NOS_muscular PA 2 2 3 0,421

PF 1 2 3

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

Apoés analise estatistica foi constatada diferenca significativa na
imunomarcacdo dos receptores e-NOS, sendo a maior concentracao
(intensidade) observada na regido glandular do grupo piometra fechada em
relacéo ao grupo piometra aberta.
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TABELA 06: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de e-NOS na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 2 3 4
e-NOS_total FF 4 4 4 0,069
FL 4 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 07: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-NOS_Iluminal), regido glandular (e-
NOS_glandular) e regido muscular (e-NOS_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra (PIl), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
e-NOS_luminal Pl 0 1 4

FF 1 4 4 0,390

FL 0 3 4
e-NOS_glandular Pl 3 4 4

FE 4 4 4 0,148

FL 4 4 4
e-NOS_muscular Pl 2 3 4

FF 3 4 4 0,518

FL 3 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 08: Valores medianos a intensidade de imunomarcag¢ao (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS na cérvix das cadelas dos

grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 1 1 1
e-NOS_total FF 1 2 2 0,028
FL 1 2 2

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 09: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-
NOS_luminal), regidao glandular (e-NOS_glandular) e regido muscular (e-
NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular
(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
e-NOS_luminal Pl 0 1 1

FF 1 1 2 0,592

FL 0 1 1
e-NOS_glandular Pl 1 1 2

FF 1 2 2 0,148

FL 1 2 2
e-NOS_muscular Pl 1 2 3

FF 1 2 2 0,296

FL 2 3 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

Foi constatada diferenca significativa na imunomarcacao dos receptores
e-NOS, sendo a menor concentracdo (intensidade) evidenciada no grupo

piometra em relagéo aos grupos fase folicular e fase luteal.
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Figura 01: Deteccao imunoistoquimica de receptores e-NOS, sendo
considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azul. “A” receptores de e-NOS no epitélio luminal da cérvix
aumento 200X; “B” receptores de e-NOS no epitélio luminal da cérvix aumento
400X; “C” receptores de e-NOS na regidao glandular e estroma da cérvix
aumento 200X; “D” receptores de e-NOS na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 400X; “E” receptores de e-NOS na regido muscular da cérvix
aumento 200X; “F” receptores de e-NOS na regido muscular da cérvix aumento

400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.
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5.2.2. Receptores i-NOS
Foram avaliadas imunomarcacdes dos receptores de i-NOS na cérvix
(Figura 2) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estdao demonstrados nas tabelas 10 a 17.

TABELA 10: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de i-NOS na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

i-NOS_total PA 4 4 4 0,687
PF 3 4 4

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

TABELA 11:. Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-NOS_luminal), regido glandular (i-
NOS_glandular) e regido muscular (i-NOS_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
i-NOS_luminal PA 4 4 4 0,654

PF 1 4 4
i-NOS_glandular PA 4 4 4 0,582

PF 4 4 4
i-NOS_muscular PA 2 3 4 0,451

PF 2 3 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 12: Valores medianos da intensidade de imunomarcacédo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

i-NOS_total PA 1 2 3 0,557
PF 1 2 2

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

TABELA 13: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-
NOS_luminal), regidao glandular (i-NOS_glandular) e regido muscular (i-
NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regido tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
i-NOS_luminal PA 1 1 3 0,604

PF 1 2 2
i-NOS_glandular PA 1 2 3 1,000

PF 1 2 3
i-NOS_muscular PA 1 3 3 0,141

PF 1 1 2

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

N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacdo dos

receptores i-NOS entre 0s grupos piometra aberta e piometra fechada.
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TABELA 14: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de i-NOS na cérvix das cadelas dos grupos piometra (Pl), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 4 4 4
i-NOS_total FF 4 4 4 0,460
FL 3 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 15: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-NOS_luminal), regido glandular (i-
NOS_glandular) e regido muscular (i-NOS_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra (PIl), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
i-NOS_luminal Pl 3 4 4

FF 1 2 4 0,217

FL 0 4 4
i-NOS_glandular Pl 4 4 4

FF 4 4 4 0,607

FL 3 4 4
i-NOS_muscular Pl 2 3 4

FF 3 4 4 0,191

FL 3 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 16: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS na cérvix das cadelas dos

grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 1 2 3
i-NOS_total FF 1 1 2 0,139
FL 2 3 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 17: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-
NOS_luminal), regidao glandular (i-NOS_glandular) e regido muscular (i-
NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular
(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
i-NOS_luminal Pl 1 2 3

FF 1 1 2 0,377

FL 1 3 3
i-NOS_glandular Pl 1 2 3

FF 1 2 3 0,307

FL 2 3 3
i-NOS_muscular Pl 1 2 3

FF 1 1 1 0,066

FL 2 3 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacédo dos

receptores i-NOS entre 0s grupos piometra, fase folicular e fase luteal.
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Figura 02: Deteccdo imunoistoquimica de receptores de i-NOS, sendo
considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azul. “A” receptores de i-NOS no epitélio luminal da cérvix
aumento 200X; “B” receptores de i-NOS no epitélio luminal da cérvix aumento
400X; “C” receptores de i-NOS na regido glandular e estroma da cérvix
aumento 200X; “D” receptores de i-NOS na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 400X; “E” receptores de i-NOS na regido muscular da cérvix
aumento 200X; “F” receptores de i-NOS na regidao muscular da cérvix aumento
400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.
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5.2.3. Receptores FAS
Foram avaliadas imunomarcacdes para 0s receptores FAS na cérvix
(Figura 3) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estdao demonstrados nas tabelas 18 a 25.

TABELA 18: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de FAS na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

FAS_total PA 4 4 4 0,582
PF 4 4 4

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

TABELA 19: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores FAS no epitélio Iluminal (FAS_luminal), regido glandular
(FAS_glandular) e regido muscular (FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
-
Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
FAS_luminal PA 3 4 4 0,591
PF 4 4 4
FAS_glandular PA 4 4 4 0,621
PF 4 4 4
FAS_muscular PA 3 3 4 0,339
PF 3 4 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 20: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

FAS_total PA 1 2 2 0,665
PF 2 2 2

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

TABELA 21: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS no epitélio luminal
(FAS_luminal), regido glandular (FAS_glandular) e regido muscular
(FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
FAS_luminal PA 1 2 2 0,750

PF 1 2 2
FAS_glandular PA 1 1 3 0,504

PF 1 2 2
FAS_muscular PA 1 1 2 0,971

PF 1 2 2

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

N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacédo dos

receptores FAS entre 0s grupos piometra aberta e piometra fechada.
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TABELA 22: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de FAS na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 4 4 4
FAS_total FF 4 4 4 0,607
FL 4 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 23: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de FAS no epitélio luminal (FAS_luminal), regido glandular
(FAS_glandular) e regido muscular (FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos
grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
FAS_luminal Pl 4 4 4

FF 3 4 4 0,988

FL 3 4 4
FAS_glandular Pl 4 4 4

FF 3 4 4 0,593

FL 4 4 4
FAS_muscular Pl 3 3 4

FF 2 4 4 0,979

FL 3 3 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 24: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS na cérvix das cadelas dos

grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

Pl 1 2 2
FAS_total FF 1 1 1 0,015
FL 1 2 2

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 25: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS no epitélio luminal
(FAS_luminal), regido glandular (FAS_glandular) e regido muscular
(FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (Pl), fase folicular
(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
FAS_luminal Pl 1 2 2

FF 1 1 2 0,715

FL 1 2 3
FAS_glandular Pl 1 2 2

FF 1 1 1 0,854

FL 2 2 2
FAS_muscular Pl 1 2 2

FF 1 1 1 0,481

FL 1 2 2

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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Foi constatada diferenca significativa na imunomarcacéo dos receptores
FAS, sendo sua concentracdo (intensidade) menor no grupo fase folicular

guando comparado aos grupos piometra e fase luteal.

Figura 03: Deteccao imunoistoquimica de receptores FAS, sendo considerados
citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos aqueles
corados em azul. “A” receptores de FAS no epitélio luminal da cérvix aumento
200X; “B” receptores de FAS no epitélio luminal da cérvix aumento 400X; “C”
receptores de FAS na regido glandular e estroma da cérvix aumento 200X; “D”
receptores de FAS na regiao glandular e estroma da cérvix aumento 400X; “E”
receptores de FAS na regido muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores
de FAS na regido muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB,
contra coloracédo hematoxilina de Harris.
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5.2.4. Receptores FAS-L
Foram avaliadas imunomarcagbes de receptores FAS-L na cérvix
(Figura 4) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estdao demonstrados nas tabelas 26 a 33.

TABELA 26: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de FAS-L na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

FAS-L_total PA 2 3 4 0,035
PF 4 4 4

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

TABELA 27: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores FAS-L no epitélio luminal (FAS-L_luminal), regido glandular (FAS-
L_glandular) e regi&o muscular (FAS-L_muscular) na cérvix das cadelas dos

grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
FAS-L_luminal PA 0 3 4 0,091

PF 4 4 4
FAS-L_glandular PA 4 4 4 0,148

PF 4 4 4
FAS-L_muscular PA 2 3 4 0,158

PF 3 4 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 28: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

FAS-L_total PA 1 2 2 0,509
PF 1 2 3

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

TABELA 29: Valores medianos da intensidade de imunomarcacédo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L no epitélio luminal (FAS-
L_luminal), regido glandular (FAS-L_glandular) e regido muscular (FAS-
L_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra
fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regido tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
FAS-L_luminal PA 0 1 2 0,123

PF 1 2 2
FAS-L_glandular PA 1 1 2 0,696

PF 1 1 3
FAS-L_muscular PA 1 2 3 0,203

PF 1 3 3

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

Foi constatada diferenca significativa na imunomarcacao dos receptores
FAS-L, sendo o grupo piometra fechada o mais imunomarcado quando
comparado ao grupo piometra aberta.
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TABELA 30: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de FAS-L na cérvix das cadelas dos grupos piometra (Pl), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 3 4 4
FAS-L_total FF 4 4 4 0,634
FL 2 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 31: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de FAS-L no epitélio luminal (FAS-L_luminal), regido glandular
(FAS-L_glandular) e regido muscular (FAS-L_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
FAS-L_luminal Pl 1 4 4

FF 1 3 4 0,835

FL 0 4 4
FAS-L_glandular Pl 4 4 4

FF 4 4 4 0,587

FL 3 4 4
FAS-L_muscular Pl 3 3 4

FF 4 4 4 0,102

FL 2 3 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 32: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L na cérvix das cadelas dos

grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 1 2 2
FAS-L_total FF 1 2 2 0,547
FL 1 1 2

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 33: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L no epitélio luminal (FAS-
L_luminal), regido glandular (FAS-L_glandular) e regido muscular (FAS-
L_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF)
e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
FAS-L_luminal Pl 1 1 2

FF 1 1 1 0,523

FL 0 1 1
FAS-L_glandular Pl 1 1 2

FF 1 2 2 0,854

FL 1 2 3
FAS-L_muscular Pl 1 2 3

FF 1 2 3 0,481

FL 1 1 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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Nao foi constatada diferenca significativa na imunomarcacdo dos
receptores FAS-L entre 0s grupos piometra, fase folicular e fase luteal.

Figura 04: Deteccdo imunoistoquimica de receptores de FAS-L, sendo
considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azul. “A” receptores de FAS-L no epitélio luminal da cérvix
aumento 200X; “B” receptores de FAS-L no epitélio luminal da cérvix aumento
400X; “C” receptores de FAS-L na regido glandular e estroma da cérvix
aumento 200X; “D” receptores de FAS-L na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 400X; “E” receptores de FAS-L na regido muscular da cérvix
aumento 200X; “F” receptores de FAS-L na regido muscular da cérvix aumento

400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.
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5.2.5. Receptores PGF2a-R

Foram avaliadas imunomarcacdes de receptores PGF2a-R na cérvix
(Figura 5) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estdao demonstrados nas tabelas 34 a 41.

TABELA 34: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de PGF2a-R na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA)
e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

PGF2¢-R_total PA 2 3 4 0,103
PF 3 4 4

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

TABELA 35: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores PGF2a-R no epitélio luminal (PGF2a-R_luminal), regido glandular
(PGF2a-R_glandular) e regido muscular (PGF2a-R_muscular) na cérvix das
cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu,
2015.

Positividade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
PGF2a-R_luminal PA 0 3 3 0,178

PF 3 3 4
PGF20-R_glandular PA 0 3 4 0,033

PF 3 4 4
PGF2a-R_muscular PA 2 3 4 0,172

PF 3 3 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 36: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2a-R na cérvix das cadelas

dos grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

PGF2a-R_total PA 1 1 1 0,007
PF 1 2 2

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

TABELA 37: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2a-R no epitélio luminal
(PGF2a-R_luminal), regido glandular (PGF2a-R_glandular) e regi&o muscular
(PGF2a0-R_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regido tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
PGF2a-R_luminal PA 0 1 1 0,178

PF 1 2
PGF20-R_glandular PA 0 1 1 0,005

PF 1 2 2
PGF2a-R_muscular PA 1 2 0,484

PF 1 1 2

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

Foi constatada diferenca significativa na imunomarcacao dos receptores
PGF2a-R, sendo mais imunomarcadas a regido glandular do grupo piometra
fechada quando comparado a mesma regido do grupo piometra aberta. A
concentracao (intensidade) dos receptores foi maior no grupo piometra fechada
em relacdo ao grupo das aberta, assim como a concentracdo dos receptores
na regido glandular do grupo piometra fechada foi maior em relagédo a mesma

regido do grupo aberta
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TABELA 38: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de PGF2a-R na cérvix das cadelas dos grupos piometra (Pl), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

Pl 2 3 4
PGF20e-R_total FE 2 3 4 0,500
FL 2 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 39: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de PGF2a-R no epitélio luminal (PGF2a-R_luminal), regiédo
glandular (PGF2a-R_glandular) e regido muscular (PGF2a-R_muscular) na
cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal
(FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
PGF2a-R_luminal Pl 2 3 3

FF 0 2 3 0,277

FL 2 4 4
PGF2a-R_glandular Pl 2 4 4

FF 2 4 4 0,506

FL 3 4 4
PGF2a-R_muscular Pl 3 3 4

FF 2 3 3 0,341

FL 3 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 40: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2a-R na cérvix das cadelas

dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

Pl 1 1 2
PGF20e-R_total FE 1 1 1 0,715
FL 1 1 1

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 41: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2a-R no epitélio luminal
(PGF2a-R_Iluminal), regido glandular (PGF2a-R_glandular) e regido muscular
(PGF20-R_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (Pl), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
PGF2a-R_luminal Pl 1 1 1

FF 0 1 1 0,380

FL 1 1 2
PGF20-R_glandular Pl 1 1 2

FF 1 1 1 0,879

FL 1 1 2
PGF2a-R_muscular Pl 1 1 2

FF 1 1 1 0,793

FL 1 1 1

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacédo dos

receptores PGF2a-R entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal.
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Figura 05: Deteccdo imunoistoquimica de receptores PGF2a-R, sendo
considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azul. “A” receptores de PGF2a-R no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de PGF2a-R no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de PGF2a-R na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de PGF2a-R na regido glandular e
estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores de PGF2a-R na regido
muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de PGF2a-R na regido
muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracéo
hematoxilina de Harris.
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5.2.6. Receptores COX-2
Foram avaliadas imunomarcacbes de receptores COX-2 na ceérvix
(Figura 6) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.

Os resultados estao demonstrados nas tabelas 42 a 49.

TABELA 42:. Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para

receptores de COX-2 na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e
piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

COX-2_total PA 0 4 4 0,424
PF 3 4 4

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

TABELA 43: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores COX-2 no epitélio luminal (COX-2_luminal), regido glandular (COX-
2_glandular) e regido muscular (COX-2_muscular) na cérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
COX-2_luminal PA 0 3 4 0,294

PF 3 3 4
COX-2_glandular PA 0 4 4 0,221

PF 4 4 4
COX-2_muscular PA 1 4 4 0,301

PF 3 4 4

Teste Mann-Whitnney — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 44: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 na ceérvix das cadelas dos
grupos piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor MW

COX-2_total PA 0 2 3 0,296
PF 1 3 3

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

TABELA 45: Valores medianos da intensidade de imunomarcacé&o (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 no epitélio luminal (COX-
2_luminal), regido glandular (COX-2_glandular) e regido muscular (COX-
2_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra
fechada (PF). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
- _____________________________________________

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W
COX-2_luminal PA 0 2 3 0,289

PF 1 2 3
COX-2_glandular PA 0 2 3 0,048

PF 2 3 3
COX-2_muscular PA 1 3 3 0,475

PF 1 3 3

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

Foi constatada diferenca significativa na imunomarcacao dos receptores
COX-2, sendo maior a concentracdo (intensidade) dos receptores na regiao
glandular do grupo piometra fechada quando comparado a regido do grupo
piometra aberta.
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TABELA 46: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para
receptores de COX-2 na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 3 4 4
COX-2_total FF 4 4 4 0,715
FL 3 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 47: Valores medianos do escore positivos (imunomarcados) para
receptores de COX-2 no epitélio luminal (COX-2_luminal), regido glandular
(COX-2_glandular) e regiao muscular (COX-2_muscular) na cérvix das cadelas
dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Positividade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
COX-2_luminal Pl 3 3 4

FF 0 2 4 0,875

FL 0 4 4
COX-2_glandular Pl 4 4 4

FF 4 4 4 0,985

FL 3 4 4
COX-2_muscular Pl 3 4 4

FF 4 4 4 0,451

FL 4 4 4

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05
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TABELA 48: Valores medianos da intensidade de imunomarcacéo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 na ceérvix das cadelas dos

grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis

Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W

PI 1 2 3
COX-2_total FF 1 2 3 0,738
FL 2 3 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

TABELA 49: Valores medianos da intensidade de imunomarcacédo (nenhuma,
fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 no epitélio luminal (COX-
2_luminal), regido glandular (COX-2_glandular) e regido muscular (COX-
2_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF)
e fase luteal (FL). Botucatu, 2015.

Intensidade Percentis
e —

Regiéo tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor K-W
COX-2_luminal Pl 1 2 3

FF 0 1 3 0,764

FL 0 2 3
COX-2_glandular Pl 2 2 3

FF 1 2 3 0,334

FL 2 3 3
COX-2_muscular Pl 1 3 3

FF 2 3 3 0,987

FL 2 3 3

Teste Kruskall-Wallis — considerando p-valor < 0,05

N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacédo dos

receptores COX-2 entre o grupo piometra, fase folicular e fase luteal.
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Figura 06: Deteccao imunoistoquimica de receptores COX-2, sendo
considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azul. “A” receptores de COX-2 no epitélio luminal da cérvix
aumento 200X; “B” receptores de COX-2 no epitélio luminal da cérvix aumento
400X; “C” receptores de COX-2 na regidao glandular e estroma da cérvix
aumento 200X; “D” receptores de COX-2 na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 400X; “E” receptores de COX-2 na regido muscular da cérvix
aumento 200X; “F” receptores de COX-2 na regido muscular da cérvix aumento
400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.
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5.2.7. Resumo das comparacdes entre 0os grupos estudados

Os grupos estudados foram cadelas com o diagnéstico de piometra
aberta e fechada, e cadelas saudaveis em fase folicular e fase luteal do ciclo
estral. Foram estudados os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e
COX-2 em todos os grupos em diferentes regides da cérvix (luminal, glandular
e muscular). Comparou-se 0s grupos piometra aberta x piometra fechada e o
grupo piometra (piometra aberta + piometra fechada) x fase folicular x fase
luteal quanto a presenca dos receptores (Tabela 50) e quanto a concentracao
dos receptores (Tabela 51).

TABELA 50: Comparacgao da positividade (presenca) entre 0s grupos piometra
aberta (PA) e piometra fechada (PF) e entre os grupos piometra (Pl), fase
folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, i-
NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2). Botucatu, 2015.

Positividade e-NOS i-NOS FAS FAS-L  PGF20-R  COX-2
Total PA=PF PA=PF PA=PF PA<PF PA=PF  PA=PF
Luminal PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF  PA=PF
Glandular PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA<PF  PA=PF
Muscular PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF  PA=PF
Total PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Luminal PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Glandular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL

Muscular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL




62

TABELA 51: Comparacdo da intensidade (concentracdo) entre 0S grupos
piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF) e entre os grupos piometra (Pl),
fase folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS,
i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2). Botucatu, 2015.

Intensidade e-NOS i-NOS FAS FAS-L PGF2a-R COX-2
Total PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA<PF PA=PF
Luminal PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF
Glandular PA<PF PA=PF PA=PF PA=PF PA<PF PA<PF
Muscular PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF
Total PISFF=FL PI=FF=FL PI=FL>FF PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Luminal PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Glandular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL

Muscular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
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Discussao
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6. DISCUSSAO

Esta pesquisa selecionou alguns fatores que podem estar envolvidos na
abertura cervical em cadelas com piometra e em fase distintas do ciclo estral
com a intencdo de avancar na compreensao do relaxamento da cérvix. Neste
experimento foram realizadas avaliacdes imunoistoquimicas da cérvix para a
identificacdo e quantificacdo dos receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L,
PGF2a-R e COX-2, em diferentes regibes da cérvix (epitelial, glandular e
muscular) em cadelas saudaveis e com piometra.

A patogenia da piometra ainda ndo esta completamente elucidada a
despeito de inUmeros estudos a respeito do tema. Apos décadas de pesquisa
existe um consenso entre 0s autores sobre o envolvimento de uma acéo
hormonal somada a uma contaminacdo bacteriana. Sabe-se que a piometra é a
enfermidade mais frequente em cadelas n&o castradas, adultas ou idosas e se
nao diagnosticada e tratada precocemente pode levar o animal a morte.

As piometras abertas sdo menos toxicas e mais faceis de serem tratadas
do que os casos de piometra fechada, mas os mecanismos envolvidos na
abertura e fechamento da cérvix ndo sdo conhecidos. Se esses mecanismos
fossem esclarecidos poderia-se no minimo estimular a abertura cervical e
induzir a eliminagdo do conteudo uterino, elevando a taxa de sucesso dos
tratamentos.

A piometra € uma doenca diagnosticada principalmente na fase do
diestro do ciclo estral e mesmo com concentragdes elevadas de progesterona a
maioria dos casos de piometra é do tipo aberta. Com o objetivo de
compreender melhor o0 mecanismo de abertura cervical nossos estudos foram
focados em cadelas com piometra aberta e fechada e em cadelas saudaveis
em fase folicular e luteal.

O grupo piometra aberta foi constituido por 11 animais, o diagndéstico foi
realizado pelo histérico, anamnese, exame fisico e exame clinico, sendo
necessaria a presenca de secrecado vulvar que poderia variar de purulenta a
achocolatada para inclusdo do animal neste grupo. O diagnostico de piometra
foi sempre confirmado por meio de exame ultrassonografico e hemograma. O
grupo piometra fechada, também foi constituido por 11 animais, o diagndstico

foi realizado da mesma maneira, mas 0s animais ndo apresentavam secrecao
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vulvar, apenas aumento do volume uterino com conteudo diagnosticado
atraveés dos recursos de imagens. Os outros dois grupos estudados foram de
cadelas saudaveis em fase folicular e luteal do ciclo estral. Durante o
procedimento cirdrgico de OSH, os ovarios foram observados
macroscopicamente e as cadelas foram incluidas nos diferentes grupos pelo
exame da presenca de foliculos ou corpos lateos. A confirmacgéo da fase do
ciclo estral foi realizada posteriormente por meio da dosagem de progesterona
sérica.

A média da dosagem de progesterona das cadelas com piometra aberta
foi de 5,158ng/mL (variacdo de 0,286 a 18,593ng/mL) e das cadelas com
piometra fechada foi de 7,3722 ng/mL (variagdo de 0,512 a 18,902ng/mL).
Essa variacdo provavelmente foi devida a fase do ciclo estral em que o
diagnostico foi realizado; geralmente a piometra € diagnosticada na fase do
diestro do ciclo estral, todavia em alguns casos esse diagnodstico pode ser
realizado na fase de proestro, final do estro ou mesmo no anestro. Os
resultados da correlagéo da concentracdo de progesterona com a piometra séo
controversos nao havendo correspondéncia entre o tipo aberto ou fechado e os
niveis de progesterona.

Weiss et al. (2004) analisaram a concentracdo de progesterona de
cadelas com piometra e os resultados apresentaram diferencas significativas
entre a piometra aberta e fechada, sendo de 4,8 £ 0,9 ng/mL para a piometra
aberta e de 13,2 £ 5,5 ng/mL para a piometra fechada. Nos estudos realizados
por Volpato (2011) e Tamada et al. (2012) entretanto, n&o foi observada
diferenca significativa entre as concentracdes de progesterona e 0s grupos de
cadelas com piometra aberta e fechada.

O grupo de fémeas em fase folicular e luteal foi constituido de seis
animais cada um. Para confirmar a inclusdo das cadelas nos grupos, além da
avaliagdo macroscopia do ovario apos a OSH, foram realizadas dosagens
hormonais de progesterona, sendo a media das fémeas na fase folicular de
2,4945 ng/ml (variagéo de 0,932 a 5,730 ng/ml) e a média das cadelas em fase
luteal foi de 10,3225 ng/ml (variacdo de 7,191 a 20,479 ng/ml). Esses
resultados estdo de acordo com os resultados de Concannon et al. (1975) e
Benetti et al. (2004), provavelmente as cadelas incluidas na fase folicular do



66

ciclo apresentavam-se no proestro e ou inicio do estro e as fémeas da fase
luteal encontravam-se no diestro.

O mecanismo de abertura e fechamento cervical no caso da piometra
canina pode estar envolvido com diversas intera¢gdes hormonais, mas também
pode ser devido a apenas um fator mecéanico exercido pela pressado do
acumulo de secrecao no interior do Utero. Durante o curso da doenca, algumas
cadelas com piometra aberta podem apresentar um fechamento da cérvix,
assim como cadelas com piometra fechada podem vir a apresentar abertura
cervical. Esse mecanismo, qualquer que seja, pode ser ativado ou inibido
durante a evolugcédo da doenca e necessita de maiores estudos.

Estudos sobre a ocorréncia e a localizacao de receptores hormonais em
utero e cérvix de cadelas ja foram apontados como possiveis causas de
relaxamento cervical. Segundo Kunkitti et al. (2011), os receptores de
estrogeno e progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante
o ciclo estral. Infelizmente segundo esses autores 0 mecanismo envolvido, as
mudancas e associacdes bioquimicas que ocorrem durante esse processo nao
foram completamente elucidado. Volpato et al. (2012), utilizando a técnica de
imunoistoquimica, pesquisaram receptores de progesterona e estrégeno a e 3
no Utero e cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. O numero de
nacleos positivos para receptores de estrégeno e progesterona nao diferiram
entre as cadelas com piometra aberta e piometra fechada (KUNKITTI et al.,
2011; VOLPATO et al., 2012), entretanto, Volpato et al. (2012) identificaram
diferencas na marcacéo dos receptores de progesterona. Foi observado uma
maior concentracdo de receptores de progesterona na cérvix de cadelas com
piometra fechada. Esse resultado permitiu levantar a hipotese de que
concentracOes fisiologicas de progesterona poderiam ser suficientes para
causar alteracdo na paténcia da cérvix em virtude de uma maior concentragao
local de receptores para esse horménio. Mesmo ndo havendo diferencas
importantes entre 0s niveis de progesterona nos tipos aberto ou fechado a
concentracao de receptores maior no caso das piometras fechadas poderia ser
responsavel pelo fechamento cervical.

A permeabilidade do colo do utero é importante para diversas situacdes
clinicas como parto normal, parto prematuro, abortos patolégicos, hidrometra,

mucometra, hemometra e piometra. A possibilidade de controlar a abertura



67

cervical com o uso de medicamentos resultaria em melhores condi¢cdes nas
intervengbes médicas. Posteriormente a revisao de literatura, um fluxograma foi
proposto como hipétese da interferéncia de cada receptor estudado na cascata
gue leva ao relaxamento cervical (Figura 7). O ponto chave seria a quebra do
colageno recém sintetizado e a quebra das pontes quimicas entre as fibras de

colageno.
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RELAXAMENTO CERVICAL

Figura 7: Fluxograma com a hipotese da interferéncia dos receptores
estudados (e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2) na cascata que
leva a abertura cervical. Adaptado de NUNES et al.,, 1999; BARBAS et al.,
2001; KELLY, 2002; LERMA et al., 2008, CHATDARONG et al., 2010;
KUNKITTI et al.,, 2011; TAMADA et al., 2012; KAUFMANN et al., 2012;
HANSFORD et al., 2013; GOLBERG, 2014.

A avaliacdo imunoistoquimica empregada neste trabalho foi capaz de
marcar com diferenca de intensidade os citoplasmas das células que possuiam
0s receptores avaliados. Por ser uma técnica semiquantitativa, a presenca e a

intensidade da marcacéo refletem, respectivamente, a positividade da célula e
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a concentracdo destes receptores. Na maioria dos trabalhos que tratam de
avaliagdo imunoistoquimica, os autores avaliam o numero de nucleos positivos
e sua intensidade (BOOS et al., 1996; MARTIM et al., 2008; MARTIN, 2009),
em outros trabalhos, entretanto, os pesquisadores avaliaram apenas a
intensidade da marcagéo (ROBINSON et al., 2001) ou ainda apenas identificam
o receptor (BREEVELD-DWARKASING et al., 2002).

Os receptores pesquisados nesse estudo foram identificados em todos
0s grupos avaliados. A identificacdo e a quantificacdo desses receptores foram
realizadas da mesma maneira para todos os grupos. Inicialmente os grupos
piometra aberta e fechada foram comparados entre si, levando-se em conta
cada regido da ceérvix (luminal, glandular e muscular) separadamente e
posteriormente foram somadas, primeiramente quanto a sua positividade e
depois sobre sua intensidade de coloracdo. Uma segunda analise comparativa
foi realizada, entre o grupo de cadelas saudaveis na fase folicular e na fase
luteal e o grupo de cadelas com piometra.

O utero sofre alteracdes estruturais importantes durante o ciclo estral e a
gestacdo. As células que regulam a contratilidade do musculo liso e a
contracao e a distensao espontanea do Utero, sdo dependentes da oxido nitrico
sintetase (NOS) (ROSSELLI et al., 1998).

Os dados relativos a regulacdo da sintese de oxido nitrico (ON) durante
a gestacédo e o parto sugerem que a NOS é o jogador-chave na regulacédo da
fungdo contratil do utero. Tem sido mostrado que existe um aumento nas
atividades NOS em utero de ratas durante a prenhez e uma diminuigdo no
momento do parto (NATUZZI et al., 1993). Resultado similar foi demonstrado
em coelhos (SLADEK et al., 1993). Essa situacdo fornece evidéncias de que
ON desempenha um papel importante no mecanismo de abertura e
fechamento do colo uterino durante a prenhez e o parto podendo inclusive
estar envolvida na remodelacéo do tecido conjuntivo.

Por esse motivo invetigamos o papel do oxido nitrico nos mecanismos
de abertura e fechamento cervical, através do mapeamento da expressao de e-
NOS e i-NOS na cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada, e em fases
folicular e Iutea do ciclo estral. Até a presente data ndo existem muitas fontes

na literatura acerca desse assunto na reproducao de carnivoros domesticos.
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Os receptores e-NOS nao apresentaram diferenca entre os grupos
piometra aberta e piometra fechada quanto a contagem total de células
positivas, assim como quando as contagens foram realizadas separadamente
por regibes da cérvix. Da mesma maneira, ndo houve diferenga significativa
guando comparamos 0s grupos de cadelas saudaveis na fase folicular, na fase
luteal e com diagnostico de piometra. Em contra partida, foi observada uma
intensidade maior de marcacéo na regido glandular da cérvix para o receptor e-
NOS no grupo piometra fechada quando comparado ao grupo piometra aberta.
A somatoria das regides e as regides luminal e muscular ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre 0s grupos de piometra. Quando comparamos 0
grupo piometra com os grupos de cadelas em fase folicular e fase luteal, ndo
foi observada diferenca na positividade de marcacao entre 0s grupos, porém o0s
grupos folicular e luteal, tem maior intensidade quando comparados ao grupo
piometra.

No nosso estudo em cadelas, ndo houve diferenca entre as fases do
ciclo estral estudadas O maior nivel de expresséo de e-NOS no utero de vacas
foi medida no final do ciclo estral (LAPOINTE et al., 2006).

O ON é um mediador do relaxamento do musculo liso em véarios tecidos,
podendo modular a contratilidade por inibir enzimas cicloxigenase ou ativando
prostandides. Pouco se sabe sobre os mecanismos de controle da expresséo
da NOS por sinais extracelular, na cérvix de mamifero (LAPOINTE et al., 2006).

Nossa pesquisa conseguiu identificar os receptores i-NOS em todos os
animais utilizados, poréem n&o houve diferenca estatistica nas analises
comparativas. Foi investigado comparativamente o grupo piometra aberta e
fechada quanto a sua positividade e intensidade ndo havendo diferenca entre
0s grupos nem quando subdividimos as regibes da cérvix. Ao comparar as
cadelas com diagnostico de piometra com os grupos de fase folicular e fase
luteal também nenhuma diferenca estatistica foi encontrada.

O papel fisiologico de e-NOS e i-NOS no utero de mulheres foi estudado
por Buhimschi et al. (1996), que demonstraram que tanto e-NOS quanto i-NOS
sdo reguladas durante a gravidez causando relaxamento do miométrio. As
constatacdes destes pesquisadores fornecem evidéncias convincentes de que

0 ON faz parte do controle da contratilidade uterina.



70

A relevancia fisiologica e biolégica de ON durante a gestacdo e o
trabalho de parto em ratos vem da constatacéo de que a inibicdo da sintese de
ON prolongou a duragdo do parto, o intervalo entre cada filhote nascido e
diminuiu a extensibilidade cervical (ROSSELLI et al., 1998).

O resultado do nosso experimento foi exatamente o contrario do
esperado, ou seja, esperavamos encontrar mais receptores para NOS no grupo
piometra aberta, pois uma maior quantidade de NOS aumentaria a liberacao de
enzimas colagenoliticas (metaloproteinases e proteases) quebrando assim as
pontes quimicas entre as fibras de colagenos, alterando a proporcéo
coladgeno/musculatura lisa causando o relaxamento da cérvix. Nosso resultados
corroboram com Natuzzi et al. (1993) e Sladek et al. (1993) que encontraram
menos receptores NOS no momento do parto de ratas e coelhas,
respectivamente, momento esse onde a cérvix se encontra aberta. N&o
conseguimos comprovar que e-NOS e i-NOS tenham uma participagéo clara no
mecanismo de relaxamento cervical em cadelas.

A NOS é um importante mediador na acdo de hormonios e
neurotransmissores que sao vitais para a regulacdo da reproducao (DIXIT e
PARVIZI, 2001). No entanto, a maior parte dos dados provenientes desses
estudos é realizada em ratos e seres humanos e um papel direto do ON no
controle da reproducdo em animais domésticos é especulativo. E possivel que
0 NOS desempenhe um importante papel na regulagcdo das funcdes
reprodutivas femininas. No entanto, uma busca na literatura revelou que existe
uma escassez de informacgéo sobre a distribuicéo e localizacdo de NOS.

O FAS é um receptor trimérico de plasma ligado a membrana de
superficie sendo expresso na maioria dos tipos celulares. Além da apoptose, 0
FAS pode desencadear varias vias de sinalizacdo nao apoptoticas, assim como
vias que promovem a ativacao das células e proliferacdo celular (KAUFMANN
et al. 2012). Ao avaliar a imunomarcagéo e sua intensidade, n&o foi constatada
diferenca estatistica entre o grupo piometra aberta e fechada. Quando
comparamos 0 grupo piometra com os grupos fase folicular e fase luteal, ndo
houve diferenca estatistica quanto a positividade da marcac¢do, mas ao avaliar
a intensidade da coloragéo, o que esta diretamente relacionada a concentracéo
dos receptores, a cérvix de cadelas em fase folicular apresentaram uma menor

concentracao de receptores que as cadelas com diagnostico de piometra e em
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fase luteal na somatorio das regides avaliadas. Quando examinamos a regiao
luminal, glandular e muscular separadamente, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos piometra, fase folicular e fase luteal.

O sistema FAS/FASL desempenha um papel importante na regulacao
da homeostase fisiologica do sistema imunitario. Quando comparamos a
imunorreatividade dos receptores FAS-L, o grupo piometra fechada foi maior
guanto a positividade dos receptores quando comparada ao grupo piometra
aberta. Ao dividir as regibes da cérvix em luminal, glandular e muscular néo
houve diferenca estatistica, assim como nao houve diferenca entre os grupos
ao analisar a intensidade da marcacdo. Quando a comparacao ocorreu entre o
grupo piometra e os grupos de cadelas em fase folicular e luteal, ndo houve
diferencas estatisticas na positividade e na intensidade, tanto no total quanto
nas diferentes regides da cérvix.

A funcdo de FAS-L é mediada pela metaloproteases, podendo ter
atividades ndo apoptéticas, tais como a inducdo de resposta inflamatéria
(TRAMBAS e GRIFFITHS, 2003; WILSON et al., 2009). Duas hipétese foram
levantadas ao estudarmos os receptores de FAS e FAS-L. A primeira € que
encontrariamos mais receptores no grupo piometra fechada por serem mais
toxicas e com processos inflamatorios mais exacerbados. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos quanto aos receptores FAS, mas FAS-L foi maior no
grupo piometra fechada quando a analise foi realizada com a positividade
somada de todas as camadas. Outra hipétese era de encontrarmos mais
receptores FAS e FAS-L no grupo piometra aberta pois sua principal acéo, que
€ a apoptose, poderia consumir o colageno recém sintetizado, alterando a
relacdo colageno/musculatura lisa fazendo o relaxamento cervical, o que n&o
pode ser concluido.

Selam et al. (2001) demonstraram que a regulacdo da expressao de
FAS-L no endométrio humano € ciclo dependente. A expressao de FAS-L no
estroma endometrial e nas células glandulares é regulada por estrégeno e
progesterona. Pelos resultados do nosso experimento, essa hipétese nao foi
confirmada em cadelas.

As prostaglandinas atuam nos fibroblastos da cérvix estimulando a
sintese de glicosaminoglicanos. Sugere-se que 0 mecanismo pelo qual as

prostaglandinas induzem o relaxamento cervical € complexo e ndo envolve
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apenas o relaxamento muscular, mas também o envolvimento de componentes
de matriz extracelular segregados por fibroblastos (KERSHAW et al., 2009).

Ha poucas informacfes disponiveis na influéncia das prostaglandinas
sobre a composi¢do celular do tecido cervical. Se as prostaglandinas
endogenas desempenham um papel na fisiologia do amadurecimento e
dilatacdo da cérvix, é de se esperar que os niveis de prostaglandinas devam
estar altos no tecido cervical em situacdes de relaxamento cervical.

Em nosso estudo os resultados mais expressivos entre 0S grupos
piometra aberta e fechada foram dos receptores de PGF2a-R. Estes receptores
apresentaram-se em maior quantidade na regido glandular do grupo piometra
fechada em relacdo ao grupo piometra aberta. Além disso, sua intensidade de
marcacao foi maior no grupo piometra fechada tanto na somatoria das regides
da cérvix quanto na porcéo glandular. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos piometra aberta e fechada ao avaliar a positividade total e as regides
luminal e muscular, assim como a intensidade nas regiées luminal e glandular.
Quando comparamos 0 grupo piometra com os grupos fase folicular e fase
luteal, ndo houve diferenca estatistica.

O efeito da ocitocina em relaxamento cervical em vacas é mediada por
um aumento local de COX-2 e um subsequente aumento da sintese de
prostaglandinas (SHEMESH et al., 1997). Em nosso estudo n&o foi notado
aumento nos receptores de prostaglandinas no grupo piometra de ceérvix
aberta; o grupo piometra fechada foi que apresentou o maior numero de
receptores. Quando comparado o grupo piometra com o grupo da fase folicular
e luteal ndo houve diferenca estatistica.

Esse resultado também ndo era esperado, um maior numero de
receptores de prostaglandina deveria ser encontrado nos animais com a cervix
relaxada. As prostaglandinas aumentam a quimiotaxia para leucoécitos, causam
dilatacdo de pequenos vasos e aumentam a liberacdo de metaloproteinases e
proteases, processos esses responsaveis pelo relaxamento cervical.

A proposta de que a prostaglandina interfere diretamente sobre a agéo
dos leucacitos foi estudada por Volpato et al. (2013). Neste trabalho, utilizando
seis cadelas com piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, nao foi
encontrada diferenga significativa entre o infiltrado leucocitario observado na

cérvix de cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucocitos
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como na quantificacdo de neutroéfilos, linfocitos, macréfagos, eosindfilos e
plasmocitos. De acordo com os resultados a infiltragdo leucocitaria ndo esta
associada a abertura cervical na piometra canina.

Ao analisar o muco do colo do utero de mulheres para PGE2 e PGF2a
durante o periodo de relaxamento cervical e em periodos normais, ndo foi
encontrada diferengca na concentracdo conforme era esperado (PLATZ-
CHRISTENSEN et al.,, 1997). Esses resultados corroboram com nosso
trabalho. Ao pesquisarmos receptores de PGF2a em cadelas em diferentes
fases do ciclo estral ndo encontramos diferencgas significativas entre elas.

Clinica e experimentalmente tem-se demonstrado a eficacia das
prostaglandinas sintética no amadurecimento cervical e indugéo do trabalho de
parto, provando que essas substancias sdo agentes farmacologicos
importantes em obstetricia humana (MACEDO et al., 1998).

Foi levantada a hipotese de que a prostaglandina sintetizada nos tecidos
adjacentes podem difundir-se para a cérvix afetando sua estrutura e fungao.
Este parece ser um mecanismo importante pelo qual as prostaglandinas atuam
durante a fase ativa do trabalho de parto, quando a cérvix progressivamente se
abre, pois, é fato bem documentado o seu envolvimento no mecanismo de
regulacdo da abertura cervical (HERTELENDY E ZAKAR, 2004). Essa hipotese
explicaria nossos resultados de ndo encontrarmos um aumento dos receptores
de prostaglandinas no tecido cervical nos casos de piometra aberta e fase
folicular do ciclo estral.

Gogny et al. (2010) forneceram a primeira evidencia in vitro da
participagdo dos receptores de PGF2a nas contracdes uterinas, indicando a
expressao funcional de tais receptores no miométrio do utero de cadelas. A
PGF2a induziu uma resposta contractil mais forte nas fibras longitudinais do
gue nas fibras circulares do miométrio. Estes resultados sugerem que existe
uma diferenca na sensibilidade a PGF2a ou uma distribuicdo heterogénea de
receptores PGF2a nas camadas do miométrio de cadelas. No entanto, o
mecanismo responsavel pela diferenca na resposta contractil entre as duas
camadas musculares ainda tem que ser determinado.

Informacdes detalhadas sobre a expressdo de enzimas biossintéticas
prostandides e receptores de prostaglandinas sdo necessarias para alcancar

uma melhor compreensdo da a¢ao da prostaglandina na remodelacdo do colo
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do utero e para a concepcao de terapias eficazes para o tratamento de
incompeténcia cervical. Apesar da visdo generalizada de que prostaglandinas
desempenham um papel-chave na promocdo das contracdes uterinas e 0
amadurecimento do colo do utero, o modo pelo qual agem ainda € pouco
compreendido (HERTELENDY e ZAKAR, 2004).

A distribuicdo de COX em tecidos & complexa. Ambas as isoformas,
COX-1 e COX-2, estdo presentes em muitos tecidos normais e em varias
condicdes patoldgicas (ZIDAR et al., 2009). O relaxamento cervical no estro é
induzido por hormdénios ovarianos e hipofisarios estimulando a producéao local
de prostaglandina E2 por meio de uma via biossintética que envolve um
numero de mediadores incluindo COX-2 (FALCHI e SCARAMUZZI, 2013).

Ao avaliar as imunomarcacdes dos receptores COX-2 em nosso estudo,
nao houve diferenca estatistica quanto a positividade quando comparamos o
grupo piometra aberta e fechada. Quando pesquisamos sobre a intensidade da
marcacao, notamos que na regido glandular a marcagdo imunoistoquimica €
mais intensa no grupo piometra fechada comparativamente ao grupo piometra
aberta, ndo havendo diferencas estatisticas quando comparamos 0S grupos
nos estudos das regides luminal e muscular e na somatoéria das trés regioes.
Ao comparar 0 grupo piometra aos grupos de cadelas na fase folicular e na
fase luteal, ndo observamos diferencas estatisticas na positividade e nem na
intensidade.

No estudo de Silva et al. (2010), foram estudadas as enzimas COX-1 e
COX-2 no utero de cadelas normais e com piometra. COX-1 foi
significativamente maior em cadelas com piometra do que no endométrio
normal, porém foi observada em ambas, cadelas normais e com piometra. A
enzima COX-2 sO estava presente no utero de cadelas com piometra. Em
nosso estudo foi evidenciada marcacao imunoistoquimica de COX-2 em todas
as cadelas com o diagnaostico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo
estral.

A expressdo dos genes de COX-2 na cérvix de cadelas ciclicas e com
piometra foi estuda por Linharattanaruksa et al. (2013). Nas fémeas ciclicas
normais durante todas as fases do ciclo estral, assim como nas cadelas com
piometra, COX-2 foi expresso, no entanto, ndo foram observadas diferencas

em suas expressdes. Concluiu-se que a expressao de COX-2 na cérvix néo
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sofre influencia dos horménios ovarianos. Esse trabalho corrobora com os
nossos dados ndao havendo diferencas estatisticas entre os grupos de cadelas
com o diagnostico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo estral.

Em ratas, a analise de COX-2 nas diferentes fases do ciclo estral
(diestro, proestro, estro e metaestro) revelou um maior nivel na fase do estro
em comparacao com as outras fases. A maneira como se regula e o papel de
cada enzima COX, durante a gestacdo e o ciclo estral no utero de rato néo
foram completamente esclarecidas (ST-LOUIS et al., 2010).

St-Louis et al. (2010) e Reese et al. (2000) relataram um aumento da
expressdo de COX no utero de ratas no momento do parto. COX € uma fonte
importante de prostaglandinas durante o parto sendo essencial para a abertura
cervical. Nossa hipétese compartilha com esses resultados.

Em vacas, o efeito da ocitocina no relaxamento cervical € mediada por
um aumento local de COX-2 e, um subsequente, aumento da sintese de
prostaglandinas (SHEMESH et al. 1997). Em ovelhas um aumento da
expressdo de COX-2 foi relatado na cérvix durante a fase folicular do ciclo
estral (KERSHAW et al. 2007).

Atualmente muitos estudos estdo sendo realizados com receptores no
utero e cérvix de cadelas normais e com HCE/piometra, entretanto, ainda nao
foi possivel elucidar por completo o mecanismo de abertura ou fechamento da
cérvix nessa condicao.

Novos estudos sdo necessarios abordando ainda o mecanismo de
abertura e fechamento cervical. Avaliagbes das propor¢cdes de colageno e
fibras musculares conforme o considerado por Chatdarong et al. (2010), além
da andlise da direcdo dessas fibras, talvez seja uma opc¢ao para o estudo da
abertura cervical, bem como o exame histolégico comparativo da cérvix durante
o trabalho de parto.

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.
Embora as caracteristicas clinicas da piometra sejam bem reconhecidas, ainda
pouco se sabe em relacdo as alteragcbes moleculares que ocorrem durante a

desenvolvimento dessa doenca. No futuro, os resultados de experiéncias
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devem incluir ensaios moleculares que irdo demonstrar claramente o0s
fundamentos genéticos da doenca inflamatéria (KEMPISTY et al., 2013).

O amadurecimento e a posterior dilatacdo da cérvix € um mecanismo
complexo que envolve a mudanga da anatomia macroscopica e estrutura
histologica, propriedades mecanicas e composicao bioquimica (HERTELENDY
E ZAKAR, 2004).

De fato, no amadurecimento cervical de cadelas com piometra, existem
muitos aspectos de um processo de remodelacdo do tecido inflamatorio e
guebra de pontes quimicas entre as fibras de colageno. Agentes inflamatorios
tais como IL-1, fator de necrose tumoral alfa e IL-8 parecem estar envolvidos e
necessitam de futuras pesquisas. Ja durante o trabalho de parto o0 mecanismo
pode ser outro envolvendo hormdnios esteroides, prostaglandinas e ocitocina.
Além disso, o relaxamento cervical durante a fase folicular do ciclo estral pode
ainda ser motivado por outras relagbes hormonais sem o envolvimento direto
das prostaglandinas.

Os resultados obtidos mostram a importancia do assunto e a dificuldade
de se demonstrar com clareza as relagcdes endodcrinas, paracrinas e

inflamatorias possivelmente envolvidas no mecanismo de relaxamento cervical.
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7. CONCLUSAO

Levando em consideracdo os objetivos propostos podemos concluir que:

Os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 estdo presentes
em todos os grupos avaliados (piometra aberta, piometra fechada, cadelas
saudaveis em fase folicular e em fase luteal), sendo localizados em todas as

regides da cérvix (luminal, glandular e muscular).

Os receptores i-NOS e FAS comportam-se da mesma maneira em cadelas com
piometra aberta e fechada, ndo estando envolvidos no mecanismo de abertura

cervical nessa doenca.

Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 foram encontrados em maior
guantidade no grupo piometra fechada quando comparados ao grupo piometra
aberta, sugerindo o envolvimento no mecanismo de abertura/fechamento

cervical.

Os receptores i-NOS, FAS-L, PGF20-R e COX-2 ndo se mostraram diferentes
nos grupos piometra, cadelas saudaveis em fase folicular e em fase luteal,

sugerindo sua independéncia hormonal nas cadelas.

O receptor e-NOS foi inferior nas cadelas com piometra quando comparados
aos grupos de cadelas saudaveis em fase folicular e em fase luteal, podendo

estar correlacionado a presenca de infiltrado inflamatério.

O receptor FAS foi inferior no grupo de cadelas saudaveis em fase folicular
guando comparado as cadelas com piometra e cadelas saudaveis em fase
luteal, podendo estar relacionado a concentracao de progesterona e ser ciclo
dependente.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos na abertura
cervical em cadelas com piometra e em cadelas saudaveis. Para tanto, foram
realizadas avaliacbes imunoistoquimicas em diferentes regides da ceérvix:
epitélio luminal, regido glandular e regido muscular, para os receptores e-NOS,
i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2. Foram utilizadas 11 cadelas com
piometra aberta, 11 com piometra fechada, 6 saudaveis em fase folicular e 6
em fase luteal do ciclo estral. Todas as fémeas foram submetidas a
ovariohisterectomia e dosagens de progesterona para confirmacéo da fase do
ciclo estral. Para avaliar a imunomarcacéo foram utilizados dois métodos. No
primeiro, em cada um desses tecidos foram avaliados cinco campos, cada
campo recebeu um escore de 0 a4 (sendo0=0a5%, 1=5a25%,2=25a
50%, 3 =50 a 75% e 4 = 75 a 100% do campo positivo) sendo considerados
positivos aqueles corados em marrom e negativos aqueles corados em azul.
No segundo método a intensidade das marcacbOes foi avaliada de forma
subjetiva em fraca, moderada e forte, recebendo respectivamente escore 1, 2 e

3 para a analise estatistica. As leitura foram realizadas em cinco campos
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aleatorios, sendo todos os campos homogéneos. As avaliacbes foram
realizadas em um microscoépio de luz no aumento 400 vezes. Foram realizados
0s testes estatisticos nao-paramétrico de Mann-Whitney para comparar 0s
grupos piometra fechada e aberta. Entre 0s grupos piometra, fase luteal e fase
folicular, utilizou-se o teste Kruskall-Wallis. Os receptores i-NOS e FAS
comportam-se da mesma maneira em cadelas com piometra aberta e fechada,
nao estando envolvidos no mecanismo de abertura cervical nessa doenca. Os
receptores e-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 foram encontrados em maior
guantidade no grupo piometra aberta, sugerindo o envolvimento no mecanismo
de abertura cervical. Os receptores i-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 nao se
mostraram diferentes nos grupos piometra, cadelas saudaveis em fase folicular
e em fase luteal, sugerindo sua independéncia hormonal nas cadelas. O
receptor e-NOS foi superior nas cadelas com piometra quando comparados
aos grupos de cadelas saudaveis em fase folicular e em fase luteal, podendo
estar correlacionado a presenca de infiltrado inflamatorio. O receptor FAS foi
inferior no grupo de cadelas saudaveis em fase folicular quando comparado as
cadelas com piometra e cadelas saudaveis em fase luteal, podendo estar
relacionado a concentracdo de progesterona e ser ciclo dependente. Os
resultados obtidos mostram a importancia do assunto e a dificuldade de se
demonstrar com clareza o mecanismo de controle da abertura cervical em
cadelas.

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquimica

1. INTRODUCAO

No Brasil existe uma grande populacdo de cadelas com risco de
desenvolver um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem
de cadelas sadias € normalmente submetida a ovariosalpingohisterectomia
eletiva. A situacdo é diferente em outros paises mais desenvolvidos onde a
pratica da castragcédo € comum e realizada em mais de 85% das cadelas [1].

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a
despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doenca. O conceito de
Sindrome Hiperplasia Endometrial Cistica/Piometra introduzido por Dow [2,3],

sugere que mudancas hormonais sao responsaveis por um quadro de
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hiperplasia endometrial cistica (HEC) que tornam o Utero mais susceptivel a
infec¢do bacteriana secundaria.

Atualmente é reconhecido que o desequilibrio hormonal priméario ou uma
resposta anormal as concentragcdes normais de estrégenos e progesterona
afetam as células do epitélio do utero e facilitam a adesédo, colonizagcéo e
crescimento de bactérias [4].

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada,
caracterizada pela presenca ou auséncia de secrecdo vaginal,
respectivamente. Os sinais clinicos variam conforme o tempo de evolucéo e o
grau de relaxamento da cérvix. Cadelas com piometra aberta, geralmente,
apresentam um menor comprometimento do seu estado geral [5].

A taxa de sucesso global de tratamento médico para piometra relatada
nos estudos varia de 83% a 100%. O sucesso maior € sempre em cadelas com
cérvix aberta em comparacdo com as fechadas [6,7,8]. O entendimento do
mecanismo de abertura e fechamento cervical sem duvida auxiliaria em
melhores resultados nos tratamentos medicamentosos.

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar um
fechamento da cérvix durante o curso da doenca, assim como cadelas com
piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de
abertura e fechamento cervical pode ser devido a interagcbes hormonais, ou
pode ser apenas um fator mecanico pela pressdo exercida pelo proprio
acumulo de secrecéo no interior do utero. De qualquer forma, 0 mecanismo de
relaxamento cervical necessita de maiores estudos [9].

A importancia da funcéo cervical em gestacdes e algumas doencas
levou diversos pesquisadores a estudarem a bioquimica e 0os mecanismos
celulares da remodelacéo cervical. Estes estudos identificaram uma série de
fatores endocrinos e paracrinos que potencialmente podem regular o0s
processos de amadurecimento e dilatacdo cervical [10,11].

Este trabalho visa investigar os mecanismos de abertura e fechamento
cervical, estudando a expressdao de elementos considerados chave em um
modelo tecnicamente possivel para o entendimento funcional da abertura e
fechamento cervical em cadelas saudaveis e com piometra. Para isso,
analisaremos de forma comparativa 0S grupos piometra aberta e piometra

fechada e cadelas saudaveis na fase folicular e luteal do ciclo estral, quanto a
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ocorréncia, concentracao e localizacédo dos receptores de e-NOS, i-NOS, FAS,
FAS-L, PGF2a e COX-2 nas diferentes regides da cérvix.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL

A cérvix tem um papel crucial no ciclo reprodutivo e sua consisténcia
varia de acordo com as fases do ciclo estral. Durante o estro a cérvix se dilata
e se fecha durante as fases de anestro e diestro. Na cadela, alteracdes no
relaxamento cervical sdo observadas ndo apenas durante o ciclo estral, mas
também em algumas doencas como a piometra, que pode ser classificada em
piometra de cérvix aberta ou piometra de cérvix fechada [12].

A cérvix é composta principalmente de tecido conjuntivo e musculo liso,
suportado por uma matriz extracelular. A matriz extracelular é uma rede
composta por feixes de colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, sendo o colageno o mais abundante e responsavel por
fornecer suporte estrutural ao orgéo [12].

As propriedades mecanicas da cérvix sao derivadas da concentracao de
colageno uma vez que o musculo liso constitui apenas 15% da massa do
orgao. Feixes de colagenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada
rapidamente por acdo das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle
sdo temas atuais de pesquisas e debates [13].

Um mecanismo proposto para a abertura cervical é que o relaxamento
durante o estro estd associado com o0s esteroides ovarianos e hormonios
gonadotroficos e causado principalmente por um rearranjo de fibras musculares
lisas e tecido conjuntivo cervical [11,14,15].

Outro mecanismo de relaxamento cervical foi proposto por FALCHI e
SCARAMUZZI [11], esse modelo propde que o FSH, LH e o estradiol hajam na
cérvix regulando a expressao dos seus proprios receptores e os da ocitocina.
Quando a ocitocina se liga ao seu receptor, ativa uma proteina G que
desencadeia uma série de vias que conduzem ao aumento intracelular de
célcio (Ca2p). O aumento intracelular Ca2p é necessario para ativar a enzima
fosfolipase A2 que, quando fosforilada, mobiliza acido araquidénico (AA) a
partir de fosfolipidios de membrana. O AA na sua forma livre, atua como um

substrato para COX-2, que catalisa a conversao em PGH2.
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Sugere-se que as prostaglandinas causem o relaxamento do musculo
liso, 0 amolecimento e da dispersédo da matriz extracelular da cérvix, resultando

em dilatacao cervical [11].

2.2. OXIDO NITRICO

O 6xido nitrico (ON) € uma molécula néo polar que livremente difunde-se
através das membranas [22,23]. E responsavel por muitas funcdes nos
mamiferos e parece ser um importante regulador paracrino de varios processos
reprodutivos femininos, como a secrecdo de gonadotrofinas, ovulacéo,
regressdo do corpo lateo, implantacdo e desenvolvimento embrionario,
contratilidade uterina, amadurecimento cervical e parto [23,24,25].

O ON é um potente vasodilatador e um mediador da permeabilidade
vascular, aléem disso, aumenta a expressao de algumas metaloproteinases
especificas que participam da remodelacéo de tecidos [26,27].

Estudos tem incidido sobre o Oxido nitrico sintetase/6xido nitrico
(NOS/ON), esse sistema tem sido postulado como tendo um papel regulador
no miometrio e colo do Utero durante a gestacao e o parto. No colo do utero
humano, o amadurecimento esta associado com um aumento de ON na cérvix
levando ao aumento na atividade de metaloproteinase, apoptose celular e
sintese de glicosaminoglicano. Todas estas modificacfes estdo associadas
com o processo de amadurecimento cervical (24,29,30].

A presenca e migracdo de células inflamatorias podem causar o
aumento das atividades do NOS. Esses mecanismos parecem estar envolvidos
no amadurecimento cervical devido ao processo de remodelacdo do tecido
inflamatorio e quebra de pontes quimicas entre as fibras de colageno [30].

Aplicagdes locais de ON em animais e seres humanos produzem
caracteristicas associadas ao processo de amadurecimento cervical [31]. Sob
condicbes anormais, a progesterona prolonga a gestacdo e parece causar um
aumento da expresséao de i-NOS, o que sujere seu envolvimento na cascata de

amadurecimento cervical [20].

2.3. FAS/FAS-L
O sistema FAS/FAS-L é o responsavel por regular a apoptose, existindo
diversos mecanismos de forma fisiologica e outros patolégicos. O receptor FAS
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€ responsavel pela morte celular a partir do fator de necrose tumoral e seu
ligante, FAS-L, induz trimerizacdo e recrutamento de dominio de morte [32].

A regulacao da apoptose envolve um conjunto complexo de eventos por
meio de interacdo de varios genes com efeitos estimulantes e inibitérios na
morte celular programada. FAS (também chamado CD95 ou APO-1) € uma
proteina de membrana do tipo I, membro do subgrupo da superfamilia dos
receptores do fator de necrose tumoral que contém um dominio de morte
intracelular, pode iniciar a sinalizacdo da apoptose e tem um papel critico na
regulacéao do sistema imunoldgico [33,34,35].

Apoptose induzida por FAS requer recrutamento e ativacado da caspase
iniciadora dentro do complexo de sinalizacdo de inducdo a morte. Além de
apoptose, FAS pode desencadear varias vias de sinalizacdo ndo apoptaticas,
assim como vias que promovem a ativacao das ceélulas, proliferacdo celular e

inducao de resposta inflamatoria [34,36,37].

2.4. PROSTAGLANDINAS

As prostaglandinas (PGs) representam uma familia de mediadores
lipidicos, que também compreendem os leucotrienos e tromboxanos e
consistem de quatro membros, nomeados D2 prostaglandina (PGD?2),
prostaglandina E2 (PGEZ2), prostaglandina F2a (PGF2a) e prostaciclina. As
PGs sédo profundamente envolvidas nas func¢des reprodutivas tais como
ovulacéo, fertilizacdo, implantacéo e parto. Elas também desempenham papéis
cruciais nas doencas endometriais e na manutencdo da gestacéo
[38,39,40,41].

Aplicagdes de PGs em animais e humanos produzem caracteristicas
locais associadas ao amadurecimento cervical. Esse processo sugere que as
PGs desempenham um papel importante no amadurecimento do colo do utero
e no parto [20]. As propriedades luteoliticas e uterotbnicas da PGF2a tém sido
utilizadas para tratar a piometra, principalmente a forma aberta, em cadelas
jovens e com fungdes renais e hepaticas normais. A eficacia de PGF2a é
principalmente devido a sua capacidade de induzir a contracao uterina [4].

No estro o grau de relaxamento do colo do utero, € provavelmente
regulada pela sintese de PGs e remodelacdo da matriz extracelular. A

prostaglandina atua estimulando o relaxamento do musculo liso e a sintese de
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glicosaminoglicanos. A sintese de acido hialurbnico pode causar a
remodelacdo de matriz extracelular do colo do utero culminando com o
relaxamento cervical [42].

Desde o final da década de 1970, aplicacdo local na vagina ou colo
uterino em mulheres e a administracéo sistémica de PGs e analogos sintéticos
tém sido consistentemente capaz de induzir o amadurecimento do colo [43] A
eficiéncia clinica € um forte indicio de que as PGs podem ter um papel na
fisiologia da remodelacéo da cérvix.

A deposicdo de PGE2 na vagina ou cérvix da mulher, ovelha, égua e
vaca origina um relaxamento e dilatacdo cervical in vivo, independentemente
do estado fisiolégico e das concentracbes de progesterona. Na mulher, a
aplicagcéo de PGs na cérvix antes do parto induz a dilatagao cervical [44,45].

E sabido que as PGs estdo envolvidas no amadurecimento cervical
fisiologico, sendo os fibroblastos iniciadores do processo controlando a
permeabilidade e dilatacdo dos pequenos vasos sanguineos. As PGs podem
apresentar um efeito direto na estimulacdo da matriz metaloproteinase. O efeito
vasoativo da PGE2 facilita a penetracdo de leucdcitos na cérvix e os neutrofilos
abundantes na circulacéo periférica sdo uma fonte importante de colagenase

para o amadurecimento cervical final [14].

2.5. CICLO-OXIGENASE (COX)

A COX é uma enzima chave na sintese de prostanodides, € um potente
mensageiro de lipidios bioativos com varias fungbes importantes. Foi
descoberta na década de 1990 e existe em duas isoformas, a COX-1 e COX-2.
A COX-1 é referida como um 'isoforma constitutiva’, e € expressa na maioria
dos tecidos em condicdes basais, em contraste, COX-2 é conhecido como um
'isoforma induzivel', indetectavel na maioria dos tecidos normais, mas sua
expressdo aumenta durante varias condi¢des patologicas [46,47].

A COX- 2 séo localizadas na por¢ao muscular, no musculo liso vascular
e no epitélio da cérvix e aumentam acentuadamente durante o trabalho ou
apenas antes do parto. A indometacina, um inibidor inespecifico da COX, evita
abortos espontaneos ou trabalho de parto prematuro em mulheres, pois inibe o
relaxamento cervical [20,48] mostrando assim o envolvimento da COX no

mecanismo de abertura e fechamento cervical.
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A enzima COX-2 esta envolvida com o aumento local de PGE2; esse
aumento conduz a diversas alteragbes associadas ao amadurecimento
cervical, como a dilatacdo dos pequenos vasos, aumento da degradacédo do
colageno, aumento do 4&cido hialurénico, aumento da quimiotaxia dos
leucacitos e aumento do estimulo e liberagdo da interleucina-8 (IL-8) [20,30].

O relaxamento cervical é provavelmente mediado por mudancas nos
hormonios periovulatorios, sintese de PGs e remodelacdo da matriz
extracelular do colo do utero. HA um aumento na expressao de COX-2 na
cérvix de ovelhas no cio que pode estar associada com a remodelacdo do

colageno [15].

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa em questdo atendeu aos requisitos impostos pela Comisséo
de FEtica no uso de animais de acordo com os principios éticos na
experimentagdo animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, campus Botucatu, recebendo o protocolo niumero 217/2011- CEEA.

Foram utilizadas 34 cadelas, sendo 22 com diagndstico de piometra e 12
cadelas consideradas normais, seis encontravam-se na fase luteal do ciclo
estral e seis na fase folicular. Do total de cadelas com piometra, 11(50%),
apresentavam secrecao vaginal purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e
11(50%), foram diagnosticadas como piometra de cérvix de fechada.

Apoés o procedimento da OSH foram coletados fragmentos da cérvix
para a avaliacdo imunoistoquimica dos receptores de e-NOS, i-NOS, FAS,
FAS-L, PGF20-R e COX-2 de todas as cadelas.

3.1. ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Os fragmentos 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 Servigco de
Patologia Veterinaria do Departamento de Clinica Veterinaria — FMVZ —
UNESP - Botucatu. Apos a inclusdo, cortes de trés pm foram obtidos,
montados em laminas com extremidade fosca e corados inicialmente em HE

para avaliar a qualidade do material. Posteriormente novos cortes de trés um
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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 solugdo de xilol por 20 minutos. As laminas foram transferidas
para cubas de vidro para a hidratacdo em banhos de alcool, permanecendo por
trés minutos em cada cuba (alcool absoluto I, II, Ill, &alcool 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 e-NOS: para a deteccao de receptores de e-NOS realizou-se
a recuperacao antigénica em solucao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucéo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:100 (anticorpo rabbit
polyclonal antibody to eNOS, abcam® - USA. Cod ab5589. Lot. GR102591-1),
em camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.

Receptores i-NOS: para a deteccédo de receptores de i-NOS realizou-se
a recuperacao antigénica em solucao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
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minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucéo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:100 (anticorpo rabbit
polyclonal antibody to INOS, abcam® - USA. Cod ab3523. Lot. GR104194-1),
em camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.

Receptores FAS: para a deteccdo de receptores FAS realizou-se a
recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em microondas, poténcia maxima -
750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte
foi o blogueio de proteinas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-
USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase
endogena em solucéo de agua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60
minutos seguida de 10 passagens em agua destilada e lavagens em solucdo
tampao Tris—pH 7,4 (Trizma Base®Sigma Chemical Co—USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:500 (anticorpo rabbit
polyclonal 1gG, Santa Cruz Biotechnology® - USA. Céd sc715. Lot. J2912), em
camara umida durante 2h a temperatura de 37°C.

Receptores FAS-L: para a deteccdo de receptores FAS-L realizou-se a
recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em panela de presséao tipo pascal
(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tamp&o Tris—pH 7,4 (Trizma Base®—Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubagcdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:500 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® -
USA. Cod sc956. Lot. E1311), em camara umida durante 2h a temperatura de
37°C.
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Receptores PGF2a-R: para a deteccéo de receptores PGF2a-R realizou-
se a recuperacdo antigénica em solucéao de citrato de sédio 10 mM (1000 mL
de agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido
para 6,0 com &cido cloridrico) com incubacdo em panela de presséao tipo pascal
(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tamp&o Tris—pH 7,4 (Trizma Base®—Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:200 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® -
USA. Cod sc67029. Lot. D0108), em camara umida durante 2h a temperatura
de 37°C.

Receptores COX-2: para a deteccao de receptores COX-2 realizou-se a
recuperacdo antigénica em solucéo de citrato de sodio 10 mM (1000 mL de
agua destilada e 2,1 g de acido citrico monohidratado, com o pH corrigido para
6,0 com acido cloridrico) com incubacdo em panela de presséao tipo pascal
(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteinas com protein block
(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C,
o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite em p6 desnatado
(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em &gua
destilada e lavagens em solugéo tamp&o Tris—pH 7,4 (Trizma Base®—Sigma
Chemical Co-USA). Realizou-se a incubagcdo com o anticorpo primario, na
diluicdo de 1:100 (anticorpo monoclonal mouse, anti Human, Dako® - USA.
Clone CX-294. Ref:M3917 Lot. 10052367), em camara umida durante 2h a
temperatura de 37°C.

As proximas etapas foram semelhantes para todos os antigenos.

Apoés as 2 horas de incubacdo com o anticorpo primario em camara
umida a 37°C, o material foi entdo submetido a banhos de TRIS e,
posteriormente, incubado com o anticorpo secundario Histofine® (Nichirei
Biosciences Inc. - Japan) por 30 minutos, ainda em camara umida, segundo

instrucdes do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solucdo tampao TRIS
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- pH 7,4, e revelacdo com o cromogeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid
DAB Cromogen® — Dako — USA) durante 5 minutos ao abrigo da luz e
novamente lavagem com solucéo tampéao TRIS - pH 7,4.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por 1
minuto, e a coloragcdo 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, Ill, xilol I e 1) e foram montadas com laminulas utilizando-se
resina sintética - Permount (Fisher Scientific — cod. UN1294e).

Como controle negativo, em outro corte de cérvix 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 fracOes
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. As regibes avaliadas na ceérvix foram o epitélio luminal, epitélio
glandular e o muscular.

Para avaliar a imunomarcacado foram utilizados dois meétodos. No
primeiro, em cada um desses tecidos foram avaliados cinco campos, cada
campo recebeu um escore de 0 a4 (sendo0=0a5%; 1 =5a25%;2=25a
50%; 3 =50 a 75% e 4 = 75 a 100% do campo positivo) sendo considerados
positivos aqueles citoplasmas corados em marrom e negativos aqueles
corados em azul. No segundo método a intensidade das marcagdes foi
avaliada de forma subjetiva em fraca, moderada e forte, recebendo
respectivamente escore 1, 2 e 3 para a analise estatistica. As leitura foram
realizadas em cinco campos aleatorios, sendo todos os campos homogéneos.
As avaliagbes foram realizadas em um microscopio de luz no aumento 400

vezes.
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3.2. ANALISE ESTATISTICA

O Software utilizado para a realizacdo da estatistica foi o SPSS
Statistics 17.0. Utilizou-se o teste néo-paramétrico de Mann-Whitney para
comparar a presenca e a concentracdo de cada receptor e regido entre os
grupos piometra fechada e aberta. Os valores de p menores que 0,05 indicam
uma diferenca significativa da medida mediana entre 0s grupos.

Entre os grupos piometra, fase luteal e fase folicular, utilizou-se o teste
Kruskall-Wallis. O valor de p menor que 0,05 indica que pelo menos um dos

grupos apresenta mediana diferente dos demais.

4. RESULTADOS
4.1. Receptores e-NOS

Foram avaliadas imunomarcacdes dos receptores de e-NOS na cérvix
(Figura 01) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
Constatou diferenca significativa, sendo a maior concentracédo (intensidade)
observada na regiao glandular do grupo piometra fechada em relacdo ao grupo
piometra aberta. Quando a analise foi realizada entre os grupos piometra, fase
folicular e fase luteal, também houve diferenca, sendo a menor concentracao
(intensidade) evidenciada no grupo piometra em relacdo aos grupos fase

folicular e fase luteal.

4.2. Receptores i-NOS

Foram avaliadas imunomarcacdes dos receptores de i-NOS na cérvix
(Figura 2) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
N&o foi constatada diferenca significativa entre os grupos piometra aberta e

fechada, assim como entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal.

4.3. Receptores FAS

Foram avaliadas imunomarcacdes para 0s receptores FAS na cérvix
(Figura 3) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
N&o foi constatada diferenca significativa na imunomarcacédo dos receptores
FAS entre os grupos piometra aberta e fechada. Entre os grupos piometra, fase
folicular e fase luteal, foi constatada diferenca significativa, sendo sua
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concentracao (intensidade) menor no grupo fase folicular quando comparado

aos grupos piometra e fase luteal.

4.4. Receptores FAS-L

Foram avaliadas imunomarcacbes de receptores FAS-L na cérvix
(Figura 4) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
Foi constatada diferenca significativa, sendo o grupo piometra fechada o mais
imunomarcado quando comparado ao grupo piometra aberta. N&o foi
constatada diferenca significativa entre os grupos piometra, fase folicular e fase

luteal.

4.5. Receptores PGF2a-R

Foram avaliadas imunomarcacdes de receptores PGF2a-R na cérvix
(Figura 5) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
Foi constatada diferenca significativa, sendo mais imunomarcadas a regiao
glandular do grupo piometra fechada quando comparado a mesma regiao do
grupo piometra aberta. A concentracdo (intensidade) dos receptores foi maior
no grupo piometra fechada em relacdo ao grupo das aberta, assim como a
concentracao dos receptores na regiao glandular do grupo piometra fechada foi
maior em relacdo a mesma regido do grupo aberta. Nado foi constatada

diferenca significativa entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal.

4.6. Receptores COX-2

Foram avaliadas imunomarcacbes de receptores COX-2 na ceérvix
(Figura 6) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral.
Foi constatada diferenca significativa, sendo maior a concentracao
(intensidade) dos receptores na regiao glandular do grupo piometra fechada
guando comparado a regido do grupo piometra aberta. Nao foi constatada
diferenca significativa entre o grupo piometra, fase folicular e fase luteal.

4.7. Resumo das comparacgdes entre 0s grupos estudados

Os grupos estudados foram cadelas com o diagnéstico de piometra
aberta e fechada, e cadelas saudaveis em fase folicular e fase luteal do ciclo
estral. Foram estudados os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e
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COX-2 em todos os grupos em diferentes regides da ceérvix (epitélio luminal,
regido glandular e muscular). Comparou-se 0S grupos piometra aberta x
piometra fechada e o grupo piometra (piometra aberta + piometra fechada) x
fase folicular x fase luteal quanto a presenca dos receptores (Tabela 1) e
guanto a concentracao dos receptores (Tabela 2).

5. DISCUSSAO

Esta pesquisa selecionou alguns fatores que podem estar envolvidos na
abertura cervical em cadelas com piometra e em fase distintas do ciclo estral
com a intencdo de avancar na compreensao do relaxamento da cérvix. Neste
experimento foram realizadas avaliacdes imunoistoquimicas da cérvix para a
identificacdo e quantificacdo dos receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L,
PGF2a-R e COX-2, em diferentes regides da cérvix (epitelial, glandular e
muscular) em cadelas saudaveis e com piometra.

As piometras abertas sdo menos toxicas e mais faceis de serem tratadas
do que os casos de piometra fechada, mas os mecanismos envolvidos na
abertura e fechamento da cérvix ndo sdo conhecidos. Se esses mecanismos
fossem esclarecidos poderia-se no minimo estimular a abertura cervical e
induzir a eliminagdo do conteudo uterino, elevando a taxa de sucesso dos
tratamentos.

Estudos sobre a ocorréncia e a localizacao de receptores hormonais em
Utero e cérvix de cadelas ja foram apontados como possiveis causas de
relaxamento cervical. Segundo Kunkitti et al. [10], os receptores de estrégeno e
progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral,
infelizmente segundo esses autores o mecanismo envolvido, as mudangas e
associacbes bioquimicas que ocorrem durante esse processo nao Ssao
completamente elucidado. Volpato et al. [18], utilizando a técnica de
imunoistoquimica, pesquisaram receptores de progesterona e estrogeno a e 8
no uUtero e cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. O numero de
nucleos positivos para receptores de estrogeno e progesterona néo diferiram
entre as cadelas com piometra aberta e piometra fechada [10,18], entretanto,
Volpato et al. [18] identificaram uma maior concentracdo de receptores de
progesterona na cérvix de cadelas com piometra fechada. Esse resultado

permitiu levantar a hipotese de que concentragdes fisioldgicas de progesterona
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poderiam ser suficientes para causar alteracdo na paténcia da cérvix em
virtude de uma maior concentracéo local de receptores para esse hormonio.

Posteriormente a revisao de literatura, um fluxograma foi proposto como
hipotese da interferéncia de cada receptor estudado na cascata que leva ao
relaxamento cervical (Figura 7). O ponto chave seria a quebra do colageno
recém sintetizado e a quebra das pontes quimicas entre as fibras de colageno.

A avaliacdo imunoistoquimica empregada neste trabalho foi capaz de
marcar com diferenca de intensidade os nucleos das células que possuiam os
receptores avaliados. Por ser uma técnica semiquantitativa, a presenca e a
intensidade da marcacéo refletem, respectivamente, a positividade da célula e
a concentracdo destes receptores. Os receptores pesquisados nesse estudo
foram identificados em todos os grupos avaliados.

O utero sofre alteracdes estruturais importantes durante o ciclo estral e a
gestacdo. As células que regulam a contratilidade do musculo liso e a
contracao e a distensdo espontanea do utero, sédo dependentes da NOS [28].

Os dados relativos a regulacéo da sintese de ON durante a gestacao e o
parto sugerem que a NOS é o jogador-chave na regulacéo da funcéo contréatil
do utero. Tem sido mostrado que existe um aumento nas atividades NOS em
Utero de ratas durante a prenhez e uma diminuicdo ho momento do parto [49];
resultado similar foi demonstrado em coelhos [50]. Essa situacdo fornece
evidéncias de que ON desempenha um papel importante no mecanismo de
abertura e fechamento do colo uterino durante a prenhez e o parto podendo
inclusive estar envolvida na remodelacéo do tecido conjuntivo.

Por esse motivo invetigamos o papel do ON nos mecanismos de
abertura e fechamento cervical, através do mapeamento da expressao de e-
NOS e i-NOS na cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada, e em fases
folicular e Iutea do ciclo estral. Até a presente data ndo existem muitas fontes
na literatura acerca desse assunto na reproducao de carnivoros.

Os receptores e-NOS nao apresentaram diferenca entre 0s grupos
piometra aberta e piometra fechada quanto a contagem total de células
positivas. Da mesma maneira, ndo houve diferenga significativa quando
comparamos 0s grupos de cadelas saudaveis na fase folicular, na fase luteal e
com diagnostico de piometra. Em contra partida, foi observada uma intensidade
maior de marcagcao na regido glandular da cérvix para o receptor e-NOS no
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grupo piometra fechada quando comparado ao grupo piometra aberta. A
somatoria das regides e as regides luminal e muscular ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre 0s grupos de piometra. Quando comparamos 0
grupo piometra com os grupos de cadelas em fase folicular e fase luteal, ndo
foi observado diferenca na positividade de marcacao entre 0s grupos, porém o0s
grupos folicular e luteal, tem maior intensidade quando comparados ao grupo
piometra.

O maior nivel de expressao de e-NOS no utero de vacas foi medida no
final do ciclo estral [25]. No nosso estudo em cadelas, ndo houve diferenca
entre as fases do ciclo estral estudadas.

Nossa pesquisa conseguiu identificar os receptores i-NOS em todos os
animais utilizados, porém ndo houve diferenca estatistica em nenhuma das
analises comparativas.

O papel fisiologico de e-NOS e i-NOS no utero de mulheres foi estudado
em profundidade por Buhimschi et al. [51], que demonstraram que tanto e-NOS
guanto i-NOS séo reguladas durante a gravidez causando relaxamento do
miométrio. As constatacfes destes pesquisadores fornecem evidéncias
convincentes de que o ON faz parte do controle da contratilidade uterina.

A relevancia fisiolégica e biolégica de ON durante a gestacdo e o
trabalho de parto vem da constatacdo de que a inibicdo da sintese de ON
prolongou a duracao do parto, o intervalo entre cada filhote nascido e diminuiu
a extensibilidade cervical [28].

O resultado do nosso experimento foi exatamente o contrario do
esperado, ou seja, esperavamos encontrar mais receptores para NOS no grupo
piometra aberta, pois uma maior quantidade de NOS aumentaria a liberacao de
enzimas colagenoliticas (metaloproteinases e proteases) quebrando assim as
pontes quimicas entre as fibras de colagenos, aumentando a proporcao
coldgeno/musculatura lisa causando o relaxamento da cérvix.  NoOSsO
resultados discordam de Natuzzi et al. [49] e Sladek et al. [50] que encontraram
mais receptores NOS no momento do parto de ratas e coelhas,
respectivamente, onde a ceérvix se encontra aberta. N&o conseguimos
comprovar que e-NOS e i-NOS tenham uma participacao clara no mecanismo

de relaxamento cervical em cadelas.
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A maior parte dos dados provenientes desses estudos é realizada em
ratos e seres humanos e um papel direto do ON no controle da reprodugéo em
animais domeésticos € especulativo. Nossa busca na literatura revelou que
existe uma escassez de informacé&o sobre a distribuicao e localizacdo de NOS.

O FAS, além da apoptose, pode desencadear varias vias de sinalizacao
nao apoptoticas, assim como vias que promovem a ativacdo das ceélulas e
proliferacao celular [34].

Ao avaliar a imunomarcacdo e sua intensidade nao foi constatada
diferenca estatistica entre o grupo piometra aberta e fechada. Quando
comparamos 0 grupo piometra com os grupos fase folicular e fase luteal, ndo
houve diferenca estatistica quanto a positividade da marcag¢do, mas ao avaliar
a intensidade da coloragéo, o que esta diretamente relacionada a concentracéo
dos receptores, a cérvix de cadelas em fase folicular apresentaram uma menor
concentracao de receptores que as cadelas com diagnostico de piometra e em
fase luteal na somatorio das regides avaliadas. Quando examinamos a regiao
luminal, glandular e muscular separadamente, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos piometra, fase folicular e fase luteal.

O sistema FAS/FASL desempenha um papel importante na regulacao
da homeostase fisiologica do sistema imunitario. Quando comparamos a
imunorreatividade dos receptores FAS-L, o grupo piometra fechada foi maior
guanto a positividade dos receptores quando comparada ao grupo piometra
aberta. Ao dividir as regides da cérvix em luminal, glandular e muscular néo
houve diferenca estatistica, assim como nao houve diferenca entre 0os grupos
ao analisar a intensidade da marcacdo. Quando a comparacao ocorreu entre o
grupo piometra e os grupos de cadelas em fase folicular e luteal, ndo houve
diferencas estatisticas.

A funcdo de FAS-L é mediada pela metaloproteases, podendo ter
atividades ndo apoptéticas, tais como a inducdo de resposta inflamatéria
[36,37]. Duas hipotese foram levantadas ao estudarmos os receptores de FAS
e FAS-L. A primeira € que encontrariamos mais receptores no grupo piometra
fechada por serem mais toxicas e com processos inflamatorios mais
exacerbados. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos quanto aos
receptores FAS, mas FAS-L foi maior no grupo piometra fechada quando a

analise foi realizada com a positividade somada de todas as camadas. Outra
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hipotese era de encontrarmos mais receptores FAS e FAS-L no grupo piometra
aberta pois sua principal acéo, que € a apoptose, poderia consumir o colageno
recém sintetizado, alterando a relacdo colageno/musculatura lisa fazendo o
relaxamento cervical, o que néo pode ser concluido.

Selam et al. [51] demonstraram que a regulacédo da expresséao de FAS-L
no endométrio humano é ciclo dependente. A expressdo de FAS-L no estroma
endometrial e nas células glandulares € regulada por estrégeno e
progesterona. Pelos resultados do nosso experimento, essa hipétese nao foi
confirmada em cadelas.

Sugere-se que o0 mecanismo pelo qual as prostaglandinas induzem o
relaxamento cervical € complexo e ndo envolve apenas o0 relaxamento
muscular, mas também o envolvimento de componentes de matriz extracelular
segregados por fibroblastos [42].

Ha poucas informacdes disponiveis sobre a influéncia das PGs na
composicdo celular do tecido cervical. Se as prostaglandinas enddgenas
desempenham um papel na fisiologia do amadurecimento e dilatagdo da cérvix,
€ de se esperar que os niveis de prostaglandinas devam estar altos no tecido
cervical em situacdes de relaxamento cervical.

Em nosso estudo os resultados mais expressivos entre 0S grupos
piometra aberta e fechada foram dos receptores de PGF2a-R. Estes receptores
apresentaram-se em maior quantidade na regido glandular do grupo piometra
fechada em relacé&o ao grupo aberta. Além disso, sua intensidade de marcacgéao
foi maior no grupo piometra fechada tanto na somatéria das regides da cérvix
guanto na porgcao glandular. Quando comparamos 0 grupo piometra com 0s
grupos fase folicular e fase luteal, ndo houve diferenca estatistica em
nenhumas das analises realizadas.

O efeito da ocitocina em relaxamento cervical em vacas € mediada por
um aumentar local de COX-2 e um subsequente aumento da sintese de
prostaglandinas [52]. Em nosso estudo n&o foi notado aumento nos receptores
de prostaglandinas no grupo piometra de cérvix aberta; o grupo piometra
fechada foi quem apresentou o maior numero de receptores.

Esse resultado também ndo era esperado, um maior numero de
receptores de prostaglandina deveria ser encontrado nos animais com a cervix

relaxada. As PGs aumentam a quimiotaxia para leucocitos, causam dilatacao
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de pequenos vasos e aumentam a liberagdo de metaloproteinases e proteases,
processos esses responsaveis pelo relaxamento cervical.

A proposta de que a prostaglandina interfere diretamente sobre a agéo
dos leucécitos foi estudada por Volpato et al. [53], neste trabalho, utilizando
seis cadelas com piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, nao foi
encontrada diferenga significativa entre o infiltrado leucocitario observado na
cérvix de cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucocitos
como na quantificagdo de neutrdfilos, linfocitos, macrofagos, eosinofilos e
plasmaocitos. De acordo com os resultados a infiltragdo leucocitaria ndo esta
associada a abertura cervical na piometra canina.

Ao analisar o muco do colo do utero de mulheres para PGE2 e PGF2a
durante o periodo de relaxamento cervical e em periodos normais, ndo foi
encontrado diferenca na concentracdo conforme era esperado [54]. Esses
resultados corroboram com nosso trabalho, ao pesquisar receptores de PGF2a
em cadelas em diferentes fases do ciclo estral ndo encontramos diferencas
significativas entre elas.

Foi levantada a hipotese de que a prostaglandina sintetizada nos tecidos
adjacentes podem difundir-se para a cérvix afetando sua estrutura e funcéao.
Este parece ser um mecanismo importante pelo qual as prostaglandinas atuam
durante a fase ativa do trabalho de parto, quando a cérvix progressivamente se
abre, pois, é fato bem documentado o seu envolvimento no mecanismo de
regulacéo da abertura cervical [43]. Essa hipotese explicaria nossos resultados
de ndo encontrarmos um aumento dos receptores de prostaglandinas no tecido
cervical nos casos de piometra aberta e fase folicular do ciclo estral.

Gogny et al. [55] forneceu a primeira evidencia in vitro da participacéo
dos receptores de PGF2a nas contragdes uterinas, indicando a expressao
funcional de tais receptores no miométrio do utero de cadelas. A PGF2a
induziu uma resposta contractil mais forte nas fibras longitudinais do que nas
fibras circulares do miométrio. No entanto, o mecanismo responsavel pela
diferenca na resposta contractil entre as duas camadas musculares ainda tem
gue ser determinada.

Apesar da visdo generalizada de que prostaglandinas desempenham um
papel-chave na promocao das contra¢gdes uterinas e o amadurecimento do colo

do utero, o modo pelo qual agem ainda € pouco compreendido [43].
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A distribuicdo de COX em tecidos € complexa, ambas as isoformas,
COX-1 e COX-2, estdao presentes em muitos tecidos normais e em varias
condi¢cbes patoldgicas [47]. O relaxamento cervical no estro é induzido por
hormdénios ovarianos e hipofisarios estimulando a producéo local de PGE2 por
meio de uma via biossintética que envolve um numero de mediadores incluindo
COX-2 [11].

Ao avaliar as imunomarcacdes dos receptores COX-2 em nosso estudo,
nao houve diferenca estatistica quanto a positividade quando comparamos o
grupo piometra aberta e fechada. Quando pesquisamos sobre a intensidade da
marcacgao, notamos que na regido glandular a marcagao imunoistoquimica €
mais intensa no grupo piometra fechada em relacdo ao grupo aberta, ndo
havendo diferencas estatisticas quando comparamos 0S grupos nos estudos
das regides luminal e muscular e na somatodria das trés regides. Ao comparar o
grupo piometra aos grupos de cadelas na fase folicular e na fase luteal, ndo
observamos diferencas estatisticas na positividade e nem na intensidade, em
nenhumas das analises comparativas realizadas.

No estudo de Silva et al. [56] foram estudadas as enzimas COX-1 e
COX-2 no utero de cadelas normais e com piometra. COX-1 foi
significativamente maior em cadelas com piometra do que no endométrio
normal, porém foi observada em ambos, normal e piometra. A enzima COX-2
s estava presente no utero de cadelas com piometra. Em nosso estudo foi
evidenciada marcagao imunoistoquimica de COX-2 em todas as cadelas com o
diagnadstico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo estral.

A expressdo dos genes de COX-2 na cérvix de cadelas ciclicas e com
piometra foi estuda por Linharattanaruksa et al. [57]. Nas fémeas ciclicas
normais durante todas as fases do ciclo estral, assim como nas cadelas com
piometra, COX-2 foi expresso, no entanto, ndo foram observada diferencas em
suas expressdes. Concluiu-se que a expressao de COX-2 na ceérvix ndo sofre
influencia dos horménios ovarianos. Esse trabalho corrobora com os nossos
dados nao havendo diferencas estatisticas entre os grupos de cadelas com o
diagnostico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo estral.

St-Louis et al. [41] e Reese et al. [58] relataram um aumento da
expressdo de COX no utero de ratas no momento do parto. COX € uma fonte
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importante de prostaglandinas durante o parto e é essencial para a abertura
cervical. Nossa hipétese compartilha com esses resultados.

Atualmente muitos estudos estdo sendo realizados com receptores no
Utero e cérvix de cadelas normais e com piometra, entretanto, ainda nao foi
possivel elucidar por completo o mecanismo de abertura ou fechamento da
cérvix nessa condicao.

Novos estudos sdo necessarios abordando ainda o mecanismo de
abertura e fechamento cervical. Avaliagbes das propor¢cdes de colageno e
fibras musculares conforme o considerado por Chatdarong et al. [21], além da
analise da direcdo dessas fibras, talvez seja uma opcdo para o estudo da
abertura cervical, bem como o exame histolégico comparativo da cérvix durante

o trabalho de parto.

6. CONCLUSAO

Levando em consideracéo 0s objetivos propostos podemos concluir que
os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 estéo presentes
em todos os grupos avaliados (piometra aberta, piometra fechada, cadelas
saudaveis em fase folicular e em fase luteal), sendo localizados em todas as
regides da cérvix (luminal, glandular e muscular).

Os receptores i-NOS e FAS comportam-se da mesma maneira em
cadelas com piometra aberta e fechada, ndo estando envolvidos no mecanismo
de abertura cervical nessa doenca.

Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 foram encontrados em
maior quantidade no grupo piometra fechada quando comparados ao grupo
piometra aberta, sugerindo o0 envolvimento no mecanismo de
abertura/fechamento cervical.

Os receptores i-NOS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2 ndo se mostraram
diferentes nos grupos piometra, cadelas saudaveis em fase folicular e em fase
luteal, sugerindo sua independéncia hormonal nas cadelas.

O receptor e-NOS foi superior nas cadelas com piometra quando
comparados aos grupos de cadelas saudaveis em fase folicular e em fase
luteal, podendo estar correlacionado a presenca de infiltrado inflamatorio.

O receptor FAS foi inferior no grupo de cadelas saudaveis em fase

folicular quando comparado as cadelas com piometra e cadelas saudaveis em
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fase luteal, podendo estar relacionado a concentracdo de progesterona e ser
ciclo dependente.

Os resultados obtidos mostram a importancia do assunto e a dificuldade
de se demonstrar com clareza as relagdes endodcrinas, paracrinas e

inflamatorias possivelmente envolvidas no mecanismo de relaxamento cervical.
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Figura 01: Deteccdo imunoistoquimica de receptores e-NOS, sendo
considerados nucleos positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azuis. “A” receptores de e-NOS no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de e-NOS no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de e-NOS na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de e-NOS na regido glandular e estroma
da cérvix aumento 400X; “E” receptores de e-NOS na regido muscular da
cérvix aumento 200X; “F” receptores de e-NOS na regido muscular da cérvix
aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de

Harris.
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Figura 02: Deteccdo imunoistoquimica de receptores de i-NOS, sendo
considerados nucleos positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azuis. “A” receptores de i-NOS no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de i-NOS no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de i-NOS na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de i-NOS na regido glandular e estroma
da cérvix aumento 400X; “E” receptores de i-NOS na regido muscular da cérvix
aumento 200X; “F” receptores de i-NOS na regidao muscular da cérvix aumento
400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.



126

Figura 03: Deteccao imunoistoquimica de receptores FAS, sendo considerados
nacleos positivos aqueles corados em marrom e negativos aqueles corados em
azuis. “A” receptores de FAS no epitélio luminal da cérvix aumento 200X; “B”
receptores de FAS no epitélio luminal da cérvix aumento 400X; “C” receptores
de FAS na regiao glandular e estroma da cérvix aumento 200X; “D” receptores
de FAS na regido glandular e estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores
de FAS na regido muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de FAS na
regido muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB, contra
coloracdo hematoxilina de Harris.
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Figura 04: Deteccdo imunoistoquimica de receptores de FAS-L, sendo
considerados nucleos positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azuis. “A” receptores de FAS-L no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de FAS-L no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de FAS-L na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de FAS-L na regido glandular e estroma
da cérvix aumento 400X; “E” receptores de FAS-L na regido muscular da cérvix
aumento 200X, “F” receptores de FAS-L na regido muscular da cérvix aumento
400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de Harris.
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Figura 05: Deteccdo imunoistoquimica de receptores PGF2a-R, sendo
considerados nucleos positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azuis. “A” receptores de PGF2a-R no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de PGF2a-R no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de PGF2a-R na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de PGF2a-R na regido glandular e
estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores de PGF2a-R na regido
muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de PGF2a-R na regido
muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracéo
hematoxilina de Harris.
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Figura 06: Deteccdo imunoistoquimica de receptores COX-2, sendo
considerados nucleos positivos aqueles corados em marrom e negativos
aqueles corados em azuis. “A” receptores de COX-2 no epitélio luminal da
cérvix aumento 200X; “B” receptores de COX-2 no epitélio luminal da cérvix
aumento 400X; “C” receptores de COX-2 na regido glandular e estroma da
cérvix aumento 200X; “D” receptores de COX-2 na regido glandular e estroma
da cérvix aumento 400X; “E” receptores de COX-2 na regido muscular da
cérvix aumento 200X; “F” receptores de COX-2 na regido muscular da cérvix
aumento 400X. Imunoistoquimica, DAB, contra coloracdo hematoxilina de

Harris.
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Figura 7: Fluxograma com a hipotese da interferéncia dos receptores
estudados (e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2) na cascata que
leva a abertura cervical. Adaptado de NUNES et al.,, 1999; BARBAS et al.,
2001; KELLY, 2002; LERMA et al., 2008, CHATDARONG et al., 2010;
KUNKITTI et al.,, 2011; TAMADA et al., 2012; KAUFMANN et al., 2012;

HANSFORD et al., 2013; GOLBERG, 2014.
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TABELA 1: Comparacdo da positividade (presenca) entre 0s grupos piometra

aberta (PA) e piometra fechada (PF) e entre os grupos piometra (Pl), fase

folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, i-
NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2). Botucatu, 2015.

Positividade e-NOS  i-NOS FAS FAS-L  PGF2a-R  COX-2
Total PA=PF  PA=PF  PA=PF = PA<PF = PA=PF  PA=PF
Luminal PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF
Glandular PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA<PF  PA=PF
Muscular PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF
Total PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Luminal PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Glandular ~ PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Muscular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL

TABELA 2: Comparacdo da intensidade (concentracdo) entre 0S grupos

piometra aberta (PA) e piometra fechada (PF) e entre os grupos piometra (Pl),

fase folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS,
i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2a-R e COX-2). Botucatu, 2015.

Intensidade  e-NOS I-NOS FAS FAS-L PGF2a-R  COX-2
Total PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA=PF  PA<PF  PA=PF
Luminal PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF
Glandular PA<PF PA=PF PA=PF PA=PF PA<PF PA<PF
Muscular PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF PA=PF
Total PI<FF=FL PI=FF=FL PI=FL>FF PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Luminal PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Glandular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
Muscular PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL PI=FF=FL
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FATORES ENVOLVIDOS NOS MECANISMOS DE ABERTURA CERVICAL
EM CADELAS COM PIOMETRA

RESUMO

No Brasil existe uma grande populacdo de cadelas com risco de desenvolver
um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem de cadelas
sadias € normalmente submetida a ovariosalpingohisterectomia eletiva. A
patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida e pode se
apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada pela presenca ou
auséncia de secrecao vaginal, respectivamente. O relaxamento cervical € um
fator importante para o diagnostico, para o estabelecimento de um prognaostico
e para a escolha de um tratamento eficiente. O relaxamento cervical,
independente do ciclo estral, poderia também facilitar a realizacdo de exames
citolégicos e histopatologicos do endométrio para diagnéstico de processos
inflamatorios e neoplasicos. InUmeros fatores devem ser considerados quando
se estuda os mecanismos de abertura e fechamento cervical, tais como: a
concentracao sérica de estrégeno e progesterona, os receptores hormonais no
Utero, a porcentagem de colageno na cervix, infiltrado inflamatorio,
prostaglandinas, interleucinas e oOxidos nitricos. O objetivo desta revisdo
bibliografica é elucidar possiveis fatores envolvidos nos mecanismos de
abertura cervical em cadelas portadoras de piometra.

palavras-chave: piometra, cérvix, cadela
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FACTORS INVOLVED IN OPENING CERVICAL MECHANISMS IN BITCHES
WITH PYOMETRA

ABSTRACT

In Brazil there is a large population of dogs at risk of developing a framework for
pyometra, because only a small percentage of healthy bitches is usually
underwent elective ovariohysterectomy. Pathogenesis of canine pyometra is not
fully understood and can be presented in open or closed form, characterized by
the presence or absence of vaginal secretion, respectively. The cervical
relaxation is an important factor for diagnosis, to establish a prognosis and for
choosing an effective treatment. The cervical relaxation, regardless of the
estrous cycle, would also facilitate the realization of cytological and
histopathological tests for diagnosing endometrial inflammatory and neoplastic
processes. Numerous factors must be considered when studying the
mechanisms of cervical opening and closing, such as the serum concentration
of estrogen and progesterone hormone receptors in the uterus, the percentage
of collagen in the cervix, inflammatory infiltrate, prostaglandins, interleukins and
nitric oxides. The purpose of this literature review is to elucidate the factors
involved in the mechanisms of cervical opening in bitches suffering from
pyometra.

keywords: pyometra, cervix, bitche

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LOS MECANISMOS DE APERTURA
CERVICAL EN PERRAS CON PIOMETRA

RESUMEN

In Brazil there is a large population of dogs at risk of developing a framework for
pyometra, because only a small percentage of healthy bitches is usually
underwent elective ovariohysterectomy. Pathogenesis of canine pyometra is not
fully understood and can be presented in open or closed form , characterized by
the presence or absence of vaginal secretion, respectively. The cervical
relaxation is an important factor for diagnosis, to establish a prognosis and for
choosing an effective treatment. The cervical relaxation, regardless of the
estrous cycle, would also facilitate the realization of cytological and
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histopathological tests for diagnosing endometrial inflammatory and neoplastic
processes. Numerous factors must be considered when studying the
mechanisms of cervical opening and closing, such as the serum concentration
of estrogen and progesterone hormone receptors in the uterus, the percentage
of collagen in the cervix, inflammatory infiltrate, prostaglandins, interleukins and
nitric oxides. The purpose of this literature review is to elucidate the factors
involved in the mechanisms of cervical opening in bitches suffering from
pyometra.

palabras claves: piometra, cervix, perra

1. INTRODUCAO

A cadela é uma espécie monoeéstrica anual, ndo estacional, sendo que
as ovulagbes ocorrem uma ou duas vezes ao ano com intervalos de cinco a
doze meses (1). Nos ultimos anos o conhecimento a respeito da fisiologia
reprodutiva dos caes aumentou muito, mas doencas importantes e frequentes
na clinica reprodutiva, como a piometra, ainda ndo sao completamente
elucidadas, existindo inclusive controversas entre os autores quanto a sua
etiologia (2).

No Brasil existe uma grande populacdo 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 castragdes é realizada como
consequéncia de alteracdes clinicas. A situacéo € diferente em outros paises
onde a pratica da castracao é realizada em mais de 85% das cadelas (3).

A patogénese da piometra canina ndo é completamente esclarecida, a
despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doenca. O conceito de
Sindrome Hiperplasia Endometrial Cistica/Piometra introduzido por Dow (4-5),
sugere que mudancas hormonais sao responsaveis por um quadro de
hiperplasia endometrial cistica (HEC) que tornam o Utero mais susceptivel a
infeccéo bacteriana secundaria. Dow (5) e Sandholm et al. (6) propuseram que
a endometrite subaguda é seguida pela HEC, a qual predispfe a piometra.

Doencas uterinas ligadas com o ciclo estral sdo importantes causas de
infertilidade em carnivoros. Alteracdes hormonais resultantes de uma fase

proliferativa longa, foliculos ovarianos persistentes ou cistos ovarianos e
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infeccbes bacterianas apresentam uma influencia importante no Utero
provocando sua degeneragao (7).

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada,
caracterizada pela presenca ou auséncia de secrecdo vaginal,
respectivamente. A ceérvix é considerada uma barreira fisica importante
prevenindo a infeccdo ascendente pela secrecdo de muco e constriccdo. Na
mulher, a dilatacdo cervical durante o parto correlaciona-se com a extensao do
infiltrado de neutrofilos, entretanto, os mecanismos de dilatacdo cervical nas
cadelas ndo séo totalmente esclarecidos (8).

A abertura ou fechamento da cérvix nas cadelas sao ciclo dependente.
Sob a influéncia estrogénica a ceérvix se abre permitindo a entrada de bactérias
da microbiota normal da vagina para o interior do lamen uterino. Os produtos
da secrecdo das glandulas, inicialmente estéreis, contém nutrientes e pH
favoraveis ao crescimento bacteriano e, com a diminuicdo da resposta
inflamatodria, a piometra pode se instalar (9, 10). Trabalhos envolvendo
investigacdo sobre a inducdo de piometra canina demonstraram que entre os
dias onze e trinta, ap0s o pico de LH, o utero torna-se mais susceptivel a
infeccao (11).

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar um
fechamento da cérvix durante o curso da doenca, assim como cadelas com
piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de
abertura e fechamento cervical pode ser devido a interagcbes hormonais, ou
pode ser apenas um fator mecanico pela pressao exercida pelo proprio
acumulo de secrecéo no interior do utero. De qualquer forma, 0 mecanismo de
relaxamento cervical necessita de maiores estudos.

A taxa de mortalidade da piometra é de 3 a 4 % em paises
desenvolvidos que apresentam modernas rotinas de tratamento e um atraso no
diagnostico e/ou tratamento pode conduzir esses animais a Sépsis e a um
desfecho fatal (12). As piometras abertas sdo menos toxicas e mais faceis de
serem tratadas se os mecanismos de relaxamento cervical fossem melhor
esclarecidos poderiamos, no minimo, estimular a abertura cervical e induzir a
eliminag&o do conteudo uterino. Esta reviséo visa atualizar conhecimento sobre
a piometra canina principalmente no tocante aos mecanismos de abertura e

fechamento cervical nas cadelas.
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2. FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral dura de 5 a 12 meses e consiste de 4 fases consecutivas:
anestro (com duracdo de 80 a 240 dias), proestro (3 a 16 dias), estro (4 a 12
dias) e um diestro relativamente longo (60 a 90 dias). A puberdade nas cadelas
aparece entre 0os 6 e 14 meses de idade, variando de acordo com a raca e
porte do animal (13). O ciclo estral das cadelas & conhecido como um dos mais
primitivos de todos os mamiferos (7).

Dentre os hormonios relevantes no ciclo estral das cadelas o horménio
foliculo estimulante (FSH), o hormdnio Iluteinizante (LH), estrégeno e
progesterona sdo 0s mais importantes. Sob a influéncia do FSH, os foliculos
ovarianos se desenvolvem e as células foliculares produzem estrogenos, que
estimulam a proliferacéo das células epiteliais da mucosa vaginal, aumentam a
espessura da camada endometrial, promovem abertura da cérvix, aumentam o
fluxo sanguineo e a resposta inflamatoria celular. As respostas ou efeitos
provocados pelos estrégenos e progesterona no utero tém efeito cumulativo a
cada ciclo estral (9, 10).

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrogeno
durante o estro, seguida por longos intervalos de dominéncia da progesterona
levando a modificacbes no endométrio (11, 14). A estimulacdo progestacional
resulta em proliferacdo do endométrio, secrecdo das glandulas uterinas e
diminuicdo das contragbes do miométrio. A inibicdo leucocitaria no utero
sensibilizado pela progesterona facilita a infecgdo bacteriana. O endomeétrio,
sob o estimulo da progesterona, se hipertrofia devido a um aumento no niamero
e no tamanho de suas glandulas, que aumentam suas atividades secretoras e
um fluido estéril pode se acumular no limen do utero. Essas respostas aos
efeitos hormonais podem ser mais exacerbadas com o uso de progestagenos

exogenos (14-16).

3. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL

A ceérvix apresenta poucas fibras musculares lisas e grande quantidade
de tecido conjuntivo. A mucosa cervical € constituida por um epitélio prismatico
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 um
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muco viscoso, que impede a passagem de microorganismos e de
espermatozoides para o interior da cavidade uterina (17).

As propriedades mecanicas da cérvix sado derivadas da concentracao de
colageno, o musculo liso constitui apenas 15% da massa do 6rgéo. Feixes de
colagenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada rapidamente por
acao das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle séo temas atuais
de pesquisas e debates. Os colagenos da cérvix séo principalmente dos tipos I,
[ll e IV, tornando a cérvix uma estrutura bastante rigida sendo a colagenase a
enzima necessaria para o relaxamento do orgéo (18).

Os tratamentos clinicos da piometra envolvem medicamentos que
estimulam a contracéo uterina, além disso, o relaxamento cervical é um fator
importante para o diagnostico, para o estabelecimento de um progndéstico e
escolha de um tratamento eficiente, pois a parede uterina muitas vezes esta
friavel e pode se romper contaminando a cavidade abdominal (19).

Os mecanismos envolvidos na abertura e fechamento da cérvix ndo sao

completamente elucidados e inUmeros fatores devem ser considerados.

3.1. DOSAGEM SERICA DE ESTROGENO E PROGESTERONA

O estrégeno induz a proliferacdo das glandulas endometriais e a
progesterona induz a ramificagdo dessas glandulas, sendo também
responsavel pelo inicio da secrecéo glandular para o limem uterino (20).

Ainda é desconhecido o processo pelo qual podemos diferenciar a
formacdo de piometra aberta ou fechada. Algumas hipdteses ja foram
levantadas, sendo a de Weiss et al. (1) bastante expressiva. Ao analisar a
concentracdo hormonal de cadelas com diagnostico de piometra, o estradiol
nao apresentou diferenca significativa: piometra aberta, 43 * 6,5 pg/mL;
fechada, 56,3 + 11,9 pg/mL. Quanto a analise da progesterona, os resultados
apresentaram diferencas significativas sendo de 4,8 £ 0,9 ng/mL para a
piometra aberta e de 13,2 + 5,5 ng/mL para a piometra fechada.

No estudo realizado por Volpato (21) ndo foi observada diferenca
significativa entre as concentracbes de progesterona quando foram
comparados 0s grupos de piometra aberta (25 animais) e fechada (06 animais).
Nesse trabalho foram observadas variacdes individuais de 0,54 ng/mL a 35,43

ng/mL. Segundo o autor essa variagdo é devida a fase do ciclo estral no qual
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foi realizado o diagnostico de piometra. Resultado semelhante foi encontrado
no estudo realizado por Tamada et al. (19) onde néo foi constatado correlacao
entre a dilatagéo da cérvix em cadelas com piometra e o numero de foliculos

do ovario.

3.2. RECEPTORES DE ESTROGENOS E DE PROGESTERONA

Investigacbes tém explorado a possibilidade da piometra canina ser
induzida por uma resposta exagerada do Utero a niveis normais de hormoénios
(22). A expressao de receptores parece ser diferente no Gtero comprometido
com HEC e piometra quando comparado com o de cadelas sadias (20, 22).

Estudos sobre receptores hormonais em Utero de cadelas ja foram
realizados. Segundo Kunkitti et al. (23), os receptores de estrogeno e
progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral,
porém, o mecanismo envolvido, as mudancas e associa¢des bioquimicas que
ocorrem nesse processo nao sao totalmente esclarecidos.

No estudo realizado por De Bosschere et al. (24) avaliou-se, por ensaio
imunoistoquimico, a expressao de receptores estrogénicos (RE) e receptores
de progesterona (RP) no utero de cadelas normais, com piometra e com HEC.
As contagens de RE e RP foram mais elevadas nos animais com HEC, quando
comparadas com utero de cadelas normais ou portadoras de piometra e a
menor expressao desses receptores foi verificada em cadelas com piometra.
As diferencas na expressdo de receptores de estrogeno e progesterona
sugerem fatores distintos na patogénese da HEC e da piometra. Assim, pode-
se deduzir que a piometra é desencadeada por uma cascata de fendbmenos
iniciada apenas pela infec¢ao bacteriana e ndo pela HEC.

Em consequéncia da expressdo aumentada do RE em cadelas com
HEC, o endométrio permanece receptivo ao estréogeno, mesmo com niveis
circulante baixos. Isto pode esclarecer a continua proliferacdo das glandulas
endometriais durante o estagio de forte influéncia progesterénica. A acéo
prolongada simultdnea do estrégeno e da progesterona poderia explicar as
mudancas na proliferacéo cistica que sdo caracteristicas da piometra (20).

Volpato et al. (25), utilizando a técnica de imunoistoquimica,
pesquisaram receptores de estrogeno a e 3 no utero e cérvix de cadelas com

piometra aberta e fechada. Nesse estudo foi realizada a identificacdo e
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guantificacdo desses receptores tanto nas regides glandular e do estroma do
uterino como nas regides epitelial, glandular e do estroma da cérvix. Nao foi
verificada diferenca estatistica entre 0s grupos piometra aberta e piometra
fechada em relacdo a expresséo dos receptores a e 3 e dos locais avaliados.

Comparando a imunorreatividade dos REa entre as diferentes regioes
do utero, Volpato et al. (25) observaram que o epitélio glandular foi corado com
uma intensidade mais forte do que o estroma, determinando uma concentracao
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 marcagao, a regido com o maior numero de REa
no Utero e cérvix é o epitélio glandular. Esses resultados séo contrarios aos
observados por Dhaliwal et al. (26) que encontraram um escore muito baixo de
RE e RP no epitélio glandular do utero.

O numero de nucleos positivos para receptores de estrégeno e
progesterona néo diferiram entre as cadelas com piometra aberta e piometra
fechada (23, 25), entretanto, Volpato et al. (25) identificaram diferencas na
marcacdo dos RPs. Houve uma maior concentracdo de receptores de
progesterona na ceérvix de cadelas com piometra fechada e a reatividade foi
mais intensa no estroma quando comparada com o epitélio glandular e luminal,
existindo portanto, um maior nimero de RPs no estroma quando comparado as
outras regides da cérvix.

Receptores de P4 sdo menos expressos em cadelas com HEC/piometra,
guando comparadas as fémeas sadias, durante todo o diestro. Escores
imunoistoquimicos de RPs nas varias camadas do utero com HEC/piometra

durante o diestro foram também baixos de acordo com Dhaliwal et al. (26).

3.3. COLAGENOS | E Il

O relaxamento da cérvix € regulado pela musculatura lisa, tecido fibroso
e elastina. A remodelacdo da matriz extracelular tem um papel importante na
dilatacdo cervical pela degradacdo do colageno. Em trabalho realizado por
Chatdarong et al. (27), foi postulado que o Utero de cadelas ciclicas tem uma
maior propor¢cao de colageno comparado com musculatura lisa, provavelmente

associada ao aumento do estradiol durante o estro. Isso gera uma diminuicéo
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da resisténcia a tracdo, causando o relaxamento da cérvix. Resultado
semelhante é observado nas cadelas com piometra de cérvix aberta, sugerindo
gue a abertura da ceérvix é associada a um aumento na proporcao de
colagenos frente a fibras musculares.

Dezenove tipos de colagenos ja foram identificados e a ceérvix inclui
principalmente os tipos de colagenos | e Ill. Na cérvix aberta ndo se observam
fibras elasticas no endométrio e as fibras de colageno se encontram numa
densidade menor quando comparadas a ceérvix fechada, onde as fibras de
colageno se encontram mais densas e ordenadas. A medida que a dilatacéo
cervical aumenta, as fibras de colageno se tornavam mais finas e 0s espacos
entre as fibras se tornam maiores (19).

Volpato et al. (25), utlizando a técnica de imunoistoquimica,
identificaram receptores para colageno | e lll nas regifes glandular e muscular,
tanto do Utero quanto da cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. Os
resultados nao identificaram diferencas significativas entre as duas condi¢des
avaliadas e nem entre as regifes investigadas. Um aumento nas
concentracdes de colageno néo foi identificado na piometra fechada conforme
sugerido por Tamada et al. (19).

3.4. AGENTES ETIOLOGICOS E INFILTRADO INFLAMATORIO

A interacdo da progesterona e do estrogeno € importante no
desenvolvimento da piometra, mas a progressdao e severidade dessa
enfermidade sdo complicadas com a migracdo secundaria de bactérias por via
ascendente (5).

A bactéria com maior incidencia no Utero de cadelas com piometra é a
Escherichia coli, isolada de 57% a 96% das amostras de Uteros.
Ocasionalmente, outras bactérias como  Staphilococcus schleiferi,
Staphilococcus epidermidis, Streptococcus sp, Streptococcus canis, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa séo isoladas do
utero de animais infectados (1, 12, 28). A origem destes microorganismos € o
préprio intestino e trato urinario (1, 29, 30).

A infeccdo da cérvix e atero podem levar a um enfraquecimento da
cérvix podendo ser um fator contribuinte nos casos de trabalho de parto

prematuro. A atividade da prostaglandina desidrogenase é reduzida na
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presenca de infeccbes permitindo, portanto, a atuacdo da prostaglandina na
cérvix (1, 18).

O relaxamento cervical nas cadelas € normalmente associado com a
fase de proestro e estro. A contaminacdo bacteriana do uUtero ocorre durante
essas fases do ciclo estral, ndo havendo, portanto, diferenca entre a piometra
aberta e fechada em relacdo ao momento da contaminacéo bacteriana. Volpato
(21) néo encontrou diferenca no agente bacteriano isolado nas cadelas com
piometra aberta e fechada.

A dilatacdo da cérvix em fémeas normais e com doengas uterinas
podem ser controladas por mecanismos diferentes. Expressdes dos receptores
séo influenciadas pelo estagio do ciclo estral em cadelas normais, enquanto a
infiltragcdo de neutrofilos no tecido cervical também esta envolvida na dilatagéo
cervical e pode ocorrer em cadelas com piometra, independente da fase do
ciclo estral (23).

Remodelagdes estruturais da cérvix durante o parto resultam na rapida
abertura cervical. Esse processo € caracterizado por uma infiltracdo de
neutrofilos e macrofagos. Os leucdcitos parecem participar da reorganizacao
do tecido conjuntivo da cérvix durante o parto e esse mesmo mecanismo talvez
ocorra nos casos de piometra aberta nas cadelas (23)

O relaxamento da cérvix esta associado com um influxo de leucocitos,
incluindo os neutrdéfilos, que tém um elevado potencial para a liberacdo de
colagenase. O colageno proporciona a rigidez da cérvix e ha uma probabilidade
de que granuldcitos estejam envolvidos no processo de amadurecimento
fisiologico normal da cérvix. Os neutrofilos s&o importantes fontes de
colagenases especificas que estédo contidas dentro do subconjunto de granulos
do citoplasma. O oxido nitrico, outra substéncia vasoativa, também esta
envolvido nos efeitos diretos sobre os neutrofilos, mas seus mecanismos ainda
nao estao esclarecidos (18).

A invaséo de células inflamatorias tem sido sugerida como uma possivel
causa de degradacado de colagenos e relaxamento cervical. Em mulheres, o
grau de dilatacdo cervical esta diretamente relacionado com a extensdo do
infiltrado  neutrofilico que pode, posteriormente, produzir enzimas
colagenoliticas, como proteases e metaloproteinases. O aumento dessas

enzimas pode degradar o colageno recém-sintetizado e assim, diminuir a
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propor¢cdo colageno/musculatura lisa na cérvix interferindo no grau de
relaxamento cervical em cadelas com doencas uterinas (23).

No trabalho realizado por Volpato et al. (31) utilizando seis cadelas com
piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, ndo foi encontrada
diferenca significativa entre o infiltrado leucocitario observado na cérvix de
cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucdcitos como na
guantificagdo de neutrofilos, linfocitos, macréfagos, eosinofilos e plasmaocitos.
N&ao foi encontrado mastocito. De acordo com os resultados a infiltracao

leucocitaria ndo esta associada a abertura cervical na piometra canina.

3.5. PROSTAGLANDINAS

O mecanismo de dilatagdo da ceérvix inclui uma série de interacbes que
ocorrem através de reacdes quimicas estimuladas por diferentes hormoénios. A
enzima ciclo-oxigenase-2 estd envolvida com o aumento local de
prostaglandina E2 (PGEZ2); esse aumento conduz a diversas alteracdes
associadas ao amadurecimento cervical, como a dilatacdo dos pequenos
vasos, aumento da degradacdo do colageno, aumento do acido hialurénico,
aumento da quimiotaxia dos leucocitos e aumento do estimulo e liberagdo da
interleucina-8 (IL-8) (32).

A deposicdo de PGE2 na vagina ou ceérvix da mulher, ovelha, égua e
vaca origina um relaxamento e dilatacdo cervical in vivo, independentemente
do estado fisiolégico e das concentracbes de progesterona. Na mulher, a
aplicacdo de prostaglandinas na cérvix, antes do parto induz a dilatagao
cervical (33, 34)

Algumas prostaglandinas diminuem a atividade contratil da musculatura
cervical, sendo a PGE2 aquela que apresenta uma atividade inibidora mais
potente mesmo em doses baixas. As prostaglandinas facilitam a dilatacéo
cervical ao induzirem a liberacdo de colagenases que promovem a quebra do
colageno e, como consequéncia, o relaxamento cervical. O misoprostol, um
analogo sintético da PGE1, tem se mostrado altamente eficiente na indugéo da
abertura cervical e no estimulo da atividade contratil do miométrio (18, 33, 34).

O mecanismo de acéo das prostaglandinas ainda ndo € completamente
elucidado. E sabido que as prostaglandinas estdo envolvidas no

amadurecimento cervical fisiolégico, sendo os fibroblastos cervicais iniciadores
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do processo controlando a permeabilidade e dilatacdo dos pequenos vasos
sanguineos. As prostaglandinas podem também apresentar um efeito direto na
estimulacdo da matriz metaloproteinase. O efeito vasoativo da PGE2 facilita a
penetragdo de leucdcitos na cérvix e os neutrofilos abundantes na circulagéo
periférica sdo uma fonte importante de colagenase para o amadurecimento

cervical final (18).

3.6. INTERLEUCINA

A etiopatologia da piometra vem sendo estudada ha décadas e pouco se
sabe sobre a ocorréncia das células do sistema imunitario no utero canino.
Sem duvida, a imunidade uterina local, ou a falta dela, tem uma importancia no
desenvolvimento da piometra (35).

Na piometra temos o recrutamento de leucocitos, citocinas e quimiocinas
gue desempenham um papel crucial na regulacdo da inflamacdo e da
circulacdo de células do sistema imunoldgico. Como esperado, citocinas pro-
inflamatorias precoces (IL-1B e TNF-a) foram encontradas em alta quantidade
nos uteros afetados. Em contraste, a expresséo da citocina anti-inflamatoria IL-
10 permaneceram inalterados quando comparadas a uteros normais. (35)

A presengca e migracdo de células inflamatorias podem causar o
aumento das atividades do Oxido nitrico sintetase, juntamente com outros
agentes inflamatorios como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa e
interleucina-8 (IL-8). Esses mecanismos parecem estar envolvidos no
amadurecimento cervical devido ao processo de remodelacdo do tecido
inflamatorio e quebra de pontes quimicas entre as fibras de colageno (32).

O inicio do amadurecimento cervical nas mulheres pode envolver
agentes quimiotaticos neutrofilicos, tais como a IL-8, que tem sido utilizada
para o amadurecimento de cérvix em cobaia. A estimulacdo da IL-8 pode
ocorrer nos fibroblastos ou em mondcitos, em sinergismo com a prostaglandina
E2 (18, 32).

A IL-8 tem um efeito seletivo na estimulacdo da liberacdo de
metatoproteinases e granulos que contém a colagenase. O neutrofilo € uma
fonte quase ilimitada de colagenase que pode ser carreada para os tecidos por
agentes quimiotaticos. A IL-8 de inducéo e de ativacdo dos neutrofilos causa o
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relaxamento cervical em mulheres da mesma maneira que a IL-8 exdgena
induz a maturacdo em cobaias (18).

Estudos recentes indicam que a expressao local de IL-8 na cérvix esta
associado ao relaxamento e a infiltracdo de neutrofilos. Tamada et al. (19)
relataram que a expressdo de IL-8 foi positivamente associada com a
permeabilidade e o numero de neutréfilos na cérvix, o que sugere que as
interleucinas podem concentrar neutrofilos na regido e influenciar a
permeabilidade.

A interleucina 17, originalmente identificado como linfécito T citotoxico,
foi descrita pela primeira vez em 1993 em ratos e humanos. Dois anos depois,
esta proteina foi descrita como uma nova citoquina e chamada interleucina 17.
Essa interleucina ja foi encontrada em doencas de vias aéreas,
gastrointestinais, articulacdes, de glandulas mamarias e utero de cadelas com
piometra (35, 36). IL-17 esta4 envolvida na resposta imune inata de muitos
patogenos, incluindo E. coli e desempenha um papel na regulacdo da
inflamac&o no trato reprodutivo (35, 37)

Todos esses resultados mostram que as interleucinas sao importantes
em doencas inflamatoérias, mas ainda ha poucos resultados sobre seu papel na

piometra canina sendo um importante campo de estudo para futuro.

3.7. OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (ON) é um radical livre altamente reativo, que
desempenha importantes fun¢cdes em diversos sistemas fisioldgicos. Ao longo
da ultima década, diversas linhas de pesquisa convergiram para demonstrar
gqgue o ON é um modulador de processos fisioloégicos e patolégicos em
mamiferos (38).

O ON atua como vasodilatador sendo sintetizada no processo de
conversdo de L-arginina em I-citrulina pela ON sintetase (NOS). Existem trés
isoformas: endotelial (e-NOS), neuronal (n-NOS) e induzivel (i-NOS). Dessas,
as duas primeiras isoformas sdo dependentes de calcio, enquanto iINOS é
induzida por citocinas, fatores de crescimento e reacao inflamatoria (39, 40).

O ON parece desempenhar um papel importante no processo de
relaxamento cervical, visto que seu aumento leva a uma elevacéo na atividade

de metaloproteinase, apoptose celular e sintese de glicosaminoglicano. Todas
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estas modificacbes estdo associadas com o0 processo de amadurecimento
cervical (32).

Diversos agentes podem ser utilizados na tentativa de relaxar a cérvix.
Farmacologicamente, sdo quimiocinas como a interleucina, analogos da
prostaglandinas e ON. A NOS é encontrada na cérvix de ratos, cobaias e
suinos e tem sua concentracdo elevada durante o parto. As mudancas
observadas na cérvix de suinos apos administracéo de nitroprussiato de sodio
assemelham-se aquelas apo6s maturacdo fisiolégica normal ao nascimento,
com influxo de mondcitos e granulécitos (18).

Pesquisas recentes estdo investigando a acdo do sistema 6oxido nitrico
sintetase/Oxido nitrico. Esse sistema parece estar associado a regulacdo do
miomeétrio e da cérvix durante a gestacao e o parto das mulheres. Estudos com
ratos demonstraram que a atividade do Oxido nitrico sintetase/0xido nitrico esta
associada com a laténcia uterina. Previamente ao amadurecimento cervical, a
atividade € baixa e, em seguida, aumenta no momento do trabalho de parto,
sendo associada com o relaxamento da cérvix. O sistema Oxido nitrico
sintetase/o0xido nitrico € a via final na indugcdo de mudancas quimicas

associadas com maturagao cervical (32).

4. CONCLUSAO

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 a fim
de compreender melhor sua etiologia e os mecanismos de abertura e
fechamento cervical. H4 um consenso de que as lesdes sdo resultados de uma
interacdo hormonal e participacdo bacteriana, mas apesar dos varios estudos
sobre o tema, clinicamente, a sindrome piometra ainda representa um desafio
para a maioria dos profissionais. A abertura cervical mediada por farmacos
poderia facilitar o tratamento de animais portadores de piometra fechada
tornando o0 acesso ao Utero mais seguro. A eliminagéo da secrecao uterina por
meio de drogas ecbdlicas e antibioticoterapia poderia ser o tratamento de
escolha nagueles animais com finalidade reprodutiva. O relaxamento cervical,
independente do ciclo estral, poderia também facilitar a realizacdo de exames

citolégicos e histopatolégicos do endométrio para diagnéstico de processos
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inflamatorios e neoplasicos. Portanto o entendimento de mecanismos de
abertura cervical poderia auxiliar na clinica reprodutiva.

Apoés revisdo sobre o tema, fatores como o0s agentes etioldgicos
causadores da infeccéo uterina, o infiltrado inflamatério, a concentracéo sérica
de progesterona e estrégeno e os receptores de estrogenos néo parecem estar
envolvidos nos mecanismos de abertura e fechamento cervical. Em contra
partida, os receptores de progesterona e os fatores envolvidos na degradacao
e remodelamento dos colagenos como prostaglandinas, interleucinas e 6xido

nitrico parecem interferir na abertura cervical.

5. REFERENCIAS

1-WEISS RR, CALOMENO MA, SOUSA RS, BRIERSDORF SM, MURADAS P.
Avaliacdo histopatologica, hormonal e bacteriologica da piometra na cadela.
Arch. Vet. Sci. 2004;9(2):81-7.

2-GOERICKE-PESCH S, SCHMIDT B, FAILING K, WEHREND A. Changes in
the histomorphology of the canine cervix though the oestrus cycle.
Theriogenology. 2010;74(6):1075-81.

3-HAGMAN R, REEZIGT BJ, LEDIN HB, KARLSTAM E. Blood lactate levels in
31 female dogs with pyometra. Acta Vet. Scand. 2009;51(2):11-9.

4-DOW C. The cystic hyplerplasia-pyometra complex in the bitch. The
Veterinary Record. 1957;69:1409-15.

5-DOW C. The cystic endometrial hyplerplasia-pyometra complex in the bitch.
The Veterinary Record. 1958;70:1102-8.

6-SANDHOLM M, VASENIUS H, KIVISTO AK. Pathogenesis of canine
pyometra. JAVMA. 1975;167(11):1006-10.

7-KEMPISTY B, BUKOWSKA D, WOZNA M, PIOTROWSKA H, JACKOWSKA
M, ZURAW A, et al. Endometritis and pyometra in bitches: a review. Veterinarni
Medicina. 2013;58(6):289-97.

8-CHATDARONG K, KUNKITTI P, SRISUWATANASAGUL S. P2 Distribution of
Oestrogen Receptor and Progesterone Receptor and Leukocyte Infiltration in
Canine Cervical Tissue. Proceedings 7th Chulalongkorn University Veterinary
Science the Animal Company. 2008;1:58.

9-OLIVEIRA KS. Cystic endometrial hyperplasia complex. Acta Sci Vet.
2007;35(2):270-2.



147

10-OLIVEIRA PC, LOPES MD, THOME HE, BALIEIRO JCC. Avaliacéo
citolégica, histologica e hormonal de cadelas normais e com complexo
hiperplasia endometrial cistica/piometra. Vet e Zootec. 2008;15(1):150-9.
11-SMITH FO. Canine pyometra. Theriogenology. 2006;66:610-2.

12-SHARIF H, HAGMAN R, WANG L, ERIKSSON S. Elevation of serum
thymidine kinase 1 in a bacterial infection: Canine piometra. Theriogenology.
2013;79:17-23.

13-CONCANNON PW. Reproductive cycles of the domestic bitch. Anim Reprod
Sci. 2011;124:200-10.

14-PRETZER SD. Clinical presentation of canine pyometra and mucometra: A
review. Theriogenology, 2008;70:359-63.

15-DE BOSSCHERE H, DUCATELLE R, VERMEIRSCH H, VAN DEN
BROECK W. Cystic endometrial hyperplasia-pyometra complex in the bitch:
should the two entities be disconnected. Theriogenology. 2001;55:1509-19.
16-RAGNI RA. Pyometra in a bitch following unusual sterilisation. Jour Small
Anim Pract. 2005;46:39-40.

17-JUNQUEIRA LC, CARNEIRO J. Aparelho Reprodutor Feminino. In:
Histologia Basica. 9.ed.Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan. p:367-88, 1999.

18-KELLY RW. Inflammatory mediators and cervical ripening. Jour Reprod
Immun. 2002;57:217-24.

19-TAMADA H, KAWATA N, KAWATE N, INABA T, KIDA K, HATOYA S, et al.
Factors associated with patency of the uterine cervix in bitches with piometra.
Theriogenology. 2012;93:1203-10.

20-DE COCK H, VERMEIRSCH H, DUCATELLEL R, DE SCHEPPER J.
Immunohistochemical analysis of estrogen receptors in cystic-endometritis-
pyometra complex in the bitch. Theriogenology. 1997;48:1035-47.
21-VOLPATO R. Andlise clinica e imunoistoquimica do Utero e cérvix de
cadelas com o diagnostico de piometra. Botucatu. Dissertacdo (mestrado)
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista; 2011.

22-VERVERIDISA HN, BOSCOSA CM, STEFANAKISB A, SARATSISA P,
STAMOUA Al, KRAMBOVITISB E. Serum estradiol-17b, progesterone and



148

espective uterine cytosol receptor concentrations in bitches with spontaneous
pyometra Theriogenology. 2004;62:614-33.

23-KUNKITTI P, SRISUWATANASAGUL S, CHATDARONG K. Distribution of
estrogen receptor alpha and progesterone receptor, and leukocyte infiltration in
the cervix of cyclic bitches and those with pyometra. Theriogenology.
2011;75:979-87.

24-DE BOSSCHERE H, DUCATELLE R, TSHAMALA M, CORY M. Changes in
sex hormone receptors during administration of progesterone to prevent estrus
in the bitch. Theriogenology. 2002;58:1209-17.

25-VOLPATO R, MARTIM I, RAMOS RS, TSUNEMI RH, LAUFER-AMORIM R,
LOPES MD. Imunoistoquimica de utero e cérvice de cadelas com diagnastico
de piometra. Arq Bras Med Vet Zootec. 2012;64(5):1109-17.

26-DHALIWAL GK, ENGLAND GCW, NOAKES DE. Oestrogen and
progesterone receptors in the uterine wall of bitches with cystic endometrial
hyperplasia/pyometra. Veterinary Record. 1999;145:455-7.

27-CHATDARONG K, LINHARATTANARUKSA P, SIRIVAIDYAPONG S,
SRISUWATAMASAKUL S. The proportions of Smooth Muscle and Collagen in
the Cervical Tissue of Bitches during Various Stages of the Estrous Cycle and
Bitches Developing. Proceedings 9th Chulalongkorn University Veterinary
Science the Animal Company. 2010;1:129.

28-HAGMAN R, KUHNB I. Escherichia coli strains isolated from the uterus and
urinary bladder of bitches suffering from pyometra: Comparison by restriction
enzyme digestion and pulsed-field gel electrophoresis. Vet Microbi.
2002;84:143-53.

29-COGGAN JA, OLIVEIRA CM, FAUSTINO M, MORENO AM, VON SYDOW
AC, MELVILLE PA, BENITES NR. Microbiological study of intrauterine
secretion from bitches with pyometra and research of virulence factors of
Escherichia coli isolates. Arq Instit Biol. 2004;71:1-749.

30-BARTOSKOVA A, VITASEK R, LEVA L, FALDYNA M. Hysterectomy leads
to fast improvement of haematological and immunological parameters in bitches
with pyometra. Jour Small Anim Pract. 2007;48:564-8.

31-VOLPATO R, REIS MV, RODRIGUES MMP, TSUNEMI RH, LOPES MD.
Infiltrado leucocitario em cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada.
Anais do XX CBRA. 2013;37(2):171.



149

32-GOLDBERG AE. Role of various hormones in the process of cervical
ripening. Disponivel em : <http://emedicine.medscape.com/article/ 263311 -

overview#aw 2aab6b5> Acesso em: 08 marco, 2013.

33-NUNES F, RODRIGUES R, MEIRINHO M. Randomized comparison
between intravaginal misoprostol and dinoprostone for cervical ripening and
induction of labor. AJOG. 1999;181(3):626-9.

34-BARBAS JP, GONCALVES SC, MARQUES CC, HORTA AEM. Efeito da
aplicacéo vaginal de agentes dilatadores do cérvix durante a fase folicular do

ciclo em ovelhas. Proceedings do Il Congresso Ibérico de Reprodugao Animal.
2001:299-307.

35-BARTOSKOVA A, TURANEK-KNOTIGOVA P, MATIASOVIC J,
ORESKOVIC Z, VICENOVA M, STEPANOVA H. y & T lymphocytes are
recruited into the inflamed uterus of bitches suffering from piometra. The
Veterinary Journal. 2012;94:303-8.

36-MENSIKOVA M, STEPANOVA H, FALDYNA M. Interleukin-17 in veterinary
animal species and its role in various diseases: A review. Cytokine. 2013;64:11-
7.

37-SCURLOCK AM, FRAZER LC, ANDREWS JR CW, O'CONNELL CM,
FOOTE IP, BAILEY SL. Interleukin-17 contributes to generation of Thl
immunity and neutrophil recruitment during Chlamydia muridarum genital tract
infection but is not required for macrophage influx or normal resolution of
infection. Infection and Immunity. 2011;79:1349-62.

38-DIXIT VD, PARVIZI N. Nitric oxide and the control of reproduction. Anim
Reprod Sci. 2001;65:1-16.

39-STUEHR DJ. Mammalian nitric oxide synthases. Biochi Biophysic Acta
1999;1411:217-30.

40-HAYASHIA KG, HOSOEB M, TAKAHASHIA T. Placental expression and
localization of endothelin-1 system and nitric oxide synthases during bovine

pregnancy. Anim Reprod Sci



