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RESUMO 
 
O objetivo desse estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos na abertura 

cervical em cadelas saudáveis e com o diagnóstico piometra. Para tanto, 

foram realizadas avaliações imunoistoquímicas em diferentes regiões da 

cérvix: epitélio luminal, região glandular e região muscular, para os 

receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2. Foram utilizadas 

11 cadelas com piometra aberta, 11 cadelas com piometra fechada, 6 

cadelas saudáveis em fase folicular e 6 em fase luteal do ciclo estral. Todas 

as fêmeas foram submetidas a ovariohisterectomia (OSH) e dosagens de  

progesterona foram realizadas para confirmação da fase do ciclo estral. As 

dosagens foram realizadas utilizando-se kits comerciais em fase sólida. Para 

avaliar a imunomarcação 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 marcações foi avaliada de forma subjetiva em fraca, 

moderada e forte, recebendo respectivamente escore 1, 2 e 3 para a análise 

estatística. As leitura foram realizadas em cinco campos aleatórios, sendo 

todos os campos homogêneos (mais de 80% da coloração com a mesma 

intensidade). As avaliações foram realizadas em um microscópio de luz no 

aumento 400 vezes. Foram realizados os testes estatísticos não-paramétrico 

de Mann-Whitney para comparar a presença, a concentração de cada 

receptor e a região entre os grupos piometra fechada e aberta. Entre os 

grupos piometra, fase luteal e fase folicular, utilizou-se o teste Kruskall-Wallis, 

pois a comparação 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, não estando envolvidos no mecanismo de abertura cervical 

nessa doença. Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2α-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, PGF2α-R e COX-2 não se mostraram diferentes nos grupos piometra, 

cadelas saudáveis em fase folicular e em fase luteal, sugerindo sua 

independência hormonal nas cadelas. O receptor e-NOS foi superior nas 

cadelas com piometra quando comparados aos grupos de cadelas saudáveis 

em fase folicular e em fase luteal, podendo estar correlacionado a presença 

de infiltrado inflamatório. O receptor FAS foi inferior no grupo de cadelas 

saudáveis em fase folicular quando comparado as cadelas com piometra e 

cadelas saudáveis em fase luteal, podendo estar relacionado a concentração 

de progesterona e ser ciclo dependente. Os resultados obtidos mostram a 

importância do assunto e a dificuldade de se demonstrar com clareza o 

mecanismo de controle da abertura cervical em cadelas. 
 

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquímica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xxiii 	
  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract 

 

 

 



xxiv 	
  

 

 

 
 
VOLPATO, R. Cervix immunohistochemical evaluation of healthy bitches and 
bitches diagnosed with pyometra. Botucatu, 2015. 149p. Tese (Doutorado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 
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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, PGF2α-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, PGF2α-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, PGF2α-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 
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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. INTRODUÇÃO 
 

No Brasil existe uma grande população de cadelas com risco de 

desenvolver um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem 

de cadelas sadias é normalmente submetida à ovariosalpingohisterectomia 

(OSH) eletiva. A maioria das castrações em nossa rotina é realizada como 

consequência de alterações clínicas. A situação é diferente em outros países 

mais desenvolvidos onde a prática da castração é comum e realizada em mais 

de 85% das cadelas (HAGMAN et al., 2009). 

Em países onde a castração de cães saudáveis não é geralmente 

realizada, a piometra é uma das doenças mais comuns e afeta mais de 50% de 

todas as cadelas antes dos 10 anos de idade. A piometra afeta principalmente 

fêmeas 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 diagnóstico de 6 

a 8 anos (EGENVALL et al., 2001; HAGMAN, 2012). 

A patogênese da piometra canina não é completamente esclarecida, a 

despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doença. O conceito de 

Síndrome Hiperplasia Endometrial Cística/Piometra introduzido por Dow (1957; 

1958), sugere que mudanças hormonais são responsáveis por um quadro de 

hiperplasia endometrial cística (HEC) que tornam o útero mais susceptível a 

infecção bacteriana secundária. Dow (1958) e Sandholm et al. (1975) 

propuseram que a endometrite subaguda é seguida pela HEC, a qual 

predispõe a piometra. 

Atualmente é reconhecido que o desequilíbrio hormonal primário ou uma 

resposta anormal as concentrações normais de estrôgenos e progesterona 

afetam as células do epitélio do útero e facilitam a adesão, colonização e 

crescimento de bactérias (FIENI et al., 2014). A resposta ao estrógeno seguida 

por longos períodos de predominância da progesterona causam modificações 

hormonais que afetam o endométrio que juntamente com uma infecção 

bacteriana, pode resultar em uma síndrome clínica descrita como piometra 

(TAMADA et al., 2012; CHANDRAPURIA e SOMIL, 2014).  

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, 

caracterizada pela presença ou ausência de secreção vaginal, 

respectivamente. Os sinais clínicos variam conforme o tempo de evolução do 
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processo e o grau de relaxamento da cérvix. Cadelas com piometra aberta, 

geralmente, apresentam um menor comprometimento do seu estado geral do 

que cadelas apresentando piometra fechada (BYERS et al., 2007).  

A taxa de sucesso global de tratamento médico para piometra relatada 

nos estudos varia de 83% a 100%. O sucesso maior é sempre em cadelas com 

cérvix aberta em comparação com as fechadas. A taxa de recorrência 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 cérvix é considerada uma barreira física importante prevenindo a 

infecção ascendente pela secreção de muco e constricção. Na mulher, a 

dilatação cervical durante o parto correlaciona-se com a extensão do infiltrado 

de neutrófilos, entretanto, os mecanismos de dilatação cervical nas cadelas 

não são totalmente esclarecidos (CHATDARONG et al., 2008). 

A abertura ou fechamento da cérvix nas cadelas são ciclo dependente. 

Sob a influência estrogênica a cérvix se abre permitindo a entrada de bactérias 

da microbiota normal da vagina para o interior do lúmen uterino. Os produtos 

da secreção das glândulas, inicialmente estéreis, contêm nutrientes e pH 

favoráveis ao crescimento bacteriano e, com a diminuição da resposta 

inflamatória, a piometra pode se instalar (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 

2008). Trabalhos envolvendo investigações sobre a indução de piometra 

canina demonstraram que entre os dias onze e trinta, após o pico de LH, o 

útero torna-se mais susceptível a infecção (SMITH, 2006).  

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar um 

fechamento da cérvix durante o curso da doença, assim como cadelas com 

piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de 

abertura e fechamento cervical pode ser devido a interações hormonais, ou 

pode ser apenas um fator mecânico pela pressão exercida pelo próprio 

acúmulo de secreção no interior do útero. De qualquer forma, o mecanismo de 

relaxamento cervical necessita de maiores estudos (TAMADA et al., 2012). 

Durante a maior parte do ciclo estral a função da cérvix é manter a 

ligação do meio externo com o útero fechada, preservando a integridade 

uterina. Na fase folicular e no final da gestação a cérvix se abre. Para cumprir 

estes papéis diametrais, ocorre uma complexa e controlada mudança 



	
  

 

4	
  

estrutural, ou remodelação local. Como resultado, o firme e inflexível tecido 

cervical fica macio e maleável. Este processo é muitas vezes referido como 

amadurecimento cervical ou abertura da cérvix (HERTELENDYA e ZAKARB, 

2004). 

A importância da função cervical em gestações e algumas doenças 

levou diversos pesquisadores a estudarem a bioquímica e os mecanismos 

celulares da remodelação cervical. Estes estudos identificaram uma série de 

fatores endócrinos e parácrinos que potencialmente podem regular os 

processos de amadurecimento e dilatação cervical (KUNKITTI et al., 2011; 

FALCHI e SCARAMUZZI, 2013). 

Este trabalho visa investigar os mecanismos de abertura e fechamento 

cervical, estudando a expressão de elementos considerados chave em um 

modelo tecnicamente possível para o entendimento funcional da abertura e 

fechamento cervical em cadelas saudáveis 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 

saudáveis e em cadelas com piometra aberta e fechada. 

	
  

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
   

1- Avaliar a ocorrência, localização e concentração dos receptores de e-NOS, i-

NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 nas diferentes regiões da cérvix 

(luminal, glandular e muscular) de cadelas saudáveis na fase folicular e luteal 

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

 

2- Analisar de forma comparativa os grupos piometra aberta e piometra fechada e 

os grupos cadelas com piometra, cadelas saudáveis na fase folicular e luteal do 

ciclo estral, quanto à ocorrência, concentração e localização dos receptores de 

e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α e COX-2 nas diferentes regiões da cérvix.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1. FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL 
 

A fisiologia dos mecanismos moleculares na reprodução canina ainda 

permanece inexplorada. Em cães domésticos não há relação entre o período 

reprodutivo e a estação do ano (KEMPISTY et al., 2013). O ciclo estral dura de 

cinco a 12 meses e consiste de quatro fases consecutivas: anestro (com 

duração 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 raça e porte do 

animal (CONCANNON, 2011; KEMPISTY et al., 2013).  

O anestro é o período de inatividade sexual. Essa fase é encerrada por 

interações mal compreendidas entre o ambiente e fatores endógenos. O 

anestro é seguido pelo proestro, período caracterizado por edema vulvar e 

hemorragia, proliferação e cornificação do epitelio vaginal e secreção de 

feromônios. O pró-estro termina com o pico pré-ovulatório de LH. Nesta fase o 

comportamento da fêmea ainda é de não aceitação do macho (KEMPISTY et 

al., 2013). 

O estro clínico dura até a cornificação máxima na citologia vaginal. No 

exame de vaginoscopia, a mucosa aparece enrugada e crenulada. O estro é o 

momento em que a cadela mostra o reflexo receptivo e aceita o macho, 

permitindo a cópula. A ovulação ocorre espontaneamente, normalmente no 

início 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 após o pico (KEMPISTY et al., 2013). 

O diestro dura em média 140 dias. Clinicamente o endométrio se 

recupera após 120 dias do final do diestro em cadelas não prenhes e cerca de 

150 dias após o parto. O exame de citologia vaginal revela um pequeno 

número de células parabasais e neutrófilos (CONCANNON, 2011; KEMPISTY 

et al., 2013). Em seguida inicia-se novamente o anestro concluindo-se o ciclo 

estral na espécie. 

Dentre os hormônios relevantes no ciclo estral das cadelas o hormônio 

folículo estimulante (FSH), o hormônio luteinizante (LH), o estrógeno e a 
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progesterona são os mais importantes. Sob a influência do FSH, os folículos 

ovarianos se desenvolvem e as células foliculares produzem estrógenos, que 

estimulam a proliferação das células epiteliais da mucosa vaginal, aumentam a 

espessura da camada endometrial, promovem abertura da cérvix, aumentam o 

fluxo sanguíneo e a resposta inflamatória celular. As respostas ou efeitos 

provocados pelos estrógenos e progesterona no útero têm efeito cumulativo a 

cada ciclo estral (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA et al., 2008).  

Os mecanismos de regulação da reprodução canina diferem nitidamente 

de outras espécies. O corpo lúteo é a única fonte de progesterona em cadelas 

gestantes e não gestantes. Em animais não-gestantes, a regressão lútea e a 

diminuição do nível de progesterona ocorrem de 30 a 90 dias do diestro. A fase 

lútea pode ser dividida em duas partes, a primeira é independente de 

gonadotrofina e dura os primeiros 40 dias, e a segunda é dependente de 

gonadotrofinas. Além de prostaglandinas e progesterona, muitos fatores 

regulam a função do corpo lúteo, incluindo CD4, CD8, interleucinas e fatores 

tróficos (CONCANNON, 2011; KEMPISTY et al., 2013).  

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrógeno 

durante o estro, seguida por longos intervalos de dominância da progesterona 

levando a modificações no endométrio (SMITH, 2006; PRETZER, 2008). A 

estimulação progestacional resulta em proliferação do endométrio, secreção 

das glândulas uterinas e diminuição das contrações do miométrio. A inibição 

leucocitária no útero sensibilizado pela progesterona facilita a infecção 

bacteriana. O endométrio, sob o estímulo da progesterona, hipertrofia-se 

devido a um aumento no número e no tamanho de suas glândulas, que 

aumentam suas atividades secretoras e um fluido estéril pode se acumular no 

lúmen do útero. Essas respostas aos efeitos hormonais podem ser mais 

exacerbadas com o uso de progestágenos exógenos (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 consistência 

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, alterações no 
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relaxamento cervical são observadas não apenas durante o ciclo estral, mas 

também em algumas doenças 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 várias funções, primeiro, ela permite a passagem dos 

espermatozóides e mantem uma resistência à infecção ascendente que 

poderia ameaçar a fertilidade. Em segundo lugar a cervix é responsável pela 

manutenção dos fetos durante a gestação e ainda se dilata em um tempo 

extremamente curto para permitir a passagem dos filhotes durante o parto 

(KELLY, 2002). 
A mucosa cervical é constituída por um epitélio prismático simples de 

células produtoras de muco e uma lâmina própria onde se encontram as 

glândulas cervicais. A cérvix é composta principalmente de tecido conjuntivo e 

músculo liso, suportado por uma matriz extracelular. A matriz extracelular é 

uma rede composta por feixes de colágeno, glicoproteínas, proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos, sendo o colágeno o mais abundante e responsável por 

fornecer suporte estrutural ao orgão (LINHARATTANARUKSA et al., 2014). 

As propriedades mecânicas da cérvix são derivadas da concentração de 

colágeno uma vez que o músculo liso constitui apenas 15% da massa do 

órgão. Feixes de colágenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada 

rapidamente por ação das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle 

são temas de pesquisas e debates. Os colágenos da cérvix são principalmente 

dos tipos I, III e IV, tornando a cérvix uma estrutura bastante rígida (KELLY, 

2002). 

Na fase secretória do ciclo estral, os elevados níveis de progesterona 

influenciam as glândulas endometriais a produzirem um muco viscoso, que 

impede a passagem de microorganismos para o interior do lúmen uterino 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A cérvix altera-se consideravelmente no 

final da gestação, tornando-se nas últimas semanas mais amolecida, 

edemaciada, elástica e como consequência torna-se mais flexível. Este 

processo natural é denominado amadurecimento cervical (MACEDO et al., 

1998). 

Um mecanismo proposto para a abertura cervical é que o relaxamento 

durante o estro está associado com os esteróides ovarianos e hormônios 
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gonadotróficos 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 hormônios gonadotróficos e esteroides 

ovarianos regulam por realimentação local, a produção e secreção de fatores 

parácrinos, especialmente a prostaglandina. Esse modelo propõe que o FSH, 

LH e o estradiol atuem na cérvix regulando a expressão dos seus próprios 

receptores e os da ocitocina. Quando a ocitocina se liga ao seu receptor, ativa 

uma proteína G que desencadeia uma série de vias que conduzem ao aumento 

intracelular de cálcio (Ca2þ). O aumento intracelular Ca2þ é necessário para 

ativar a enzima fosfolipase A2 que, quando fosforilada, mobiliza ácido 

araquidônico (AA) a partir de fosfolipídios de membrana. O AA na sua forma 

livre, atua como um substrato para ciclooxigenase-2 (COX-2), que catalisa a 

conversão em prostaglandina H2.  A prostaglandina H2, por sua vez, é o 

substrato para a ação de sintetases de prostaglandinas específicas que 

convertem prostaglandina H2 em um produto final.  

Sugere-se que as prostaglandinas causem o relaxamento do músculo 

liso, o amolecimento e da dispersão da matriz extracelular da cérvix, resultando 

em dilatação cervical (FALCHI e SCARAMUZZI, 2013). 
Linharattanaruksa et al. (2013) sugeriram que o aumento da expressão 

de prostaglandinas é estimulada por citocinas pró-inflamatórias, resultando no 

aumento da produção de PGE2 que, posteriormente, estimula a infiltração de 

neutrófilos através de IL-8 e liberta a metaloproteinases que possivelmente 

sejam responsáveis por degradar a matriz extracelular provocando o 

relaxamento cervical.  

 
3.2.1 DOSAGEM SÉRICA DE ESTRÓGENOS E PROGESTERONA E 
RECEPTORES DE ESTRÓGENOS E PROGESTERONA. 
 

Ainda é desconhecido o processo de desenvolvimento de piometra 

aberta ou fechada. Algumas hipóteses já foram levantadas, sendo a de Weiss 

et al. (2004) bastante expressiva. Ao analisar a concentração hormonal de 

cadelas com diagnóstico de piometra, o estradiol não apresentou diferença 
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significativa: piometra aberta, 43 ± 6,5 pg/mL; fechada, 56,3 ± 11,9 pg/mL. 

Quanto à análise da progesterona, os resultados apresentaram diferenças 

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) não foi observada diferença 

significativa entre as concentrações de progesterona quando os grupos 

piometra aberta (25 animais) e fechada (06 animais) foram comparados. 

Segundo Kunkitti et al. (2011), os receptores de estrógeno e 

progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral, 

porém, o mecanismo envolvido, as mudanças e associações bioquímicas que 

ocorrem nesse processo não foram totalmente esclarecidas. 

Volpato et al. (2012), utilizando a técnica de imunoistoquímica, 

pesquisaram receptores de estrógeno α e β no útero e cérvix de cadelas com 

piometra aberta e fechada. Nesse estudo foi realizada a identificação e 

quantificação desses receptores nas regiões glandular e estromal do útero e 

nas regiões epitelial, glandular e estromal da cérvix. Não foi verificada diferença 

estatística entre os grupos piometra aberta e piometra fechada relacionados a 

expressão dos receptores α e β e nos locais avaliados. Na cérvix o epitélio 

glandular foi corado mais intensamente quando comparado com o estroma e o 

epitélio luminal. Levando em consideração que a concentração de receptores é 

diretamente proporcional a intensidade da marcação, a região com o maior 

número de REα foi o epitélio glandular do útero e cérvix. 

O número de núcleos positivos para receptores de estrógeno e 

progesterona não diferiram entre as cadelas com piometra aberta e piometra 

fechada (KUNKITTI et al., 2011; VOLPATO et al., 2012), entretanto, Volpato et 

al. (2012) identificaram diferenças na marcação dos receptores de 

progesterona. Houve uma maior concentração de receptores de progesterona 

na cérvix 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 número de receptores de progesterona no estroma quando 

comparado as outras regiões da cérvix. 
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3.2.2. COLÁGENOS I E III 
 

Durante a dilatação cervical, as longas fibras de colágenos são 

substituídos por agregados de fibras mais curtas e mais finas. Ocorre assim 

uma alteração da orientação do colágeno e o colo do útero pode dilatar-se. Isto 

sugere que a orientação das fibras são importantes na manutenção da rigidez 

cervical e desempenham um papel importante na processo de amadurecimento 

cervical durante a gestação (YU et al., 1995; MARX et al., 2006). 

O relaxamento da cérvix também está associado com um influxo de 

leucócitos, incluindo os neutrófilos, que têm um elevado potencial para a 

liberação de colagenase. O colágeno proporciona a rigidez da cérvix e há uma 

probabilidade de que granulócitos estejam envolvidos no processo de 

amadurecimento fisiológico normal da cérvix. Os neutrófilos são importantes 

fontes de colagenases específicas que estão contidas dentro do subconjunto 

de grânulos do citoplasma. O óxido nítrico, outra substância vasoativa, também 

está envolvido nos efeitos diretos sobre os neutrófilos, mas seus mecanismos 

ainda não estão esclarecidos (KELLY, 2002). 

A invasão de células inflamatórias tem sido sugerida como uma possível 

causa de degradação de colágenos e relaxamento cervical. Em mulheres, o 

grau de dilatação cervical está diretamente relacionado com a extensão do 

infiltrado neutrofílico que pode, posteriormente, produzir enzimas 

colagenolíticas como proteases e metaloproteinases. O aumento dessas 

enzimas pode degradar o colágeno recém-sintetizado e assim, diminuir a 

proporção colágeno/musculatura lisa na cérvix interferindo no grau de 

relaxamento cervical em cadelas com doenças uterinas (KUNKITTI et al., 

2011). 

O relaxamento da cérvix é regulado pela musculatura lisa, tecido fibroso 

e elastina. A remodelação da matriz extracelular tem um papel importante na 

dilatação cervical pela degradação do colágeno. Em trabalho realizado por 

Chatdarong et al. (2010), foi postulado que o útero de cadelas cíclicas tem  

menor proporção de colágeno comparado com musculatura lisa. Isso gera uma 

diminuição da resistência à tração, causando o relaxamento da cérvix. 

Resultado semelhante é observado nas cadelas com piometra de cérvix aberta, 
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sugerindo que a abertura da cérvix é associada a uma diminuição da proporção 

de colágenos frente a fibras musculares. 

Dezenove tipos de colágenos já foram identificados. Na cérvix os 

colágenos I e III são encontrados em maior número. Na cérvix aberta não se 

observam fibras elásticas no endométrio e as fibras de colágeno se encontram 

numa densidade menor quando comparadas a cérvix fechada, onde as fibras 

de colágeno se encontram mais densas e ordenadas. A medida que a dilatação 

cervical aumenta, as fibras de colágeno se tornam mais finas e os espaços 

entre as fibras se tornam maiores (TAMADA et al., 2012). 

Segundo Linharattanaruksa et al. (2014) o afrouxamento do colágeno na 

cérvix é caracterizado pela diminuição nas interações dos glicosaminoglicanos, 

provavelmente induzida por enzimas colagenolítica, tais como as 

metaloproteinases da matriz cervical embora o exato mecanismo que altera a 

permeabilidade da cérvix em cadelas com piometra ainda não está claro. A 

proporção de colágeno/músculo liso é alterada dependendo das fases do ciclo 

estral, sendo a proporção maior na fase luteal quando comparada a fase 

folicular, sujerindo que essas modificações estejam relacionadas com os 

hormônios ovarianos. 

Volpato et al. (2012) identificaram receptores para colágeno I e III nas 

regiões glandular e muscular, tanto do útero quanto da cérvix de cadelas com 

piometra aberta e fechada. Os resultados não identificaram diferenças 

significativas entre as duas condições avaliadas e nem entre as regiões 

investigadas. Um aumento nas concentrações de colágeno também não foi 

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

 

3.2.3. ÓXIDO NÍTRICO  
 

O óxido nítrico (ON) é uma molécula não polar que livremente difunde-se 

através das membranas. Uma das características químicas mais originais e 

importante do ON é ser uma espécie paramagnética (STAMLER et al., 1992; 

DIXIT e PARVIZI et al., 2001) 

O ON é responsável por muitas funções nos mamíferos e parece ser um 

importante regulador parácrino de vários processos reprodutivos femininos, 

como a secreção de gonadotrofinas, ovulação, regressão do corpo lúteo, 
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implantação e desenvolvimento embrionário, contratilidade uterina, 

amadurecimento cervical e o parto (MOTTA et al., 2001; DIXIT e PARVIZI, 

2001; LAPOINTE et al., 2006). 

O óxido nítrico é um potente vasodilatador e um mediador da 

permeabilidade vascular. Além disso, o óxido nítrico aumenta a expressão de 

algumas metaloproteinases específicas que são conhecidas por participar da 

remodelação de tecidos (NOVARO et al., 2001; SORDELLI, et al., 2012). 

Estudos têm incidido sobre o óxido nítrico sintetase (NOS) / óxido nítrico 

(ON). O sistema NOS/NO tem sido postulado como tendo um papel regulador 

no miométrio e colo do útero durante a gestação e o parto. A atividade NOS 

leva a produção de ON e é a via final na indução de mudanças químicas 

associadas com a maturação cervical. No colo do útero humano, o 

amadurecimento está associado com um aumento do NOS. O aumento de ON 

na cérvix leva ao aumento na atividade de metaloproteinase, apoptose celular e 

síntese de glicosaminoglicano. Todas estas modificações estão associadas 

com o processo de amadurecimento cervical (ROSSELLI et al.,1998; DIXIT e 

PARVIZI, 2001; POULOS e LI, 2013). 

A presença e migração de células inflamatórias podem causar o 

aumento das atividades do óxido nítrico sintetase, juntamente com outros 

agentes inflamatórios 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 remodelação do tecido 

inflamatório e quebra de pontes químicas entre as fibras de colágeno 

(GOLDBERG, 2014). 

Diversos agentes podem ser utilizados na tentativa de relaxar a cérvix. 

Farmacologicamente são quimiocinas como a interleucina, análogos da 

prostaglandinas e ON. A NOS é encontrada na cérvix de ratos, cobaias e 

suínos e tem sua concentração elevada durante o parto. As mudanças 

observadas na cérvix de suínos após administração de nitroprussiato de sódio 

assemelham-se àquelas após maturação fisiológica normal ao parto, com 

influxo de monócitos e granulócitos (KELLY, 2002). 

As i-NOS são a forma induzível e foram localizados na porção muscular, 

no músculo liso vascular e no epitélio da cérvix, estando presente também no 

colo do útero de diversas espécies durante a gestação e durante o parto, 
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sugerindo que o ON tenha um papel importante no processo de 

amadurecimento cervical e parto. Aplicações locais de ON em animais e seres 

humanos produzem características associadas ao processo de 

amadurecimento cervical (LEDINGHAM et al., 2000). Sob condições anormais, 

a progesterona prolonga a gestação e parece causar um aumento da 

expressão 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 responsável por regular a apoptose, existindo 

diversos mecanismos de forma fisiológica e outros patológicos. O receptor FAS 

é responsável pela morte celular a partir do fator de necrose tumoral e seu 

ligante, FAS-L,  induz trimerização e recrutamento de domínio de morte 

(LERMA et al., 2008). 

A regulação da apoptose envolve um conjunto complexo de eventos por 

meio de interação de vários genes com efeitos estimulantes e inibitórios na 

morte celular programada. FAS (também chamado CD95 ou APO-1) é uma 

proteína de membrana do tipo I, membro do subgrupo da superfamília dos 

receptores do fator de necrose tumoral que contêm um domínio de morte 

intracelular, pode iniciar a sinalização da apoptose e tem um papel crítico na 

regulação do sistema imunológico. 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 ativação da caspase 

iniciadora, caspase-8 (em humanos também caspase-10), dentro do complexo 

de sinalização de indução a morte. Além de apoptose, FAS pode desencadear 

várias vias de sinalização não apoptóticas, assim como vias que promovem a 

ativação das células e proliferação celular (KAUFMANN et al., 2012). 

A função de FAS-L é regulada por deposição na membrana plasmática e 

mediada por metaloproteases, podendo ter atividades não apoptóticas, tais 

como a indução de resposta inflamatória (TRAMBAS e GRIFFITHS, 2003; 

WILSON et al., 2009). 
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3.2.5. PROSTAGLANDINAS  

 

As prostaglandinas (PGs) representam uma família de mediadores 

lipídicos, que também compreendem os leucotrienos e tromboxanos e 

consistem de quatro membros, nomeados D2 prostaglandina (PGD2), 

prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2α (PGF2α) e prostaciclina. As 

PGs estão profundamente envolvidas nas funções reprodutivas tais como 

ovulação, fertilização, implantação e parto. Elas também desempenham papéis 

cruciais nas doenças endometriais e na manutenção da gestação (SALES e 

JABBOUR, 2003; ACHACHE e REVEL, 2006; CARLI et al., 2009; ST-LOUIS et 

al., 2010). 

Aplicações de PGs em animais e humanos produzem características 

locais associadas ao amadurecimento cervical. Esse processo sugere que as 

PGs desempenham um papel importante no amadurecimento do colo do útero 

e no parto (MARX et al., 2006). As propriedades luteolíticas e uterotônicas da 

PGF2α têm sido utilizadas para tratar a piometra, principalmente a forma 

aberta, em cadelas jovens e com funções renais e hepáticas normais. O uso de 

prostaglandina em casos de piometra fechada está associado ao risco de 

peritonite, por ocorrer a passagem forçada de fluido contaminado do útero para 

as bursas dos ovários e, assim, para dentro da cavidade peritoneal, ou ruptura 

da parede uterina. A eficácia de PGF2α é principalmente devido à sua 

capacidade de induzir a contração uterina (FIENI et al., 2014). 

Sabe-se que o endométrio canino sintetiza e libera prostaglandinas 

(ENGINLER et al., 2014). O aumento de metabólitos foi observado durante 

situações fisiológicas como o parto e o período pós-parto em cadelas, mas 

também em situações patológicas como nos casos de piometra (HAGMAN et 

al., 2006a; HAGMAN et al., 2006b). O aumento das concentrações dos 

metabólitos de PGF2α provavelmente provém da síntese endometrial de 

prostaglandinas, as quais, na piometra canina, são o resultado da estimulação 

uterina pelas endotoxinas. Esse aumento da síntese endometrial de PGE2 e 

PGF2α pode regular a resposta inflamatória local (SILVA et al., 2009). 

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

regulado pela síntese de prostaglandinas e remodelação da matriz extracelular. 



	
  

 

18	
  

A prostaglandina atua estimulando o relaxamento do músculo liso e a síntese 

de glicosaminoglicanos. A síntese de ácido hialurônico pode causar a 

remodelação da matriz extracelular do colo do útero culminando com o 

relaxamento cervical (KERSHAW et al., 2009). 

Desde o final da década de 1970, aplicação local na vagina ou colo 

uterino em mulheres e a  administração sistêmica de PGs e análogos sintéticos 

têm sido consistentemente capaz de induzir o amadurecimento do colo 

(HERTELENDYA e ZAKARB, 2004). A eficiência clínica é um forte indício de 

que as PGs podem ter um papel na fisiologia da remodelação da cérvix. 

Uma quantidade substancial de dados clínicos e evidências 

experimentais e laboratoriais sugerem que as PGs são mediadores da 

remodelação cervical antes e durante o parto. As prostaglandinas são capazes 

de desencadear a remodelação cervical de uma maneira que se assemelha as 

alterações do parto espontâneo, mas suas funções específicas ainda não 

foram definidas (HERTELENDYA e ZAKARB, 2004). 

A PGF2α está 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 proteínas da matriz extracelular, e 

assim, aumentam a degradação de colágeno recém-sintetizado, o que leva a 

diminuição do colágeno no local, relaxando a cérvix (ST-LOUIS et al., 2010; 

ENGINLER et al., 2014; FIENI et al., 2014). 

A deposição de PGE2 na vagina ou cérvix da mulher, ovelha, égua e 

vaca origina um relaxamento e dilatação cervical in vivo, independentemente 

do estado fisiológico e das concentrações de progesterona. Na mulher, a 

aplicação de prostaglandinas na cérvix antes do parto induz a dilatação cervical 

(NUNES et al., 1999; BARBAS et al., 2001). 

Algumas prostaglandinas diminuem a atividade contrátil da musculatura 

cervical, sendo a PGE2 aquela que apresenta uma atividade inibidora mais 

potente mesmo em doses baixas. O misoprostol, um análogo sintético da 

PGE1, tem se mostrado altamente eficiente na indução da abertura cervical e 

no estímulo da atividade contrátil do miométrio (NUNES et al., 1999; BARBAS 

et al., 2001; KELLY, 2002). 



	
  

 

19	
  

É sabido que as prostaglandinas estão envolvidas no amadurecimento 

cervical fisiológico, sendo os fibroblastos cervicais iniciadores do processo 

controlando a permeabilidade e dilatação dos pequenos vasos sanguíneos. As 

prostaglandinas podem também apresentar um efeito direto na estimulação da 

matriz metaloproteinase. O efeito vasoativo da PGE2 facilita a penetração de 

leucócitos na cérvix e os neutrófilos abundantes na circulação periférica são 

uma fonte importante de colagenase para o amadurecimento cervical final 

(KELLY, 2002). 

A infecção da cérvix e útero 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 

presença de infecções permitindo, portanto, a atuação da prostaglandina no 

local (KELLY, 2002; WESS et al., 2004). 

 

3.2.6. CICLO-OXIGENASE  
 

A ciclo-oxigenase (COX) é uma enzima chave na síntese de 

prostanóides, sendo um potente mensageiro de lipídios bioativos com várias 

funções 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 condições basais. Em 

contraste, COX-2 é conhecida como um 'isoforma induzível', indetectável na 

maioria dos tecidos normais, mas sua expressão aumenta durante várias 

condições patológicas (SIMMONS et al., 2004; ZIDAR et al., 2009). 

A COX- 2 é localizada na porção muscular, no músculo liso vascular e 

no epitélio da cérvix e aumentam acentuadamente antes ou durante o trabalho 

de parto.  A indometacina, um inibidor inespecífico da COX, evita abortamentos 

espontâneos 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 regulação hormonal da COX-2 tem sido amplamente investigada e, 

potencialmente, as gonadotrofinas (FSH e LH) e hormônios esteróides 

reprodutivos (progesterona e estradiol) podem aumentar a expressão de COX-
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2 no útero e cérvix. Uma possível explicação para este controle multifatorial, é 

que a regulação de COX-2 é focada na síntese de PGF2α. No momento em 

que os altos níveis 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 dilatação da cérvix inclui uma série de interações que 

ocorrem através de reações químicas estimuladas por diferentes hormônios. A 

enzima COX-2 está envolvida com o aumento local de PGE2. Esse aumento 

conduz a diversas alterações associadas ao amadurecimento cervical, como a 

dilatação dos pequenos vasos, aumento da degradação do colágeno, aumento 

do ácido hialurônico, aumento da quimiotaxia dos leucócitos e aumento do 

estímulo e liberação da interleucina-8 (IL-8) (MARX et al., 2006; GOLDBERG, 

2014). 

O relaxamento  cervical é provavelmente mediado por mudanças nos 

hormônios periovulatórios, síntese de prostaglandinas e remodelação da matriz 

extracelular do colo do útero. Há um aumento na expressão de COX-2 na 

cérvix de ovelhas no cio que está associada com a remodelação do colágeno 

(KERSHAW et al., 2007), sugerindo que o aumento da expressão de COX-2 

pode aumentar a síntese de prostaglandina E2, que age sobre a matriz 

extracelular do colo do útero para induzir o relaxamento cervical. O mecanismo 

pelo qual a PGE2 pode regular as alterações da matriz extracelular cervical das 

ovelhas não é totalmente compreendido (KERSHAW et al., 2009). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 A pesquisa em questão atendeu aos requisitos impostos pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais de acordo com os princípios éticos na 

experimentação animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

UNESP, campus Botucatu, recebendo o protocolo número 217/2011– CEEA. 

Foram utilizadas 34 cadelas, sendo 22 com diagnóstico de piometra e 12 

consideradas saudáveis utilizadas como controle. Das 12 cadelas consideradas 

normais, seis encontravam-se na fase luteal do ciclo estral e seis na fase 

folicular. Todas as fêmeas foram selecionadas entre aquelas atendidas na área 

de Reprodução de Pequenos Animais do Departamento de Reprodução Animal 

e Radiologia Veterinária.  

O diagnóstico de piometra foi realizado por meio do histórico clínico, 

exames físico e complementares como hemograma e avaliação 

ultrassonografica. As cadelas em fase luteal e fase folicular foram assim 

classificadas baseado na história reprodutiva, dos sinais clínicos e da inspeção 

macrocoscópica dos ovários e do útero durante a ovariosalpingohisterectomia 

(OSH) eletiva, sendo confirmadas as fases através da dosagem sérica de 

progesterona. 

Destas 34 fêmeas foram coletadas amostras de sangue para dosagem 

sérica de progesterona. Após o procedimento da OSH foram coletados 

fragmentos da cérvix para a avaliação imunoistoquímica dos receptores de e-

NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2. 

 Do total de cadelas com piometra, 11(50%), apresentavam secreção 

vaginal purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e 11(50%), foram 

diagnosticadas como piometra de cérvix de fechada. 

 

4.1. DOSAGEM SÉRICA DE PROGESTERONA  
  

O sangue foi coletado por venopunção de veia jugular em frascos sem 

anticoagulante e foi levado imediatamente ao Laboratório de Reprodução de 

Pequenos Animais e Silvestres onde foi centrifugado (Centrífuga LS-3 – Celm® 
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- 1700x g) por 10 minutos para obtenção do soro, que foi identificado com o 

nome e número de registro dos animais e armazenado a temperatura de -18°C 

até o momento da avaliação hormonal. 

Após descongelação em temperatura ambiente, todas as amostras de 

soro foram avaliadas quanto às suas concentrações de progesterona. As 

dosagens foram realizadas utilizando-se kits comerciais em fase sólida (Coat A 

– Count Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, Califórnia, USA), com 

leitura por sistema de radioimunoensaio (Packard Cobra II Auto Gamma- GMI 

Inc. – Minnesota - USA) seguindo-se as instruções do fabricante. As dosagens 

de progesterona foram realizadas no Laboratório de Endocrinologia do 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária, FMVZ, UNESP, 

Campus de Botucatu.  

 

4.2. ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA  
 

Os fragmentos cervicais foram coletados após a realização da OSH. Foi 

realizado dois cortes longitudinais na porção média da cérvix, coletando um 

fragmento com todas as camadas cervicais, esses foram fixados em formol 

tamponado 10% durante 24 horas e, posteriormente, mantidos em álcool 70% 

até o momento de inclusão em parafina, realizada no Laboratório de 

Histopatologia do Serviço de Patologia Veterinária do Departamento de Clínica 

Veterinária – FMVZ – UNESP – Botucatu. Após a inclusão, cortes de três µm 

foram obtidos, montados em lâminas com extremidade fosca e corados 

inicialmente em HE para avaliar a qualidade do material. Posteriormente novos 

cortes de três µm foram realizados e colocados em lâminas com extremidade 

fosca, previamente tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® – Sigma 

Chemical Co.- USA). 

Para a desparafinização do material emblocado, as lâminas foram 

mantidas em estufa a 55oC por 24 horas e, posteriormente, colocadas em cuba 

de vidro com xilol à temperatura ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas 

em uma nova solução de xilol por 20 minutos. As lâminas foram transferidas 

para cubas de vidro para a hidratação em banhos de álcool, permanecendo por 

três minutos em cada cuba (álcool absoluto I, II, III, álcool 95% e 85%). 

Posteriormente as lâminas foram submetidas a dez passagens de água 
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destilada. A partir desta etapa o tratamento se difere para cada antígeno 

pesquisado: 

 

ü Receptores e-NOS: para a detecção de receptores de e-NOS realizou-se 

a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 

minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:100 (anticorpo rabbit 

polyclonal antibody to eNOS, abcam® - USA. Cód ab5589. Lot. GR102591-1), 

em câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 

 

ü Receptores i-NOS: para a detecção de receptores de i-NOS realizou-se 

a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 

minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:100 (anticorpo rabbit 

polyclonal antibody to iNOS, abcam® - USA. Cód ab3523. Lot. GR104194-1), 

em câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 
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ü Receptores FAS: para a detecção de receptores FAS realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 

minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:500 (anticorpo rabbit 

polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - USA. Cód sc715. Lot. J2912), em 

câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 

 

ü Receptores FAS-L: para a detecção de receptores FAS-L realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 

(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:500 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - 

USA. Cód sc956. Lot. E1311), em câmara úmida durante 2h à temperatura de 

37ºC. 

 

ü Receptores PGF2α-R: para a detecção de receptores PGF2α-R realizou-

se a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL 

de água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido 

para 6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 
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(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:200 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - 

USA. Cód sc67029. Lot. D0108), em câmara úmida durante 2h à temperatura 

de 37ºC. 

 

ü Receptores COX-2: para a detecção de receptores COX-2 realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 

(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:100 (anticorpo monoclonal mouse, anti Human, Dako® - USA. 

Clone CX-294. Ref:M3917 Lot. 10052367), em câmara úmida durante 2h à 

temperatura de 37ºC. 

 

As próximas etapas foram semelhantes para todos os antígenos.  

Após as 2 horas de incubação com o anticorpo primário em câmara 

úmida a 37°C, o material foi então submetido a banhos de TRIS e, 

posteriormente, incubado com o anticorpo secundário Histofine® (Nichirei 

Biosciences Inc. - Japan) por 30 minutos, ainda em câmara úmida, segundo 

instruções do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solução tampão TRIS 

- pH 7,4, e revelação com o cromógeno DAB (3,3´-diaminobenzidina - Liquid 
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DAB Cromogen® – Dako – USA)  durante 5 minutos ao abrigo da luz e 

novamente lavagem com solução tampão TRIS - pH 7,4. 

As lâminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 1 

minuto, e a coloração interrompida com lavagem em água corrente por 10 

minutos e cinco passagens em água destilada. 

Procedeu-se, então, a desidratação do material com banhos de álcool. 

As lâminas permaneceram 3 minutos em cada cuba (álcool 85%, 95%, álcool 

absoluto I, II, III, xilol I e II) e foram montadas com lamínulas utilizando-se 

resina sintética - Permount (Fisher Scientific – cód. UN1294e).  

Como controle negativo, em outro corte de cérvix foi empregado a 

substituição do anticorpo primário pela imunoglobulina da mesma espécie onde 

foi produzida o primário, ou seja, foi empregado imunoglobulina de 

camundongo quando se tratava de anticorpos monoclonais (N-Universal 

Negative Control Mouse – DakoCytomation – CA, USA. Cód N1698) e frações 

de imunoglobulinas séricas de coelho para o anticorpo policlonal (N-Universal 

Negative Control Rabbit – DakoCytomation – CA, USA. Cód N1699). 

Depois de todas as lâminas confeccionadas e identificadas realizou-se a 

leitura. As regiões avaliadas na cérvix foram o epitélio luminal, região glandular 

e o muscular. Para todos os receptores a marcação foi citoplasmática. 

Para avaliar a imunomarcação foram utilizados dois métodos, 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 

marcações foi avaliada de forma subjetiva em nenhuma,  fraca, moderada e 

forte, recebendo respectivamente escore 0, 1, 2 e 3 para a análise estatística. 

As leituras foram realizadas em cinco campos aleatórios, sendo todos os 

campos homogêneos (mais de 80% da coloração com a mesma intensidade). 

As avaliações foram realizadas em um microscópio de luz no aumento 400 

vezes.  
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4.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 

 O software utilizado para a realização da estatística foi o SPSS  

Statistics 17.0. Para comparação dos grupos piometra de cérvix aberta e 

piometra de cérvix fechada calcularam-se os valores medianos das medidas de 

cada indivíduo nos cinco campos avaliados para todos os receptores, nas três 

regiões consideradas em cada grupo (unidade amostral).  

 Utilizou-se o teste não-paramétrico de Mann-Whitney para comparar a 

presença e a concentração de cada receptor e região entre os grupos piometra 

fechada e aberta. Este teste é utilizado para variáveis categóricas e para 

grupos independentes. Os valores de p menores que 0,05 indicam uma 

diferença significativa da medida mediana entre os grupos.  

 Entre os grupos piometra, fase luteal e fase folicular, utilizou-se o teste 

Kruskall-Wallis, pois a comparação foi realizada entre 3 grupos independentes. 

Este teste não é paramétrico e também é indicado para variáveis categóricas. 

O valor de p menor que 0,05 indica que pelo menos um dos grupos apresenta 

mediana diferente dos demais. Para os casos significativos realizaram-se as 

comparações múltiplas para identificação do grupo que apresenta mediana 

diferente dos demais. 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. DOSAGEM SÉRICA DE PROGESTERONA 
 
 Dos 34 animais estudados, 22 apresentavam quadro clínico e exames 

complementares compatível com diagnóstico 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 avaliação macroscópia dos ovários após a OSH, sendo 

observadas estruturas típicas de cada fase, folículos e corpos lúteos, 

respectivamente. As fases do ciclo estral foram confirmadas através da 

dosagem sérica de progesterona (Tabela 01). 

 

 

TABELA 01: Valores das dosagens séricas 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. IMUNOISTOQUÍMICA 
 
5.2.1. Receptores e-NOS  
 
 Foram avaliadas imunomarcações de receptores de e-NOS na cérvix 

(Figura 1) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão 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 

PF 

2 

3 

3 

3 

4 

4 

0,556 

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_luminal), região glandular (e-

NOS_glandular) e região muscular (e-NOS_muscular) na cérvix das cadelas 

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

 

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

e-NOS_luminal PA 

PF 

0 

0 

1 

1 

3 

4 

0,701 

e-NOS_glandular PA 

PF 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

0,402 

e-NOS_muscular PA 

PF 

2 

3 

3 

4 

4 

4 

0,219 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 04: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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 

PF 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

0,261 

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

 

TABELA 05: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-

NOS_luminal), região glandular (e-NOS_glandular) e região muscular (e-

NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e 

piometra fechada (PF). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

e-NOS_luminal PA 

PF 

0 

0 

1 

1 

1 

1 

0,851 

e-NOS_glandular PA 

PF 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

0,049 

e-NOS_muscular PA 

PF 

2 

1 

2 

2 

3 

3 

0,421 

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

 

 Após análise estatística foi constatada diferença significativa na 

imunomarcação dos receptores e-NOS, sendo a maior concentração 

(intensidade) observada na região glandular do grupo piometra fechada em 

relação 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  

 

 

e-NOS_total 

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

PI 

FF 

FL 

2 

4 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,069 

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_luminal), região glandular (e-

NOS_glandular) e região muscular (e-NOS_muscular) na cérvix das cadelas 

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

Positividade Percentis  

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

e-NOS_luminal PI 

FF 

FL 

0 

1 

0 

1 

4 

3 

4 

4 

4 

 

0,390 

e-NOS_glandular PI 

FF 

FL 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,148 

e-NOS_muscular PI 

FF 

FL 

2 

3 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,518 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 08: Valores medianos a intensidade de imunomarcação (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  

 

 

e-NOS_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

1 

2 

2 

 

0,028 

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

 
TABELA 09: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de e-NOS no epitélio luminal (e-

NOS_luminal), região glandular (e-NOS_glandular) e região muscular (e-

NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular 

(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

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

e-NOS_luminal PI 

FF 

FL 

0 

1 

0 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

 

0,592 

e-NOS_glandular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

 

0,148 

e-NOS_muscular PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

2 

3 

3 

2 

3 

 

0,296 

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

  

 Foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos receptores 

e-NOS, sendo a menor concentração (intensidade) evidenciada no grupo 

piometra em relação aos grupos fase folicular e fase luteal. 
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Figura 01: Detecção imunoistoquímica 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 região glandular e estroma da cérvix 

aumento 200X; “D” receptores de e-NOS na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 400X; “E” receptores de e-NOS na região muscular da cérvix 

aumento 200X; “F” receptores de e-NOS na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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5.2.2. Receptores i-NOS  
 
 Foram avaliadas imunomarcações dos receptores de i-NOS na cérvix 

(Figura 2) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão 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 

PF 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

0,687 

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), região glandular (i-

NOS_glandular) e região muscular (i-NOS_muscular) na cérvix das cadelas 

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

 

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

i-NOS_luminal PA 

PF 

4 

1 

4 

4 

4 

4 

0,654 

i-NOS_glandular PA 

PF 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

0,582 

i-NOS_muscular PA 

PF 

2 

2 

3 

3 

4 

4 

0,451 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 12: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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 

PF 

1 

1 

2 

2 

3 

2 

0,557 

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

 

 

 

TABELA 13: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-

NOS_luminal), região glandular (i-NOS_glandular) e região muscular (i-

NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e 

piometra fechada (PF). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

i-NOS_luminal PA 

PF 

1 

1 

1 

2 

3 

2 

0,604 

i-NOS_glandular PA 

PF 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

1,000 

i-NOS_muscular PA 

PF 

1 

1 

3 

1 

3 

2 

0,141 

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

 
 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores i-NOS entre os 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 (PI), fase 

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

Positividade Percentis  

 

 

i-NOS_total 

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

PI 

FF 

FL 

4 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,460 

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), região glandular (i-

NOS_glandular) e região muscular (i-NOS_muscular) na cérvix das cadelas 

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

Positividade Percentis  

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

i-NOS_luminal PI 

FF 

FL 

3 

1 

0 

4 

2 

4 

4 

4 

4 

 

0,217 

i-NOS_glandular PI 

FF 

FL 

4 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,607 

i-NOS_muscular PI 

FF 

FL 

2 

3 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,191 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 16: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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  

 

 

i-NOS_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

1 

3 

3 

2 

3 

 

0,139 

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

 

TABELA 17: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de i-NOS no epitélio luminal (i-

NOS_luminal), região glandular (i-NOS_glandular) e região muscular (i-

NOS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular 

(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

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

i-NOS_luminal PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

1 

3 

3 

2 

3 

 

0,377 

i-NOS_glandular PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

3 

 

0,307 

i-NOS_muscular PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

1 

3 

3 

1 

3 

 

0,066 

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

 

  

 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores i-NOS entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal. 
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Figura 02: Detecção imunoistoquímica 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 região glandular e estroma da cérvix 

aumento 200X; “D” receptores de i-NOS na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 400X; “E” receptores de i-NOS na região muscular da cérvix 

aumento 200X; “F” receptores de i-NOS na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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5.2.3. Receptores FAS  
 

 Foram avaliadas imunomarcações para os receptores FAS na cérvix 

(Figura 3) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão 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 

PF 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

0,582 

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

 

 

TABELA 19: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para 

receptores FAS no epitélio luminal (FAS_luminal), região glandular 

(FAS_glandular) e região muscular (FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos 

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

 

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

FAS_luminal PA 

PF 

 3 

4 

4 

4 

4 

4 

0,591 

FAS_glandular PA 

PF 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

0,621 

FAS_muscular PA 

PF 

3 

3 

3 

4 

4 

4 

0,339 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 20: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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 

PF 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

0,665 

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

 

 

 

TABELA 21: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de FAS no epitélio luminal 

(FAS_luminal), região glandular (FAS_glandular) e região muscular 

(FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e 

piometra fechada (PF). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

FAS_luminal PA 

PF 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

0,750 

FAS_glandular PA 

PF 

1 

1 

1 

2 

3 

2 

0,504 

FAS_muscular PA 

PF 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

0,971 

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

 
 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores FAS entre os 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  

 

 

FAS_total 

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

PI 

FF 

FL 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,607 

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), região glandular 

(FAS_glandular) e região muscular (FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos 

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

Positividade Percentis  

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

FAS_luminal PI 

FF 

FL 

4 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,988 

FAS_glandular PI 

FF 

FL 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,593 

FAS_muscular PI 

FF 

FL 

3 

2 

3 

3 

4 

3 

4 

4 

4 

 

0,979 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 24: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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  

 

 

FAS_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

2 

1 

2 

 

0,015 

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

 

 

TABELA 25: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de FAS no epitélio luminal 

(FAS_luminal), região glandular (FAS_glandular) e região muscular 

(FAS_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular 

(FF) e fase luteal (FL). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade Percentis  

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

FAS_luminal PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

2 

2 

3 

 

0,715 

FAS_glandular PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

1 

2 

2 

1 

2 

 

0,854 

FAS_muscular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

2 

1 

2 

 

0,481 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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 Foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos receptores 

FAS, sendo sua concentração (intensidade) menor no grupo fase folicular 

quando comparado aos grupos piometra e fase luteal. 

 

 

 

 
 

Figura 03: Detecção imunoistoquímica 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 região glandular e estroma da cérvix aumento 200X; “D” 

receptores de FAS na região glandular e estroma da cérvix aumento 400X; “E” 

receptores de FAS na região muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores 

de FAS na região muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, 

contra coloração hematoxilina de Harris. 
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5.2.4. Receptores FAS-L  
 

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores FAS-L na cérvix 

(Figura 4) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão 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 

PF 

2 

4 

3 

4 

4 

4 

0,035 

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), região glandular (FAS-

L_glandular) e região muscular (FAS-L_muscular) na cérvix das cadelas dos 

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

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

FAS-L_luminal PA 

PF 

 0 

4 

3 

4 

4 

4 

0,091 

FAS-L_glandular PA 

PF 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

0,148 

FAS-L_muscular PA 

PF 

2 

3 

3 

4 

4 

4 

0,158 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 28: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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 

PF 

1 

1 

2 

2 

2 

3 

0,509 

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

 

 

TABELA 29: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L no epitélio luminal (FAS-

L_luminal), região glandular (FAS-L_glandular) e região muscular (FAS-

L_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra 

fechada (PF). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

FAS-L_luminal PA 

PF 

0 

1 

1 

2 

2 

2 

0,123 

FAS-L_glandular PA 

PF 

1 

1 

1 

1 

2 

3 

0,696 

FAS-L_muscular PA 

PF 

1 

1 

2 

3 

3 

3 

0,203 

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

 
 Foi constatada diferença significativa na imunomarcação 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 (PI), fase 

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

Positividade Percentis  

 

 

FAS-L_total 

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

PI 

FF 

FL 

3 

4 

2 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,634 

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), região glandular 

(FAS-L_glandular) e região muscular (FAS-L_muscular) na cérvix das cadelas 

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

Positividade Percentis  

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

FAS-L_luminal PI 

FF 

FL 

1 

1 

0 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

 

0,835 

FAS-L_glandular PI 

FF 

FL 

4 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,587 

FAS-L_muscular PI 

FF 

FL 

3 

4 

2 

3 

4 

3 

4 

4 

4 

 

0,102 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 32: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (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  

 

 

FAS-L_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

2 

1 

2 

2 

2 

 

0,547 

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

 

 

TABELA 33: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de FAS-L no epitélio luminal (FAS-

L_luminal), região glandular (FAS-L_glandular) e região muscular (FAS-

L_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) 

e fase luteal (FL). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade Percentis  

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

FAS-L_luminal PI 

FF 

FL 

1 

1 

0 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

 

0,523 

FAS-L_glandular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

3 

 

0,854 

FAS-L_muscular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

2 

2 

1 

3 

3 

3 

 

0,481 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores FAS-L entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal. 

 

 

 

 
 

Figura 04: Detecção imunoistoquímica 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 região glandular e estroma da cérvix 

aumento 200X; “D” receptores de FAS-L na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 400X; “E” receptores de FAS-L na região muscular da cérvix 

aumento 200X; “F” receptores de FAS-L na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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5.2.5. Receptores PGF2α-R  
 

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores PGF2α-R na cérvix 

(Figura 5) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão demonstrados nas tabelas 34 a 41. 

 

TABELA 34: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para 

receptores de PGF2α-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 

PGF2α-R_total PA 

PF 

2 

3 

3 

4 

4 

4 

0,103 

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

 

 

TABELA 35: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para 

receptores PGF2α-R no epitélio luminal (PGF2α-R_luminal), região glandular 

(PGF2α-R_glandular) e região muscular (PGF2α-R_muscular) na cérvix das 

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

2015. 
 

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

PGF2α-R_luminal PA 

PF 

 0 

3 

3 

3 

3 

4 

0,178 

PGF2α-R_glandular PA 

PF 

0 

3 

3 

4 

4 

4 

0,033 

PGF2α-R_muscular PA 

PF 

2 

3 

3 

3 

4 

4 

0,172 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 36: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2α-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 

PGF2α-R_total PA 

PF 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

0,007 

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

 

TABELA 37: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2α-R no epitélio luminal 

(PGF2α-R_luminal), região glandular (PGF2α-R_glandular) e região muscular 

(PGF2α-R_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e 

piometra fechada (PF). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

PGF2α-R_luminal PA 

PF 

0 

1 

1 

1 

1 

2 

0,178 

PGF2α-R_glandular PA 

PF 

0 

1 

1 

2 

1 

2 

0,005 

PGF2α-R_muscular PA 

PF 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

0,484 

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

 
 Foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos receptores 

PGF2α-R, sendo mais imunomarcadas a região glandular do grupo piometra 

fechada quando comparado a mesma região do grupo piometra aberta. A 

concentração (intensidade) dos receptores foi maior no grupo piometra fechada 

em relação ao grupo das aberta, assim como a concentração dos receptores 

na região glandular do grupo piometra fechada foi maior em relação a mesma 

região do grupo aberta 
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TABELA 38: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para 

receptores de PGF2α-R na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase 

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

Positividade Percentis  

 

 

PGF2α-R_total 

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

PI 

FF 

FL 

2 

2 

2 

3 

3 

4 

4 

4 

4 

 

0,500 

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

 
TABELA 39: Valores medianos do escore positivo (imunomarcados) para 

receptores de PGF2α-R no epitélio luminal (PGF2α-R_luminal), região 

glandular (PGF2α-R_glandular) e região muscular (PGF2α-R_muscular) na 

cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) e fase luteal 

(FL). Botucatu, 2015. 
 

Positividade Percentis  

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

PGF2α-R_luminal PI 

FF 

FL 

2 

0 

2 

3 

2 

4 

3 

3 

4 

 

0,277 

PGF2α-R_glandular PI 

FF 

FL 

2 

2 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,506 

PGF2α-R_muscular PI 

FF 

FL 

3 

2 

3 

3 

3 

4 

4 

3 

4 

 

0,341 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 40: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2α-R na cérvix das cadelas 

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

Intensidade Percentis  

 

 

PGF2α-R_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

 

0,715 

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

 

TABELA 41: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de PGF2α-R no epitélio luminal 

(PGF2α-R_luminal), região glandular (PGF2α-R_glandular) e região muscular 

(PGF2α-R_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase 

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

Intensidade Percentis  

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

PGF2α-R_luminal PI 

FF 

FL 

1 

0 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

 

0,380 

PGF2α-R_glandular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

2 

 

0,879 

PGF2α-R_muscular PI 

FF 

FL 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

 

0,793 

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

 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores PGF2α-R entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal. 
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Figura 05: Detecção imunoistoquímica de receptores PGF2α-R, sendo 

considerados citoplasmas positivos aqueles corados em marrom e negativos 

aqueles corados em azul. “A” receptores de PGF2α-R no epitélio luminal da 

cérvix aumento 200X; “B” receptores de PGF2α-R no epitélio luminal da cérvix 

aumento 400X; “C” receptores de PGF2α-R na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de PGF2α-R na região glandular e 

estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores de PGF2α-R na região 

muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de PGF2α-R na região 

muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração 

hematoxilina de Harris. 
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5.2.6. Receptores COX-2  
 

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores COX-2 na cérvix 

(Figura 6) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Os resultados estão 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 

PF 

0 

3 

4 

4 

4 

4 

0,424 

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), região glandular (COX-

2_glandular) e região muscular (COX-2_muscular) na cérvix das cadelas dos 

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

 

Positividade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

COX-2_luminal PA 

PF 

 0 

3 

3 

3 

4 

4 

0,294 

COX-2_glandular PA 

PF 

0 

4 

4 

4 

4 

4 

0,221 

COX-2_muscular PA 

PF 

1 

3 

4 

4 

4 

4 

0,301 

Teste Mann-Whitnney – considerando p-valor < 0,05 
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TABELA 44: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 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 

COX-2_total PA 

PF 

0 

1 

2 

3 

3 

3 

0,296 

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

 

 

TABELA 45: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 no epitélio luminal (COX-

2_luminal), região glandular (COX-2_glandular) e região muscular (COX-

2_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra aberta (PA) e piometra 

fechada (PF). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

Região tecidual Grupo 1°Quartil Mediana 3°Quartil p-valor M-W 

COX-2_luminal PA 

PF 

0 

1 

2 

2 

3 

3 

0,289 

COX-2_glandular PA 

PF 

0 

2 

2 

3 

3 

3 

0,048 

COX-2_muscular PA 

PF 

1 

1 

3 

3 

3 

3 

0,475 

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

 
 Foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos receptores 

COX-2, sendo maior a concentração (intensidade) dos receptores na região 

glandular do grupo piometra fechada quando comparado a região 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  

 

 

COX-2_total 

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

PI 

FF 

FL 

3 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,715 

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), região glandular 

(COX-2_glandular) e região muscular (COX-2_muscular) na cérvix das cadelas 

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

Positividade Percentis  

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

COX-2_luminal PI 

FF 

FL 

3 

0 

0 

3 

2 

4 

4 

4 

4 

 

0,875 

COX-2_glandular PI 

FF 

FL 

4 

4 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,985 

COX-2_muscular PI 

FF 

FL 

3 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

 

0,451 

Teste Kruskall-Wallis – considerando p-valor < 0,05  
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TABELA 48: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 na cérvix das cadelas dos 

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

Intensidade Percentis  

 

 

COX-2_total 

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

PI 

FF 

FL 

1 

1 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

3 

 

0,738 

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

 

TABELA 49: Valores medianos da intensidade de imunomarcação (nenhuma, 

fraca, moderada e forte) para receptores de COX-2 no epitélio luminal (COX-

2_luminal), região glandular (COX-2_glandular) e região muscular (COX-

2_muscular) na cérvix das cadelas dos grupos piometra (PI), fase folicular (FF) 

e fase luteal (FL). Botucatu, 2015. 
 

Intensidade Percentis  

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

COX-2_luminal PI 

FF 

FL 

1 

0 

0 

2 

1 

2 

3 

3 

3 

 

0,764 

COX-2_glandular PI 

FF 

FL 

2 

1 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

3 

 

0,334 

COX-2_muscular PI 

FF 

FL 

1 

2 

2 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

 

0,987 

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

 

 Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos 

receptores COX-2 entre o grupo piometra, fase folicular e fase luteal. 
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Figura 06: Detecção imunoistoquímica 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 região glandular e estroma da cérvix 

aumento 200X; “D” receptores de COX-2 na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 400X; “E” receptores de COX-2 na região muscular da cérvix 

aumento 200X; “F” receptores de COX-2 na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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5.2.7. Resumo das comparações entre os grupos estudados 
 
 Os grupos estudados foram cadelas com o diagnóstico de piometra 

aberta e fechada, e cadelas saudáveis em fase folicular e fase luteal do ciclo 

estral. Foram estudados os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e 

COX-2 em todos os grupos em diferentes regiões da cérvix (luminal, glandular 

e muscular). Comparou-se os grupos piometra aberta x piometra fechada e o 

grupo piometra (piometra aberta + piometra fechada) x fase folicular x fase 

luteal quanto a presença dos receptores (Tabela 50) e quanto a concentração 

dos receptores (Tabela 51). 

 

 
TABELA 50: Comparação da positividade (presença) entre os grupos piometra 

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

folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, i-

NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2). Botucatu, 2015. 
 

Positividade e-NOS i-NOS FAS FAS-L PGF2α-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 
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TABELA 51: Comparação da intensidade (concentração) entre os grupos 

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

fase folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, 

i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade e-NOS i-NOS FAS FAS-L PGF2α-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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6. DISCUSSÃO 
 

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 intenção de avançar na compreensão do relaxamento da cérvix. Neste 

experimento foram realizadas avaliações imunoistoquímicas da cérvix para a 

identificação e quantificação dos receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, 

PGF2α-R e COX-2, em diferentes regiões da cérvix (epitelial, glandular e 

muscular) em cadelas saudáveis e com piometra. 

A patogenia da piometra ainda não está completamente elucidada a 

despeito de inúmeros estudos a respeito do tema. Após décadas de pesquisa 

existe um consenso entre os autores sobre o envolvimento de uma ação 

hormonal somada a uma contaminação bacteriana. Sabe-se que a piometra é a 

enfermidade mais frequente em cadelas não castradas, adultas ou idosas e se 

não diagnosticada e tratada precocemente pode levar o animal a morte. 

As piometras abertas são menos tóxicas e mais fáceis de serem tratadas 

do que os casos de piometra fechada, mas os mecanismos envolvidos na 

abertura e fechamento da cérvix não são conhecidos. Se esses mecanismos 

fossem esclarecidos poderia-se no mínimo estimular a abertura cervical e 

induzir a eliminação do conteúdo uterino, elevando a taxa de sucesso dos 

tratamentos. 

A piometra é uma doença diagnosticada principalmente na fase do 

diestro do ciclo estral e mesmo com concentrações elevadas de progesterona a 

maioria dos casos de piometra é do tipo aberta. Com o objetivo de 

compreender melhor o mecanismo de abertura cervical nossos estudos foram 

focados em cadelas com piometra aberta e fechada e em cadelas saudáveis 

em fase folicular e luteal. 

O grupo piometra aberta foi constituído por 11 animais, o diagnóstico foi 

realizado pelo histórico, anamnese, exame físico e exame clínico, sendo 

necessária a presença de secreção vulvar que poderia variar de purulenta a 

achocolatada para inclusão do animal neste grupo. O diagnostico de piometra 

foi sempre confirmado por meio de exame ultrassonográfico e hemograma. O 

grupo piometra fechada, também foi constituído por 11 animais, o diagnóstico 

foi realizado da mesma maneira, mas os animais não apresentavam secreção 
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vulvar, apenas aumento do volume uterino com conteúdo diagnosticado 

através dos recursos de imagens. Os outros dois grupos estudados foram de 

cadelas saudáveis em fase folicular e luteal do ciclo estral. Durante o 

procedimento cirúrgico de OSH, os ovários foram observados 

macroscopicamente e as cadelas foram incluídas nos diferentes grupos pelo 

exame da presença de folículos ou corpos lúteos. A confirmação 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 (variação de 0,286 a 18,593ng/mL) e das cadelas com 

piometra fechada foi de 7,3722 ng/mL (variação de 0,512 a 18,902ng/mL). 

Essa variação provavelmente foi devida a fase do ciclo estral em que o 

diagnóstico foi realizado; geralmente a piometra é diagnosticada na fase do 

diestro do ciclo estral, todavia em alguns casos esse diagnóstico pode ser 

realizado na fase de proestro, final do estro ou mesmo no anestro. Os 

resultados da correlação da concentração de progesterona com a piometra são 

controversos não havendo correspondência entre o tipo aberto ou fechado e os 

níveis de progesterona.  

Weiss et al. (2004) analisaram a concentração de progesterona de 

cadelas com piometra e os resultados apresentaram diferenças 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, não foi observada 

diferença significativa entre as concentrações de progesterona e os grupos de 

cadelas com piometra aberta e fechada.  

O grupo de fêmeas em fase folicular e luteal foi constituído de seis 

animais cada um. Para confirmar a inclusão das cadelas nos grupos, além da 

avaliação macroscópia do ovário após a OSH, foram realizadas dosagens 

hormonais de progesterona, sendo a média das fêmeas na fase folicular de 

2,4945 ng/ml (variação de 0,932 a 5,730 ng/ml) e a média das cadelas em fase 

luteal foi de 10,3225 ng/ml (variação de 7,191 a 20,479 ng/ml). Esses 

resultados estão de acordo com os resultados de Concannon et al. (1975) e 

Benetti et al. (2004), provavelmente as cadelas incluídas na fase folicular do 
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ciclo apresentavam-se no proestro e ou início do estro e as fêmeas da fase 

luteal encontravam-se no diestro. 

O mecanismo de abertura e fechamento cervical no caso da piometra 

canina pode estar envolvido com diversas interações hormonais, mas também 

pode ser devido a apenas um fator mecânico exercido pela pressão do 

acúmulo de secreção no interior do útero. Durante o curso da doença, 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 evolução da doença e necessita de maiores estudos.     

Estudos sobre a ocorrência e a localização de receptores hormonais em 

útero e cérvix de cadelas já foram apontados como possíveis causas de 

relaxamento cervical. Segundo Kunkitti et al. (2011), os receptores de 

estrógeno e progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante 

o ciclo estral. Infelizmente segundo esses autores o mecanismo envolvido, as 

mudanças e associações bioquímicas que ocorrem durante esse processo não 

foram completamente elucidado. Volpato et al. (2012), utilizando a técnica de 

imunoistoquímica, pesquisaram receptores de progesterona e estrógeno α e β 

no útero e cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. O número de 

núcleos positivos para receptores de estrógeno e progesterona não diferiram 

entre as cadelas com piometra aberta e piometra fechada (KUNKITTI et al., 

2011; VOLPATO et al., 2012), entretanto, Volpato et al. (2012) identificaram 

diferenças na marcação dos receptores de progesterona. Foi observado uma 

maior concentração de receptores de progesterona na cérvix de cadelas com 

piometra fechada. Esse resultado permitiu levantar a hipótese de que 

concentrações fisiológicas de progesterona poderiam ser suficientes para 

causar alteração na patência da cérvix em virtude de uma maior concentração 

local de receptores para esse hormônio. Mesmo não havendo diferenças 

importantes entre os níveis de progesterona nos tipos aberto ou fechado a 

concentração de receptores maior no caso das piometras fechadas poderia ser 

responsável pelo fechamento cervical.   

A permeabilidade do colo do útero é importante para diversas situações 

clínicas como parto normal, parto prematuro, abortos patológicos, hidrometra, 

mucometra, hemometra e piometra. A possibilidade de controlar a abertura 
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cervical com o uso de medicamentos resultaria em melhores condições nas 

intervenções médicas. Posteriormente à revisão de literatura, um fluxograma foi 

proposto como hipótese da interferência de cada receptor estudado na cascata 

que leva ao relaxamento cervical (Figura 7). O ponto chave seria a quebra do 

colágeno recém sintetizado e a quebra das pontes químicas entre as fibras de 

colágeno.  

 
 

Figura 7: Fluxograma com a hipótese da interferência dos receptores 

estudados (e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-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 avaliação imunoistoquímica empregada neste trabalho foi capaz de 

marcar com diferença de intensidade os citoplasmas das células que possuíam 

os receptores avaliados. Por ser uma técnica semiquantitativa, a presença e a 

intensidade da marcação refletem, respectivamente, a positividade da célula e 
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a concentração destes receptores. Na maioria dos trabalhos que tratam de 

avaliação imunoistoquímica, os autores avaliam o número de núcleos 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 marcação (ROBINSON et al., 2001) ou ainda apenas identificam 

o receptor (BREEVELD-DWARKASING et al., 2002).  

Os receptores pesquisados nesse estudo foram identificados em todos 

os grupos avaliados. A identificação e a quantificação 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 região da cérvix (luminal, glandular e muscular) separadamente e 

posteriormente foram somadas, primeiramente quanto a sua positividade e 

depois sobre sua intensidade de coloração. Uma segunda analise comparativa 

foi realizada, entre o grupo de cadelas saudáveis na fase folicular e na fase 

luteal e o grupo de cadelas com piometra. 

O útero sofre alterações estruturais importantes durante o ciclo estral e a 

gestação. As células que regulam a contratilidade do músculo liso e a 

contração e a distensão espontânea do útero, são dependentes da óxido nítrico 

sintetase (NOS) (ROSSELLI et al., 1998). 

Os dados relativos à regulação da síntese de oxido nítrico (ON) durante 

a gestação e o parto sugerem que a NOS é o jogador-chave na regulação da 

função contrátil do útero. Tem sido mostrado que existe um aumento nas 

atividades NOS em útero de ratas durante a prenhez e uma diminuição no 

momento do parto (NATUZZI et al., 1993). Resultado similar foi demonstrado 

em coelhos (SLADEK et al., 1993). Essa situação fornece evidências 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 remodelação do tecido conjuntivo.  

Por esse motivo invetigamos o papel do oxido nítrico nos mecanismos 

de abertura e fechamento cervical, através do mapeamento da expressão de e-

NOS e i-NOS na cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada, e em fases 

folicular e lútea do ciclo estral. Até a presente data não existem muitas fontes 

na literatura acerca desse assunto na reprodução de carnívoros domésticos. 
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Os receptores e-NOS não apresentaram diferença entre os grupos 

piometra aberta e piometra fechada quanto a contagem total de células 

positivas, assim como quando as contagens foram realizadas separadamente 

por regiões da cérvix.  Da mesma maneira, não houve diferença significativa 

quando comparamos os grupos de cadelas saudáveis na fase folicular, na fase 

luteal e com diagnostico de piometra. Em contra partida, foi observada uma 

intensidade maior de marcação na região glandular da cérvix para o receptor e-

NOS no grupo piometra fechada quando comparado ao grupo piometra aberta. 

A somatória das regiões e as regiões luminal e muscular não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os grupos de piometra. Quando comparamos o 

grupo piometra com os grupos de cadelas em fase folicular e fase luteal, não 

foi observada diferença na positividade de marcação entre os grupos, porém os 

grupos folicular e luteal, tem maior intensidade quando comparados ao grupo 

piometra.  

No nosso estudo em cadelas, não houve diferença entre as fases do 

ciclo estral estudadas O maior nível de expressão de e-NOS no útero de vacas 

foi medida no final do ciclo estral (LAPOINTE et al., 2006). 

O ON é um mediador do relaxamento do músculo liso em vários tecidos, 

podendo modular a contratilidade por inibir enzimas cicloxigenase ou ativando 

prostanóides. Pouco se sabe sobre os mecanismos de controle da expressão 

da NOS por sinais extracelular, na cérvix de mamífero (LAPOINTE et al., 2006). 

Nossa pesquisa conseguiu identificar os receptores i-NOS em todos os 

animais utilizados, porém não houve diferença estatística nas análises 

comparativas. Foi investigado comparativamente o grupo piometra aberta e 

fechada quanto a sua positividade e intensidade não havendo diferença entre 

os grupos nem quando subdividimos as regiões da cérvix. Ao comparar as 

cadelas com diagnostico de piometra com os grupos de fase folicular e fase 

luteal também nenhuma diferença estatística foi encontrada. 

O papel fisiológico de e-NOS e i-NOS no útero de mulheres foi estudado 

por Buhimschi et al. (1996), que demonstraram que tanto e-NOS quanto i-NOS 

são reguladas durante a gravidez causando relaxamento do miométrio. As 

constatações destes pesquisadores fornecem evidências convincentes de que 

o ON faz parte do controle da contratilidade uterina. 
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A relevância fisiológica e biológica de ON durante a gestação e o 

trabalho de parto em ratos vem da constatação de que a inibição da síntese de 

ON prolongou a duração 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 contrário do 

esperado, ou seja, esperávamos encontrar mais receptores para NOS no grupo 

piometra aberta, pois uma maior quantidade de NOS aumentaria a liberação de 

enzimas colagenoliticas (metaloproteinases e proteases) quebrando assim as 

pontes químicas entre as fibras de colágenos, alterando a proporção 

colágeno/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. Não 

conseguimos comprovar que e-NOS e i-NOS tenham uma participação clara no 

mecanismo de relaxamento cervical em cadelas. 

A NOS é um importante mediador na ação de hormônios e 

neurotransmissores que são vitais para a regulação da reprodução (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 reprodução em animais domésticos é especulativo. É possível que 

o NOS desempenhe um importante papel na regulação das funções 

reprodutivas femininas. No entanto, uma busca na literatura revelou que existe 

uma escassez de informação sobre a distribuição e localização de NOS. 

O FAS é um receptor trimérico de plasma ligado à membrana de 

superfície sendo expresso na maioria dos tipos celulares. Além da apoptose, o 

FAS pode desencadear várias vias de sinalização não apoptóticas, assim como 

vias que promovem a ativação das células e proliferação celular (KAUFMANN 

et al. 2012). Ao avaliar a imunomarcação e sua intensidade, não foi constatada 

diferença estatística entre o grupo piometra aberta e fechada. Quando 

comparamos o grupo piometra com os grupos fase folicular e fase luteal, não 

houve diferença estatística quanto a positividade da marcação, mas ao avaliar 

a intensidade da coloração, o que esta diretamente relacionada a concentração 

dos receptores, a cérvix de cadelas em fase folicular apresentaram uma menor 

concentração de receptores que as cadelas com diagnostico de piometra e em 
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fase luteal na somatório das regiões avaliadas. Quando examinamos a região 

luminal, glandular e muscular separadamente, não houve diferença estatística 

entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal. 

O sistema FAS/FASL desempenha um papel importante na regulação  

da homeostase fisiológica do sistema imunitário. Quando comparamos a 

imunorreatividade dos receptores FAS-L, o grupo piometra fechada foi maior 

quanto a positividade dos receptores quando comparada ao grupo piometra 

aberta. Ao dividir as regiões da cérvix em luminal, glandular e muscular não 

houve diferença estatística, assim como não houve diferença entre os grupos 

ao analisar a intensidade da marcação.  Quando a comparação ocorreu entre o 

grupo piometra e os grupos de cadelas em fase folicular e luteal, não houve 

diferenças estatísticas na positividade e na intensidade, tanto no total quanto 

nas diferentes regiões da cérvix. 

A função de FAS-L é mediada pela metaloproteases, podendo ter 

atividades não apoptóticas, tais como a indução de resposta inflamatória 

(TRAMBAS e GRIFFITHS, 2003; WILSON et al., 2009). Duas hipótese foram 

levantadas ao estudarmos os receptores de FAS e FAS-L. A primeira é que 

encontraríamos mais receptores no grupo piometra fechada por serem mais 

tóxicas e com processos inflamatórios mais exacerbados. Não houve diferença 

estatística 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 hipótese era de encontrarmos mais 

receptores FAS e FAS-L no grupo piometra aberta pois sua principal ação, que 

é a apoptose, poderia consumir o colágeno recém sintetizado, alterando a 

relação colágeno/musculatura lisa fazendo o relaxamento cervical, o que não 

pode ser concluído.   

Selam et al. (2001) demonstraram que a regulação da expressão de 

FAS-L no endométrio humano é ciclo dependente. A expressão de FAS-L no 

estroma endometrial e nas células glandulares é regulada por estrógeno e 

progesterona. Pelos resultados do nosso experimento, essa hipótese não foi 

confirmada em cadelas. 

As prostaglandinas atuam nos fibroblastos da cérvix estimulando a 

síntese de glicosaminoglicanos. Sugere-se que o mecanismo pelo qual as 

prostaglandinas induzem o relaxamento cervical é complexo e não 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). 

Há poucas informações disponíveis na influência das prostaglandinas 

sobre a composição celular do tecido cervical. Se as prostaglandinas 

endógenas desempenham um papel na fisiologia do amadurecimento e 

dilatação da cérvix, é de se esperar que os níveis de prostaglandinas devam 

estar altos no tecido cervical em situações de relaxamento cervical. 

Em nosso estudo os resultados mais expressivos entre os grupos 

piometra aberta e fechada foram dos receptores de PGF2α-R. Estes receptores 

apresentaram-se em maior quantidade na região glandular do grupo piometra 

fechada em relação ao grupo piometra aberta. Além disso, sua intensidade de 

marcação foi maior no grupo piometra fechada tanto na somatória das regiões 

da cérvix quanto na porção glandular. Não houve diferença estatística entre os 

grupos piometra aberta e fechada ao avaliar a positividade total e as regiões 

luminal e muscular, assim como a intensidade nas regiões luminal e glandular. 

Quando comparamos o grupo piometra com os grupos fase folicular e fase 

luteal, não houve diferença estatística.  

O efeito da ocitocina em relaxamento cervical em vacas é mediada por 

um aumento local de COX-2 e um subsequente aumento da síntese de 

prostaglandinas (SHEMESH et al., 1997). Em nosso estudo não foi notado 

aumento nos receptores de prostaglandinas no grupo piometra de cérvix 

aberta; o grupo piometra fechada foi que apresentou o maior número de 

receptores. Quando comparado o grupo piometra com o grupo da fase folicular 

e luteal não houve diferença estatística. 

Esse resultado também não era esperado, um maior número de 

receptores de prostaglandina deveria ser encontrado nos animais com a cérvix 

relaxada. As prostaglandinas aumentam a quimiotaxia para leucócitos, causam 

dilatação de pequenos vasos e aumentam a liberação de metaloproteinases e 

proteases, processos esses responsáveis pelo relaxamento cervical. 

A proposta de que a prostaglandina interfere diretamente sobre a ação 

dos leucócitos foi estudada por Volpato et al. (2013). Neste trabalho, utilizando 

seis cadelas com piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, não foi 

encontrada diferença significativa entre o infiltrado leucocitário observado na 

cérvix de cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucócitos 
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como na quantificação de neutrófilos, linfócitos, macrófagos, eosinófilos e 

plasmócitos. De acordo com os resultados a infiltração leucocitária não está 

associada a abertura cervical na piometra canina. 

Ao analisar o muco do colo do útero de mulheres para PGE2 e PGF2α 

durante o período de relaxamento cervical e em períodos normais, não foi 

encontrada diferença na concentração conforme era esperado (PLATZ-

CHRISTENSEN et al., 1997). Esses resultados corroboram com nosso 

trabalho. Ao pesquisarmos receptores de PGF2α em cadelas em diferentes 

fases do ciclo estral não encontramos diferenças significativas entre elas. 

Clínica e experimentalmente tem-se demonstrado a eficácia das 

prostaglandinas sintética no amadurecimento cervical e indução do trabalho de 

parto, provando que essas substâncias são agentes farmacológicos 

importantes em obstetrícia humana (MACEDO et al., 1998). 

Foi levantada a hipótese de que a prostaglandina sintetizada nos tecidos 

adjacentes podem difundir-se para a cérvix afetando sua estrutura e função. 

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 

regulação da abertura cervical (HERTELENDY E ZAKAR, 2004). Essa hipótese 

explicaria nossos resultados de não 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 

participação dos receptores de PGF2α nas contrações uterinas, indicando a 

expressão funcional de tais receptores no miométrio do útero de cadelas. A 

PGF2α induziu uma resposta contráctil mais forte nas fibras longitudinais do 

que nas fibras circulares do miométrio. Estes resultados sugerem que existe 

uma diferença na sensibilidade à PGF2α ou uma distribuição heterogénea de 

receptores PGF2α nas camadas do miométrio de cadelas. No entanto, o 

mecanismo responsável pela diferença na resposta contráctil entre as duas 

camadas musculares ainda tem que ser determinado. 

Informações detalhadas sobre a expressão de enzimas biossintéticas 

prostanóides e receptores de prostaglandinas são necessárias para alcançar 

uma melhor compreensão da ação da prostaglandina na remodelação do colo 
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do útero e para a concepção de terapias eficazes para o tratamento de 

incompetência cervical. Apesar da visão generalizada de que prostaglandinas 

desempenham um papel-chave na promoção das contrações uterinas e o 

amadurecimento do colo do útero, o modo pelo qual agem ainda é pouco 

compreendido (HERTELENDY e ZAKAR, 2004). 

A distribuição de COX em tecidos é complexa. Ambas as isoformas, 

COX-1 e COX-2, estão presentes em muitos tecidos normais e em várias 

condições patológicas (ZIDAR et al., 2009). O relaxamento cervical no estro é 

induzido por hormônios ovarianos e hipofisários estimulando a produção local 

de prostaglandina E2 por meio de uma via biossintética que envolve um 

número de mediadores incluindo COX-2 (FALCHI e SCARAMUZZI, 2013). 

Ao avaliar as imunomarcações dos receptores COX-2 em nosso estudo, 

não houve diferença estatística quanto a positividade quando comparamos o 

grupo piometra aberta e fechada. Quando pesquisamos sobre a intensidade da 

marcação, notamos que na região glandular a marcação imunoistoquímica é 

mais intensa no grupo piometra fechada comparativamente ao grupo piometra 

aberta, não havendo diferenças estatísticas quando comparamos os grupos 

nos estudos das regiões luminal e muscular e na somatória das três regiões. 

Ao comparar o grupo piometra aos grupos de cadelas na fase folicular e na 

fase luteal, não observamos diferenças estatísticas na positividade e nem na 

intensidade.   

No estudo de Silva et al. (2010), foram estudadas as enzimas COX-1 e 

COX-2 no útero 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 só estava presente no útero de cadelas com piometra. Em 

nosso estudo foi evidenciada marcação imunoistoquimica de COX-2 em todas 

as cadelas com o diagnóstico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo 

estral.  

A expressão dos genes de COX-2 na cérvix de cadelas cíclicas e com 

piometra foi estuda por  Linharattanaruksa et al. (2013). Nas fêmeas cíclicas 

normais durante todas as fases do ciclo estral, assim como nas cadelas com 

piometra, COX-2 foi expresso, no entanto, não foram observadas diferenças 

em suas expressões. Concluiu-se que a expressão de COX-2 na cérvix não 
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sofre influencia dos hormônios ovarianos. Esse trabalho corrobora com os 

nossos dados não havendo diferenças estatísticas entre os grupos de cadelas 

com o diagnostico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Em ratas, a análise de COX-2 nas diferentes fases do ciclo estral 

(diestro, proestro, estro e metaestro) revelou um maior nível na fase do estro 

em comparação com as outras fases. A maneira como se regula e o papel de 

cada enzima COX, durante a gestação e o ciclo estral no útero de rato não 

foram completamente esclarecidas (ST-LOUIS et al., 2010). 

St-Louis et al.  (2010) e Reese et al. (2000) relataram um aumento da 

expressão de COX no útero de ratas no momento do parto. COX é uma fonte 

importante de prostaglandinas durante o parto sendo essencial para a abertura 

cervical. Nossa hipótese compartilha com esses resultados. 

Em vacas, o efeito da ocitocina no relaxamento cervical é mediada por 

um aumento local de COX-2 e, um subsequente, aumento da síntese de 

prostaglandinas (SHEMESH et al. 1997). Em ovelhas um aumento da 

expressão de COX-2 foi relatado na cérvix durante a fase folicular do ciclo 

estral (KERSHAW et al. 2007). 

Atualmente muitos estudos estão sendo realizados com receptores no 

útero e cérvix de cadelas normais e com HCE/piometra, entretanto, ainda não 

foi possível elucidar por completo  o mecanismo de abertura ou fechamento da 

cérvix nessa condição. 

Novos estudos são necessários abordando ainda o mecanismo de 

abertura e fechamento cervical. Avaliações das proporções de colágeno e 

fibras musculares conforme o considerado por Chatdarong et al. (2010), além 

da análise da direção dessas fibras, talvez seja uma opção para o estudo da 

abertura cervical, bem como o exame histológico comparativo da cérvix durante 

o trabalho de parto.  

A piometra é uma doença frequente nas cadelas e a despeito de 

décadas de pesquisa ainda são necessários estudos utilizando ferramentas 

mais sofisticadas e grupos de animais em fases hormonais bem definidas.  

Embora as características  clínicas da piometra sejam bem reconhecidas, ainda 

pouco se sabe em relação às alterações moleculares que ocorrem durante a 

desenvolvimento dessa doença. No futuro, os resultados de experiências 
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devem incluir ensaios moleculares que irão demonstrar claramente os 

fundamentos genéticos da doença inflamatória (KEMPISTY et al., 2013). 

O amadurecimento e a posterior dilatação da cérvix é um mecanismo 

complexo que envolve a mudança da anatomia macroscópica e estrutura 

histológica, propriedades mecânicas e composição bioquímica (HERTELENDY 

E ZAKAR, 2004).  

De fato, no amadurecimento cervical de cadelas com piometra, existem 

muitos aspectos de um processo de remodelação do tecido inflamatório e 

quebra de pontes químicas entre as fibras de colágeno. Agentes inflamatórios 

tais como IL-1, fator de necrose tumoral alfa e IL-8 parecem estar envolvidos e 

necessitam de futuras pesquisas. Já durante o trabalho de parto o mecanismo 

pode ser outro envolvendo  hormônios esteroides, prostaglandinas e ocitocina. 

Além disso, o relaxamento cervical durante a fase folicular do ciclo estral pode 

ainda ser motivado por outras relações hormonais sem o envolvimento direto 

das prostaglandinas. 

Os resultados obtidos mostram a importância do assunto e a dificuldade 

de se demonstrar com clareza as relações endócrinas, parácrinas e 

inflamatórias possivelmente envolvidas no mecanismo de relaxamento cervical. 
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7. CONCLUSÃO  
 

Levando em consideração os objetivos propostos podemos concluir que: 

 

ü Os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 estão presentes 

em todos os grupos avaliados (piometra aberta, piometra fechada, cadelas 

saudáveis em fase folicular e em fase luteal), sendo localizados em todas as 

regiões da cérvix (luminal, glandular e muscular). 

 

ü Os receptores i-NOS e FAS comportam-se da mesma maneira em cadelas com 

piometra aberta e fechada, não estando envolvidos no mecanismo de abertura 

cervical nessa doença. 

 

ü Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 foram encontrados em maior 

quantidade no grupo piometra fechada quando comparados ao grupo piometra 

aberta, sugerindo o envolvimento no mecanismo de abertura/fechamento 

cervical. 

 

ü Os receptores i-NOS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 não se mostraram diferentes 

nos grupos piometra, cadelas saudáveis em fase folicular e em fase luteal, 

sugerindo sua independência hormonal nas cadelas.  

 

ü O receptor e-NOS foi inferior nas cadelas com piometra quando comparados 

aos grupos de cadelas saudáveis em fase folicular e em fase luteal, podendo 

estar correlacionado a presença de infiltrado inflamatório. 

 

ü O receptor FAS foi inferior no grupo de cadelas saudáveis em fase folicular 

quando comparado as cadelas com piometra e cadelas saudáveis em fase 

luteal, podendo estar relacionado a concentração 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 saudáveis. Para tanto, foram 

realizadas avaliações imunoistoquímicas em diferentes regiões da cérvix: 

epitélio luminal, região glandular e região muscular, para os receptores e-NOS, 

i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2. Foram utilizadas 11 cadelas com 

piometra aberta, 11 com piometra fechada, 6 saudáveis em fase folicular e 6 

em fase luteal do ciclo estral. Todas as fêmeas foram submetidas a 

ovariohisterectomia e dosagens de  progesterona para confirmação da fase do 

ciclo estral. Para avaliar a imunomarcação 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%, 1 = 5 a 25%, 2 = 25 a 

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 marcações foi avaliada de forma 

subjetiva em fraca, moderada e forte, recebendo respectivamente escore 1, 2 e 

3 para a análise estatística. As leitura foram realizadas em cinco campos 
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aleatórios, sendo todos os campos homogêneos. As avaliações foram 

realizadas em um microscópio de luz no aumento 400 vezes. Foram realizados 

os testes estatísticos não-paramétrico de Mann-Whitney para comparar os 

grupos piometra fechada e aberta. Entre os 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, 

não estando envolvidos no mecanismo de abertura cervical nessa doença. Os 

receptores e-NOS, FAS-L, PGF2α-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, PGF2α-R e COX-2 não se 

mostraram diferentes nos grupos piometra, cadelas saudáveis em fase folicular 

e em fase luteal, sugerindo sua independência hormonal nas cadelas. O 

receptor e-NOS foi superior nas cadelas com piometra quando comparados 

aos grupos de cadelas saudáveis em fase folicular e em fase luteal, podendo 

estar correlacionado a presença de infiltrado inflamatório. O receptor FAS foi 

inferior no grupo de cadelas saudáveis em fase folicular quando comparado as 

cadelas com piometra e cadelas saudáveis em fase luteal, podendo estar 

relacionado a concentração de progesterona e ser ciclo dependente. Os 

resultados obtidos mostram a importância do assunto e a dificuldade de se 

demonstrar com clareza o mecanismo de controle da abertura cervical em 

cadelas. 

Palavras-chave: cadela, piometra, imunoistoquímica 

 

1. INTRODUÇÃO 

No Brasil existe uma grande população de cadelas com risco de 

desenvolver um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem 

de cadelas sadias é normalmente submetida à ovariosalpingohisterectomia 

eletiva. A situação é diferente em outros países mais desenvolvidos onde a 

prática da castração é comum e realizada em mais de 85% das cadelas [1]. 

A patogênese da piometra canina não é completamente esclarecida, a 

despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doença. O conceito de 

Síndrome Hiperplasia Endometrial Cística/Piometra introduzido por Dow [2,3], 

sugere que mudanças hormonais são responsáveis por um quadro de 
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hiperplasia endometrial cística (HEC) que tornam o útero mais susceptível a 

infecção bacteriana secundária. 

Atualmente é reconhecido que o desequilíbrio hormonal primário ou uma 

resposta anormal as concentrações normais de estrôgenos e progesterona 

afetam as células do epitélio do útero e facilitam a adesão, colonização e 

crescimento de bactérias [4].  

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, 

caracterizada pela presença ou ausência de secreção vaginal, 

respectivamente. Os sinais clínicos variam conforme o tempo de evolução 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 é sempre em cadelas com 

cérvix aberta em comparação 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 doença, assim como cadelas com 

piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de 

abertura e fechamento cervical pode ser devido a interações hormonais, ou 

pode ser apenas um fator mecânico pela pressão exercida pelo próprio 

acúmulo de secreção no interior do útero. De qualquer forma, o mecanismo de 

relaxamento cervical necessita de maiores estudos [9]. 

A importância da função cervical em gestações e algumas doenças 

levou diversos pesquisadores a estudarem a bioquímica e os mecanismos 

celulares da remodelação cervical. Estes estudos identificaram uma série de 

fatores endócrinos e parácrinos que potencialmente podem regular os 

processos de amadurecimento e dilatação cervical [10,11]. 

Este trabalho visa investigar os mecanismos de abertura e fechamento 

cervical, estudando a expressão de elementos considerados chave em um 

modelo tecnicamente possível para o entendimento funcional da abertura e 

fechamento cervical em cadelas saudáveis e com piometra. Para isso, 

analisaremos de forma comparativa os grupos piometra aberta e piometra 

fechada e cadelas saudáveis na fase folicular e luteal do ciclo estral, quanto à 
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ocorrência, concentração e localização dos receptores de e-NOS, i-NOS, FAS, 

FAS-L, PGF2α e COX-2 nas diferentes regiões da cérvix.  

 
2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL  

A cérvix tem um papel crucial no ciclo reprodutivo e sua consistência 

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, alterações no 

relaxamento cervical são observadas não apenas durante o ciclo estral, mas 

também em algumas doenças 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 músculo liso, 

suportado por uma matriz extracelular. A matriz extracelular é uma rede 

composta por feixes de colágeno, glicoproteínas, proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos, sendo o colágeno o mais abundante e responsável por 

fornecer suporte estrutural ao orgão [12]. 

As propriedades mecânicas da cérvix são derivadas da concentração de 

colágeno uma vez que o músculo liso constitui apenas 15% da massa do 

órgão. Feixes de colágenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada 

rapidamente por ação das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle 

são temas atuais de pesquisas e debates [13]. 

Um mecanismo proposto para a abertura cervical é que o relaxamento 

durante o estro está associado com os esteróides ovarianos e hormônios 

gonadotróficos 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 propõe que o FSH, LH e o estradiol hajam na 

cérvix regulando a expressão dos seus próprios receptores e os da ocitocina. 

Quando a ocitocina se liga ao seu receptor, ativa uma proteína G que 

desencadeia uma série de vias que conduzem ao aumento intracelular de 

cálcio (Ca2þ). O aumento intracelular Ca2þ é necessário para ativar a enzima 

fosfolipase A2 que, quando fosforilada, mobiliza ácido araquidônico (AA) a 

partir de fosfolipídios de membrana. O AA na sua forma livre, atua como um 

substrato para COX-2, que catalisa a conversão em PGH2.  
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Sugere-se que as prostaglandinas causem o relaxamento do músculo 

liso, o amolecimento e da dispersão da matriz extracelular da cérvix, resultando 

em dilatação cervical [11]. 

 

2.2. ÓXIDO NÍTRICO  

O óxido nítrico (ON) é uma molécula não polar que livremente difunde-se 

através das membranas [22,23]. É responsável por muitas funções nos 

mamíferos e parece ser um importante regulador parácrino de vários processos 

reprodutivos femininos, como a secreção de gonadotrofinas, ovulação, 

regressão do corpo lúteo, implantação e desenvolvimento embrionário, 

contratilidade uterina, amadurecimento cervical e parto [23,24,25]. 

O ON é um potente vasodilatador e um mediador da permeabilidade 

vascular, além disso, aumenta a expressão de algumas metaloproteinases 

específicas que participam da remodelação de tecidos [26,27].  

Estudos tem incidido sobre o óxido nítrico sintetase/óxido nítrico 

(NOS/ON), esse sistema tem sido postulado como tendo um papel regulador 

no miométrio e colo do útero durante a gestação e o parto. No colo do útero 

humano, o amadurecimento está associado com um aumento de ON na cérvix 

levando ao aumento na atividade de metaloproteinase, apoptose celular e 

síntese de glicosaminoglicano. Todas estas modificações estão associadas 

com o processo de amadurecimento cervical (24,29,30]. 

A presença e migração de células inflamatórias podem causar o 

aumento das atividades do NOS. Esses mecanismos parecem estar envolvidos 

no amadurecimento cervical devido ao processo de remodelação do tecido 

inflamatório e quebra de pontes químicas entre as fibras de colágeno [30]. 

Aplicações locais de ON em animais e seres humanos produzem 

características associadas ao processo de amadurecimento cervical [31]. Sob 

condições anormais, a progesterona prolonga a gestação e parece causar um 

aumento da expressão 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 responsável por regular a apoptose, existindo 

diversos mecanismos de forma fisiológica e outros patológicos. O receptor FAS 
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é responsável pela morte celular a partir do fator de necrose tumoral e seu 

ligante, FAS-L,  induz trimerização e recrutamento de domínio de morte [32]. 

A regulação da apoptose envolve um conjunto complexo de eventos por 

meio de interação de vários genes com efeitos estimulantes e inibitórios na 

morte celular programada. FAS (também chamado CD95 ou APO-1) é uma 

proteína de membrana do tipo I, membro do subgrupo da superfamília dos 

receptores do fator de necrose tumoral que contêm um domínio de morte 

intracelular, pode iniciar a sinalização da apoptose e tem um papel crítico na 

regulação do sistema imunológico [33,34,35]. 

Apoptose induzida por FAS requer recrutamento e ativação da caspase 

iniciadora dentro do complexo de sinalização de indução a morte. Além de 

apoptose, FAS pode desencadear várias vias de sinalização não apoptóticas, 

assim como vias que promovem a ativação das células, proliferação celular e 

indução de resposta inflamatória [34,36,37]. 

 

2.4. PROSTAGLANDINAS  

As prostaglandinas (PGs) representam uma família de mediadores 

lipídicos, que também compreendem os leucotrienos e tromboxanos e 

consistem de quatro membros, nomeados D2 prostaglandina (PGD2), 

prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2α (PGF2α) e prostaciclina. As 

PGs são profundamente envolvidas nas funções reprodutivas tais como 

ovulação, fertilização, implantação e parto. Elas também desempenham papéis 

cruciais nas doenças endometriais e na manutenção da gestação 

[38,39,40,41]. 

Aplicações de PGs em animais e humanos produzem características 

locais associadas ao amadurecimento cervical. Esse processo sugere que as 

PGs desempenham um papel importante no amadurecimento do colo do útero 

e no parto [20]. As propriedades luteolíticas e uterotônicas da PGF2α têm sido 

utilizadas para tratar a piometra, principalmente a forma aberta, em cadelas 

jovens e com funções renais e hepáticas normais. A eficácia de PGF2α é 

principalmente devido à sua capacidade de induzir a contração uterina [4]. 

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

regulada pela síntese de PGs e remodelação da matriz extracelular. A 

prostaglandina atua estimulando o relaxamento do músculo liso e a síntese de 
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glicosaminoglicanos. A síntese de ácido hialurônico pode causar a 

remodelação de matriz extracelular do colo do útero culminando com o 

relaxamento cervical [42]. 

Desde o final da década de 1970, aplicação local na vagina ou colo 

uterino em mulheres e a  administração sistêmica de PGs e análogos sintéticos 

têm sido consistentemente capaz de induzir o amadurecimento do colo [43] A 

eficiência clínica é um forte indício de que as PGs podem ter um papel na 

fisiologia da remodelação da cérvix. 

A deposição de PGE2 na vagina ou cérvix da mulher, ovelha, égua e 

vaca origina um relaxamento e dilatação cervical in vivo, independentemente 

do estado fisiológico e das concentrações de progesterona. Na mulher, a 

aplicação de PGs na cérvix antes do parto induz a dilatação cervical [44,45]. 

É sabido que as PGs estão envolvidas no amadurecimento cervical 

fisiológico, sendo os fibroblastos iniciadores do processo controlando a 

permeabilidade e dilatação dos pequenos vasos sanguíneos. As PGs podem 

apresentar um efeito direto na estimulação da matriz metaloproteinase. O efeito 

vasoativo da PGE2 facilita a penetração de leucócitos na cérvix e os neutrófilos 

abundantes na circulação periférica são uma fonte importante de colagenase 

para o amadurecimento cervical final [14]. 

 

2.5. CICLO-OXIGENASE (COX) 

A COX é uma enzima chave na síntese de prostanóides, é um potente 

mensageiro de lipídios bioativos com várias funções 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 é expressa na maioria 

dos tecidos em condições basais, em contraste, COX-2 é conhecido como um 

'isoforma induzível', indetectável na maioria dos tecidos normais, mas sua 

expressão aumenta durante várias condições patológicas [46,47]. 

A COX- 2 são localizadas na porção muscular, no músculo liso vascular 

e no epitélio da cérvix e aumentam acentuadamente durante o trabalho ou 

apenas antes do parto.  A indometacina, um inibidor inespecífico da COX, evita 

abortos espontâneos 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 está envolvida com o aumento local de PGE2; esse 

aumento conduz a diversas alterações associadas ao amadurecimento 

cervical, como a dilatação dos pequenos vasos, aumento da degradação do 

colágeno, aumento do ácido hialurônico, aumento da quimiotaxia dos 

leucócitos e aumento do estímulo e liberação da interleucina-8 (IL-8) [20,30]. 

O relaxamento  cervical é provavelmente mediado por mudanças nos 

hormônios periovulatórios, síntese de PGs e remodelação da matriz 

extracelular do colo do útero. Há um aumento na expressão de COX-2 na 

cérvix de ovelhas no cio que pode estar associada com a remodelação do 

colágeno [15]. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 A pesquisa em questão atendeu aos requisitos impostos pela Comissão 

de Ética no uso de animais de acordo com os princípios éticos na 

experimentação animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

UNESP, campus Botucatu, recebendo o protocolo número 217/2011– CEEA. 

Foram utilizadas 34 cadelas, sendo 22 com diagnóstico 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 secreção vaginal purulenta, mucopurulenta ou sanguinolenta e 

11(50%), foram diagnosticadas como piometra de cérvix de fechada.  

Após o procedimento da OSH foram coletados fragmentos da cérvix 

para a avaliação imunoistoquímica dos receptores de e-NOS, i-NOS, FAS, 

FAS-L, PGF2α-R e COX-2 de todas as cadelas. 

 

3.1. ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA  

Os fragmentos cervicais foram fixados em formol tamponado 10% 

durante 24 horas e, posteriormente, mantidos em álcool 70% até o momento de 

inclusão em parafina, realizada no Laboratório de Histopatologia do Serviço de 

Patologia Veterinária do Departamento de Clínica Veterinária – FMVZ – 

UNESP – Botucatu. Após a inclusão, cortes de três µm foram obtidos, 

montados em lâminas com extremidade fosca e corados inicialmente em HE 

para avaliar a qualidade do material. Posteriormente novos cortes de três µm 



	
  

 

104	
  

foram realizados e colocados em lâminas com extremidade fosca, previamente 

tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® – Sigma Chemical Co.- USA). 

Para a desparafinização do material emblocado, as lâminas foram 

mantidas em estufa a 55oC por 24 horas e, posteriormente, colocadas em cuba 

de vidro com xilol à temperatura ambiente por 30 minutos e, a seguir mantidas 

em uma nova solução de xilol por 20 minutos. As lâminas foram transferidas 

para cubas de vidro para a hidratação em banhos de álcool, permanecendo por 

três minutos em cada cuba (álcool absoluto I, II, III, álcool 95% e 85%). 

Posteriormente as lâminas foram submetidas a dez passagens de água 

destilada. A partir desta etapa o tratamento se difere para cada antígeno 

pesquisado. 

Receptores e-NOS: para a detecção de receptores de e-NOS realizou-se 

a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 

minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:100 (anticorpo rabbit 

polyclonal antibody to eNOS, abcam® - USA. Cód ab5589. Lot. GR102591-1), 

em câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 

Receptores i-NOS: para a detecção de receptores de i-NOS realizou-se 

a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 
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minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:100 (anticorpo rabbit 

polyclonal antibody to iNOS, abcam® - USA. Cód ab3523. Lot. GR104194-1), 

em câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 

Receptores FAS: para a detecção de receptores FAS realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em microondas, potência máxima - 

750W, durante 10 minutos (2 ciclos de cinco minutos cada). A etapa seguinte 

foi o bloqueio de proteínas com protein block (Dako, SERUM FREE Ready TO-

USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, o bloqueio da peroxidase 

endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em 

água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado (Molico®) 3g/100mL por 60 

minutos seguida de 10 passagens em água destilada e lavagens em solução 

tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma Chemical Co–USA). Realizou-se a 

incubação com o anticorpo primário, na diluição de 1:500 (anticorpo rabbit 

polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - USA. Cód sc715. Lot. J2912), em 

câmara úmida durante 2h à temperatura de 37ºC. 

Receptores FAS-L: para a detecção de receptores FAS-L realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 

(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:500 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - 

USA. Cód sc956. Lot. E1311), em câmara úmida durante 2h à temperatura de 

37ºC. 
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Receptores PGF2α-R: para a detecção de receptores PGF2α-R realizou-

se a recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL 

de água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido 

para 6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 

(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:200 (anticorpo rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology® - 

USA. Cód sc67029. Lot. D0108), em câmara úmida durante 2h à temperatura 

de 37ºC. 

Receptores COX-2: para a detecção de receptores COX-2 realizou-se a 

recuperação antigênica em solução de citrato de sódio 10 mM (1000 mL de 

água destilada e 2,1 g de ácido cítrico monohidratado, com o pH corrigido para 

6,0 com ácido clorídrico) com incubação em panela de pressão tipo pascal 

(Dako-USA). A etapa seguinte foi o bloqueio de proteínas com protein block 

(Dako, SERUM FREE Ready TO-USE, USA) por 30 minutos em estufa a 27°C, 

o bloqueio da peroxidase endógena em solução de água oxigenada 8% por 20 

minutos, 10 lavagens em água destilada, bloqueio com leite em pó desnatado 

(Molico®) 3g/100mL por 60 minutos seguida de 10 passagens em água 

destilada e lavagens em solução tampão Tris–pH 7,4 (Trizma Base®–Sigma 

Chemical Co–USA). Realizou-se a incubação com o anticorpo primário, na 

diluição de 1:100 (anticorpo monoclonal mouse, anti Human, Dako® - USA. 

Clone CX-294. Ref:M3917 Lot. 10052367), em câmara úmida durante 2h à 

temperatura de 37ºC. 

As próximas etapas foram semelhantes para todos os antígenos.  

Após as 2 horas de incubação com o anticorpo primário em câmara 

úmida a 37°C, o material foi então submetido a banhos de TRIS e, 

posteriormente, incubado com o anticorpo secundário Histofine® (Nichirei 

Biosciences Inc. - Japan) por 30 minutos, ainda em câmara úmida, segundo 

instruções do fabricante. Realizou-se nova lavagem com solução tampão TRIS 
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- pH 7,4, e revelação com o cromógeno DAB (3,3´-diaminobenzidina - Liquid 

DAB Cromogen® – Dako – USA)  durante 5 minutos ao abrigo da luz e 

novamente lavagem com solução tampão TRIS - pH 7,4. 

As lâminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer por 1 

minuto, e a coloração interrompida com lavagem em água corrente por 10 

minutos e cinco passagens em água destilada. 

Procedeu-se, então, a desidratação do material com banhos de álcool, 

as lâminas permaneceram 3 minutos em cada cuba (álcool 85%, 95%, álcool 

absoluto I, II, III, xilol I e II) e foram montadas com lamínulas utilizando-se 

resina sintética - Permount (Fisher Scientific – cód. UN1294e).  

Como controle negativo, em outro corte de cérvix foi empregado a 

substituição do anticorpo primário pela imunoglobulina da mesma espécie onde 

foi produzida o primário, ou seja, foi empregado imunoglobulina de 

camundongo quando se tratava de anticorpos monoclonais (N-Universal 

Negative Control Mouse – DakoCytomation – CA, USA. Cód N1698) e frações 

de imunoglobulinas séricas de coelho para o anticorpo policlonal (N-Universal 

Negative Control Rabbit – DakoCytomation – CA, USA. Cód N1699). 

Depois de todas as lâminas confeccionadas e identificadas realizou-se a 

leitura. As regiões avaliadas na cérvix foram o epitélio luminal, epitélio 

glandular e o muscular.   

Para avaliar a imunomarcação 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%; 1 = 5 a 25%; 2 = 25 a 

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 marcações foi 

avaliada de forma subjetiva em fraca, moderada e forte, recebendo 

respectivamente escore 1, 2 e 3 para a análise estatística. As leitura foram 

realizadas em cinco campos aleatórios, sendo todos os campos homogêneos. 

As avaliações foram realizadas em um microscópio de luz no aumento 400 

vezes.  
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3.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 O Software utilizado para a realização da estatística foi o SPSS  

Statistics 17.0. Utilizou-se o teste não-paramétrico de Mann-Whitney para 

comparar a presença e a concentração de cada receptor e região entre os 

grupos piometra fechada e aberta. Os valores de p menores que 0,05 indicam 

uma diferença significativa da medida mediana entre os 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 imunomarcações dos receptores de e-NOS na cérvix 

(Figura 01) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Constatou diferença significativa, sendo a maior concentração (intensidade) 

observada na região glandular do grupo piometra fechada em relação ao grupo 

piometra aberta. Quando a análise foi realizada entre os grupos piometra, fase 

folicular e fase luteal, também houve diferença, sendo a menor concentração 

(intensidade) evidenciada no grupo piometra em relação aos grupos fase 

folicular e fase luteal. 

 

4.2. Receptores i-NOS  

 Foram avaliadas imunomarcações dos receptores de i-NOS na cérvix 

(Figura 2) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Não foi constatada diferença 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 imunomarcações para os receptores FAS na cérvix 

(Figura 3) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Não foi constatada diferença significativa na imunomarcação dos receptores 

FAS entre os grupos piometra aberta e fechada. Entre os grupos piometra, fase 

folicular e fase luteal, foi constatada diferença significativa, sendo sua 
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concentração (intensidade) menor no grupo fase folicular quando comparado 

aos grupos piometra e fase luteal. 

 

4.4. Receptores FAS-L  

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores FAS-L na cérvix 

(Figura 4) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Foi constatada diferença significativa, sendo o grupo piometra fechada o mais 

imunomarcado quando comparado ao grupo piometra aberta. Não foi 

constatada diferença significativa entre os grupos piometra, fase folicular e fase 

luteal. 

 

4.5. Receptores PGF2α-R  

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores PGF2α-R na cérvix 

(Figura 5) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Foi constatada diferença significativa, sendo mais imunomarcadas a região 

glandular do grupo piometra fechada quando comparado a mesma região do 

grupo piometra aberta. A concentração (intensidade) dos receptores foi maior 

no grupo piometra fechada em relação ao grupo das aberta, assim como a 

concentração dos receptores na região glandular do grupo piometra fechada foi 

maior em relação a mesma região do grupo aberta. Não foi constatada 

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

 

4.6. Receptores COX-2  

 Foram avaliadas imunomarcações de receptores COX-2 na cérvix 

(Figura 6) de cadelas com piometra e em fases folicular e luteal do ciclo estral. 

Foi constatada diferença significativa, sendo maior a concentração 

(intensidade) dos receptores na região glandular do grupo piometra fechada 

quando comparado a região do grupo piometra aberta. Não foi constatada 

diferença significativa entre o grupo piometra, fase folicular e fase luteal. 

 

4.7. Resumo das comparações entre os grupos estudados 

 Os grupos estudados foram cadelas com o diagnóstico de piometra 

aberta e fechada, e cadelas saudáveis em fase folicular e fase luteal do ciclo 

estral. Foram estudados os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e 
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COX-2 em todos os grupos em diferentes regiões da cérvix (epitélio luminal, 

região glandular e muscular). Comparou-se os grupos piometra aberta x 

piometra fechada e o grupo piometra (piometra aberta + piometra fechada) x 

fase folicular x fase luteal quanto a presença dos receptores (Tabela 1) e 

quanto a concentração dos receptores (Tabela 2). 

 

5. DISCUSSÃO 

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 intenção de avançar na compreensão do relaxamento da cérvix. Neste 

experimento foram realizadas avaliações imunoistoquímicas da cérvix para a 

identificação e quantificação dos receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, 

PGF2α-R e COX-2, em diferentes regiões da cérvix (epitelial, glandular e 

muscular) em cadelas saudáveis e com piometra. 

As piometras abertas são menos tóxicas e mais fáceis de serem tratadas 

do que os casos de piometra fechada, mas os mecanismos envolvidos na 

abertura e fechamento da cérvix não são conhecidos. Se esses mecanismos 

fossem esclarecidos poderia-se no mínimo estimular a abertura cervical e 

induzir a eliminação do conteúdo uterino, elevando a taxa de sucesso dos 

tratamentos. 

Estudos sobre a ocorrência e a localização de receptores hormonais em 

útero e cérvix de cadelas já foram apontados como possíveis causas de 

relaxamento cervical. Segundo Kunkitti et al. [10], os receptores de estrógeno e 

progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral, 

infelizmente segundo esses autores o mecanismo envolvido, as mudanças e 

associações bioquímicas que ocorrem durante esse processo não são 

completamente elucidado. Volpato et al. [18], utilizando a técnica de 

imunoistoquímica, pesquisaram receptores de progesterona e estrógeno α e β 

no útero e cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. O número de 

núcleos positivos para receptores de estrógeno e progesterona não diferiram 

entre as cadelas com piometra aberta e piometra fechada [10,18], entretanto, 

Volpato et al. [18] identificaram uma maior concentração de receptores de 

progesterona na cérvix de cadelas com piometra fechada. Esse resultado 

permitiu levantar a hipótese de que concentrações fisiológicas de progesterona 
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poderiam ser suficientes para causar alteração na patência da cérvix em 

virtude de uma maior concentração local de receptores para esse hormônio.  

Posteriormente à revisão de literatura, um fluxograma foi proposto como 

hipótese da interferência de cada receptor estudado na cascata que leva ao 

relaxamento cervical (Figura 7). O ponto chave seria a quebra do colágeno 

recém sintetizado e a quebra das pontes químicas entre as fibras de colágeno.  

A avaliação imunoistoquímica empregada neste trabalho foi capaz de 

marcar com diferença de intensidade os núcleos das células que possuíam os 

receptores avaliados. Por ser uma técnica semiquantitativa, a presença e a 

intensidade da marcação refletem, respectivamente, a positividade da célula e 

a concentração destes receptores. Os receptores pesquisados nesse estudo 

foram identificados em todos os grupos avaliados.  

O útero sofre alterações estruturais importantes durante o ciclo estral e a 

gestação. As células que regulam a contratilidade do músculo liso e a 

contração e a distensão espontânea do útero, são dependentes da NOS [28]. 

Os dados relativos à regulação da síntese de ON durante a gestação e o 

parto sugerem que a NOS é o jogador-chave na regulação da função contrátil 

do útero. Tem sido mostrado que existe um aumento nas atividades NOS em 

útero de ratas durante a prenhez e uma diminuição no momento do parto [49]; 

resultado similar foi demonstrado em coelhos [50]. Essa situação fornece 

evidências 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 remodelação do tecido conjuntivo.  

Por esse motivo invetigamos o papel do ON nos mecanismos de 

abertura e fechamento cervical, através do mapeamento da expressão de e-

NOS e i-NOS na cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada, e em fases 

folicular e lútea do ciclo estral. Até a presente data não existem muitas fontes 

na literatura acerca desse assunto na reprodução de carnívoros. 

Os receptores e-NOS não apresentaram diferença entre os grupos 

piometra aberta e piometra fechada quanto a contagem total de células 

positivas. Da mesma maneira, não houve diferença significativa quando 

comparamos os grupos de cadelas saudáveis na fase folicular, na fase luteal e 

com diagnostico de piometra. Em contra partida, foi observada uma intensidade 

maior de marcação na região glandular da cérvix para o receptor e-NOS no 
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grupo piometra fechada quando comparado ao grupo piometra aberta. A 

somatória das regiões e as regiões luminal e muscular não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os grupos de piometra. Quando comparamos o 

grupo piometra com os grupos de cadelas em fase folicular e fase luteal, não 

foi observado diferença na positividade de marcação entre os grupos, porém os 

grupos folicular e luteal, tem maior intensidade quando comparados ao grupo 

piometra.  

O maior nível de expressão de e-NOS no útero de vacas foi medida no 

final do ciclo estral [25]. No nosso estudo em cadelas, não houve diferença 

entre as fases do ciclo estral estudadas.  

Nossa pesquisa conseguiu identificar os receptores i-NOS em todos os 

animais utilizados, porém não houve diferença estatística em nenhuma das 

análises comparativas.  

O papel fisiológico de e-NOS e i-NOS no útero de mulheres foi estudado 

em profundidade por Buhimschi et al. [51], que demonstraram que tanto e-NOS 

quanto i-NOS são reguladas durante a gravidez causando relaxamento do 

miométrio. As constatações destes pesquisadores fornecem evidências 

convincentes de que o ON faz parte do controle da contratilidade uterina. 

A relevância fisiológica e biológica de ON durante a gestação e o 

trabalho de parto vem da constatação de que a inibição da síntese de ON 

prolongou a duração do parto, o intervalo entre cada filhote nascido e diminuiu 

a extensibilidade cervical [28]. 

O resultado do nosso experimento foi exatamente o contrário do 

esperado, ou seja, esperávamos encontrar mais receptores para NOS no grupo 

piometra aberta, pois uma maior quantidade de NOS aumentaria a liberação de 

enzimas colagenoliticas (metaloproteinases e proteases) quebrando assim as 

pontes químicas entre as fibras de colágenos, aumentando a proporção 

colágeno/musculatura lisa causando o relaxamento da cérvix.  Nosso 

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 cérvix se encontra aberta. Não conseguimos 

comprovar que e-NOS e i-NOS tenham uma participação 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 reprodução em 

animais domésticos é especulativo. Nossa busca na literatura revelou que 

existe uma escassez de informação sobre a distribuição e localização de NOS. 

O FAS, além da apoptose, pode desencadear várias vias de sinalização 

não apoptóticas, assim como vias que promovem a ativação das células e 

proliferação celular [34].  

Ao avaliar a imunomarcação e sua intensidade não foi constatada 

diferença estatística entre o grupo piometra aberta e fechada. Quando 

comparamos o grupo piometra com os grupos fase folicular e fase luteal, não 

houve diferença estatística quanto a positividade da marcação, mas ao avaliar 

a intensidade da coloração, o que esta diretamente relacionada a concentração 

dos receptores, a cérvix de cadelas em fase folicular apresentaram uma menor 

concentração de receptores que as cadelas com diagnostico de piometra e em 

fase luteal na somatório das regiões avaliadas. Quando examinamos a região 

luminal, glandular e muscular separadamente, não houve diferença estatística 

entre os grupos piometra, fase folicular e fase luteal. 

O sistema FAS/FASL desempenha um papel importante na regulação  

da homeostase fisiológica do sistema imunitário. Quando comparamos a 

imunorreatividade dos receptores FAS-L, o grupo piometra fechada foi maior 

quanto a positividade dos receptores quando comparada ao grupo piometra 

aberta. Ao dividir as regiões da cérvix em luminal, glandular e muscular não 

houve diferença estatística, assim como não houve diferença entre os grupos 

ao analisar a intensidade da marcação.  Quando a comparação ocorreu entre o 

grupo piometra e os grupos de cadelas em fase folicular e luteal, não houve 

diferenças estatísticas. 

A função de FAS-L é mediada pela metaloproteases, podendo ter 

atividades não apoptóticas, tais como a indução de resposta inflamatória 

[36,37]. Duas hipótese foram levantadas ao estudarmos os receptores de FAS 

e FAS-L. A primeira é que encontraríamos mais receptores no grupo piometra 

fechada por serem mais tóxicas e com processos inflamatórios mais 

exacerbados. Não houve diferença estatística 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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hipótese era de encontrarmos mais receptores FAS e FAS-L no grupo piometra 

aberta pois sua principal ação, que é a apoptose, poderia consumir o colágeno 

recém sintetizado, alterando a relação colágeno/musculatura lisa fazendo o 

relaxamento cervical, o que não pode ser concluído.   

Selam et al. [51] demonstraram que a regulação da expressão de FAS-L 

no endométrio humano é ciclo dependente. A expressão de FAS-L no estroma 

endometrial e nas células glandulares é regulada por estrógeno e 

progesterona. Pelos resultados do nosso experimento, essa hipótese não foi 

confirmada em cadelas. 

Sugere-se que o mecanismo pelo qual as prostaglandinas induzem o 

relaxamento cervical é complexo e não envolve apenas o relaxamento 

muscular, mas também o envolvimento de componentes de matriz extracelular 

segregados por fibroblastos [42]. 

Há poucas informações disponíveis sobre a influência das PGs na 

composição celular do tecido cervical. Se as prostaglandinas endógenas 

desempenham um papel na fisiologia do amadurecimento e dilatação da cérvix, 

é de se esperar que os níveis de prostaglandinas devam estar altos no tecido 

cervical em situações de relaxamento cervical. 

Em nosso estudo os resultados mais expressivos entre os grupos 

piometra aberta e fechada foram dos receptores de PGF2α-R. Estes receptores 

apresentaram-se em maior quantidade na região glandular do grupo piometra 

fechada em relação ao grupo aberta. Além disso, sua intensidade de marcação 

foi maior no grupo piometra fechada tanto na somatória das regiões da cérvix 

quanto na porção glandular. Quando comparamos o grupo piometra com os 

grupos fase folicular e fase luteal, não houve diferença estatística em 

nenhumas das analises realizadas.  

O efeito da ocitocina em relaxamento cervical em vacas é mediada por 

um aumentar local de COX-2 e um subsequente aumento da síntese de 

prostaglandinas [52]. Em nosso estudo não foi notado aumento nos receptores 

de prostaglandinas no grupo piometra de cérvix aberta; o grupo piometra 

fechada foi quem apresentou o maior número de receptores.  

Esse resultado também não era esperado, um maior número de 

receptores de prostaglandina deveria ser encontrado nos animais com a cérvix 

relaxada. As PGs aumentam a quimiotaxia para leucócitos, causam dilatação 
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de pequenos vasos e aumentam a liberação de metaloproteinases e proteases, 

processos esses responsáveis pelo relaxamento cervical. 

A proposta de que a prostaglandina interfere diretamente sobre a ação 

dos leucócitos foi estudada por Volpato et al. [53], neste trabalho, utilizando 

seis cadelas com piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, não foi 

encontrada diferença significativa entre o infiltrado leucocitário observado na 

cérvix de cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucócitos 

como na quantificação de neutrófilos, linfócitos, macrófagos, eosinófilos e 

plasmócitos. De acordo com os resultados a infiltração leucocitária não está 

associada a abertura cervical na piometra canina. 

Ao analisar o muco do colo do útero de mulheres para PGE2 e PGF2α 

durante o período de relaxamento cervical e em períodos normais, não foi 

encontrado diferença na concentração conforme era esperado [54]. Esses 

resultados corroboram com nosso trabalho, ao pesquisar receptores de PGF2α 

em cadelas em diferentes fases do ciclo estral não encontramos diferenças 

significativas entre elas. 

Foi levantada a hipótese de que a prostaglandina sintetizada nos tecidos 

adjacentes podem difundir-se para a cérvix afetando sua estrutura e função. 

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 

regulação da abertura cervical [43]. Essa hipótese explicaria nossos resultados 

de não 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 participação 

dos receptores de PGF2α nas contrações uterinas, indicando a expressão 

funcional de tais receptores no miométrio do útero de cadelas. A PGF2α 

induziu uma resposta contráctil mais forte nas fibras longitudinais do que nas 

fibras circulares do miométrio. No entanto, o mecanismo responsável pela 

diferença na resposta contráctil entre as duas camadas musculares ainda tem 

que ser determinada. 

Apesar da visão generalizada de que prostaglandinas desempenham um 

papel-chave na promoção das contrações uterinas e o amadurecimento do colo 

do útero, o modo pelo qual agem ainda é pouco compreendido [43]. 
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A distribuição de COX em tecidos é complexa, ambas as isoformas, 

COX-1 e COX-2, estão presentes em muitos tecidos normais e em várias 

condições patológicas [47]. O relaxamento cervical no estro é induzido por 

hormônios ovarianos e hipofisários estimulando a produção local de PGE2 por 

meio de uma via biossintética que envolve um número de mediadores incluindo 

COX-2 [11]. 

Ao avaliar as imunomarcações dos receptores COX-2 em nosso estudo, 

não houve diferença estatística quanto a positividade quando comparamos o 

grupo piometra aberta e fechada. Quando pesquisamos sobre a intensidade da 

marcação, notamos que na região glandular a marcação imunoistoquímica é 

mais intensa no grupo piometra fechada em relação ao grupo aberta, não 

havendo diferenças estatísticas quando comparamos os grupos nos estudos 

das regiões luminal e muscular e na somatória das três regiões. Ao comparar o 

grupo piometra aos grupos de cadelas na fase folicular e na fase luteal, não 

observamos diferenças estatísticas na positividade e nem na intensidade, em 

nenhumas das análises comparativas realizadas.   

No estudo de Silva et al. [56] foram estudadas as enzimas COX-1 e 

COX-2 no útero 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 

só estava presente no útero de cadelas com piometra. Em nosso estudo foi 

evidenciada marcação imunoistoquimica de COX-2 em todas as cadelas com o 

diagnóstico de piometra e nas fases folicular e luteal do ciclo estral.  

A expressão dos genes de COX-2 na cérvix de cadelas cíclicas e com 

piometra foi estuda por  Linharattanaruksa et al. [57]. Nas fêmeas cíclicas 

normais durante todas as fases do ciclo estral, assim como nas cadelas com 

piometra, COX-2 foi expresso, no entanto, não foram observada diferenças em 

suas expressões. Concluiu-se que a expressão de COX-2 na cérvix não sofre 

influencia dos hormônios ovarianos. Esse trabalho corrobora com os nossos 

dados não havendo diferenças estatísticas 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 

expressão de COX no útero de ratas no momento do parto. COX é uma fonte 
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importante de prostaglandinas durante o parto e é essencial para a abertura 

cervical. Nossa hipótese compartilha com esses resultados. 

Atualmente muitos estudos estão sendo realizados com receptores no 

útero e cérvix de cadelas normais e com piometra, entretanto, ainda não foi 

possível elucidar por completo o mecanismo de abertura ou fechamento da 

cérvix nessa condição. 

Novos estudos são necessários abordando ainda o mecanismo de 

abertura e fechamento cervical. Avaliações das proporções de colágeno e 

fibras musculares conforme o considerado por Chatdarong et al. [21], além da 

análise da direção dessas fibras, talvez seja uma opção para o estudo da 

abertura cervical, bem como o exame histológico comparativo da cérvix durante 

o trabalho de parto.  

 

6. CONCLUSÃO  

 Levando em consideração os objetivos propostos podemos concluir que 

os receptores e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 estão presentes 

em todos os grupos avaliados (piometra aberta, piometra fechada, cadelas 

saudáveis em fase folicular e em fase luteal), sendo localizados em todas as 

regiões da cérvix (luminal, glandular e muscular). 

 Os receptores i-NOS e FAS comportam-se da mesma maneira em 

cadelas com piometra aberta e fechada, não estando envolvidos no mecanismo 

de abertura cervical nessa doença. 

 Os receptores e-NOS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2 foram encontrados em 

maior quantidade 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, PGF2α-R e COX-2 não se mostraram 

diferentes nos grupos piometra, cadelas saudáveis em fase folicular e em fase 

luteal, sugerindo sua independência hormonal nas cadelas.  

 O receptor e-NOS foi superior nas cadelas com piometra quando 

comparados aos grupos de cadelas saudáveis em fase folicular e em fase 

luteal, podendo estar correlacionado a presença de infiltrado inflamatório. 

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

folicular quando comparado as cadelas com piometra e cadelas saudáveis em 
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fase luteal, podendo estar relacionado a concentração de progesterona e ser 

ciclo dependente. 

Os resultados obtidos mostram a importância do assunto e a dificuldade 

de se demonstrar com clareza as relações endócrinas, parácrinas e 

inflamatórias possivelmente envolvidas no mecanismo de relaxamento cervical. 
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Figura 01: Detecção imunoistoquímica de receptores e-NOS, sendo 

considerados núcleos 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 região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de e-NOS na região glandular e estroma 

da cérvix aumento 400X; “E” receptores de e-NOS na região muscular da 

cérvix aumento 200X; “F” receptores de e-NOS na região muscular da cérvix 

aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de 

Harris. 
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Figura 02: Detecção imunoistoquímica de receptores de i-NOS, sendo 

considerados núcleos 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 região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de i-NOS na região glandular e estroma 

da cérvix aumento 400X; “E” receptores de i-NOS na região muscular da cérvix 

aumento 200X; “F” receptores de i-NOS na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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Figura 03: Detecção imunoistoquímica de receptores FAS, sendo considerados 

núcleos 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 região glandular e estroma da cérvix aumento 200X; “D” receptores 

de FAS na região glandular e estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores 

de FAS na região muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de FAS na 

região muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, contra 

coloração hematoxilina de Harris. 
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Figura 04: Detecção imunoistoquímica de receptores de FAS-L, sendo 

considerados núcleos 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 região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de FAS-L na região glandular e estroma 

da cérvix aumento 400X; “E” receptores de FAS-L na região muscular da cérvix 

aumento 200X, “F” receptores de FAS-L na região muscular da cérvix aumento 

400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de Harris. 
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Figura 05: Detecção imunoistoquímica de receptores PGF2α-R, sendo 

considerados núcleos positivos aqueles corados em marrom e negativos 

aqueles corados em azuis. “A” receptores de PGF2α-R no epitélio luminal da 

cérvix aumento 200X; “B” receptores de PGF2α-R no epitélio luminal da cérvix 

aumento 400X; “C” receptores de PGF2α-R na região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de PGF2α-R na região glandular e 

estroma da cérvix aumento 400X; “E” receptores de PGF2α-R na região 

muscular da cérvix aumento 200X; “F” receptores de PGF2α-R na região 

muscular da cérvix aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração 

hematoxilina de Harris. 
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Figura 06: Detecção imunoistoquímica de receptores COX-2, sendo 

considerados núcleos 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 região glandular e estroma da 

cérvix aumento 200X; “D” receptores de COX-2 na região glandular e estroma 

da cérvix aumento 400X; “E” receptores de COX-2 na região muscular da 

cérvix aumento 200X; “F” receptores de COX-2 na região muscular da cérvix 

aumento 400X. Imunoistoquímica, DAB, contra coloração hematoxilina de 

Harris. 
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Figura 7: Fluxograma com a hipótese da interferência dos receptores 

estudados (e-NOS, i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-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: Comparação da positividade (presença) entre os grupos piometra 

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

folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, i-

NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2). Botucatu, 2015. 

 

Positividade e-NOS i-NOS FAS FAS-L PGF2α-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: Comparação da intensidade (concentração) entre os grupos 

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

fase folicular (FF) e fase luteal (FL) de todos os receptores estudados (e-NOS, 

i-NOS, FAS, FAS-L, PGF2α-R e COX-2). Botucatu, 2015. 

 

Intensidade e-NOS i-NOS FAS FAS-L PGF2α-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 população de cadelas com risco de desenvolver 

um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem de cadelas 

sadias é normalmente submetida à ovariosalpingohisterectomia eletiva. A 

patogênese da piometra canina não é completamente esclarecida e pode se 

apresentar de forma aberta ou fechada, caracterizada pela presença ou 

ausência de secreção vaginal, respectivamente. O relaxamento cervical é um 

fator importante para o diagnostico, para o estabelecimento de um prognóstico 

e para a escolha de um tratamento eficiente. O relaxamento cervical, 

independente do ciclo estral, poderia também facilitar a realização de exames 

citológicos e histopatológicos do endométrio para diagnóstico de processos 

inflamatórios e neoplásicos. Inúmeros fatores devem ser considerados quando 

se estuda os mecanismos de abertura e fechamento cervical, tais como: a 

concentração sérica de estrógeno e progesterona, os receptores hormonais no 

útero, a porcentagem de colágeno na cérvix, infiltrado inflamatório, 

prostaglandinas, interleucinas e óxidos nítricos. O objetivo desta revisão 

bibliográfica é elucidar possíveis 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. INTRODUÇÃO 

A cadela é uma espécie monoéstrica anual, não estacional, sendo que 

as ovulações ocorrem uma ou duas vezes ao ano com intervalos de cinco a 

doze meses (1). Nos últimos anos o conhecimento a respeito da fisiologia 

reprodutiva dos cães aumentou muito, mas doenças importantes e frequentes 

na clínica reprodutiva, como a piometra, ainda não são completamente 

elucidadas, existindo inclusive controversas entre os autores quanto a sua 

etiologia (2). 

No Brasil existe uma grande população de cadelas com risco de 

desenvolver um quadro de piometra, pois apenas uma pequena porcentagem 

de cadelas sadias são normalmente submetidas à ovariosalpingohisterectomia 

(OSH) eletiva. Em nosso país a maioria das castrações é realizada como 

consequência de alterações clínicas. A situação é diferente em outros países 

onde a prática da castração é realizada em mais de 85% das cadelas (3). 

A patogênese da piometra canina não é completamente esclarecida, a 

despeito de décadas de estudo sobre a etiologia desta doença. O conceito de 

Síndrome Hiperplasia Endometrial Cística/Piometra introduzido por Dow (4-5), 

sugere que mudanças hormonais são responsáveis por um quadro de 

hiperplasia endometrial cística (HEC) que tornam o útero mais susceptível a 

infecção bacteriana secundária. Dow (5) e Sandholm et al. (6) propuseram que 

a endometrite subaguda é seguida pela HEC, a qual predispõe a piometra. 

Doenças uterinas ligadas com o ciclo estral são importantes causas de 

infertilidade em carnívoros. Alterações hormonais resultantes de uma fase 

proliferativa longa, folículos ovarianos persistentes ou cistos ovarianos e 
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infecções bacterianas apresentam uma influencia importante no útero 

provocando sua degeneração (7). 

A piometra pode se apresentar de forma aberta ou fechada, 

caracterizada pela presença ou ausência de secreção vaginal, 

respectivamente. A cérvix é considerada uma barreira física importante 

prevenindo a infecção ascendente pela secreção de muco e constricção. Na 

mulher, a dilatação cervical durante o parto correlaciona-se com a extensão do 

infiltrado de neutrófilos, entretanto, os mecanismos de dilatação cervical nas 

cadelas não são totalmente esclarecidos (8). 

A abertura ou fechamento da cérvix nas cadelas são ciclo dependente. 

Sob a influência estrogênica a cérvix se abre permitindo a entrada de bactérias 

da microbiota normal da vagina para o interior do lúmen uterino. Os produtos 

da secreção das glândulas, inicialmente estéreis, contêm nutrientes e pH 

favoráveis ao crescimento bacteriano e, com a diminuição da resposta 

inflamatória, a piometra pode se instalar (9, 10). Trabalhos envolvendo 

investigação sobre a indução de piometra canina demonstraram que entre os 

dias onze e trinta, após o pico de LH, o útero torna-se mais susceptível a 

infecção (11).  

Algumas cadelas com piometra aberta podem apresentar um 

fechamento da cérvix durante o curso da doença, assim como cadelas com 

piometra fechada podem apresentar abertura cervical. Esse mecanismo de 

abertura e fechamento cervical pode ser devido a interações hormonais, ou 

pode ser apenas um fator mecânico pela pressão exercida pelo próprio 

acúmulo de secreção no interior do útero. De qualquer forma, o mecanismo de 

relaxamento cervical necessita de maiores estudos. 

A taxa de mortalidade da piometra é de 3 a 4 % em países 

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 são menos tóxicas e mais fáceis de 

serem tratadas se os mecanismos de relaxamento cervical fossem melhor 

esclarecidos poderíamos, no mínimo, estimular a abertura cervical e induzir a 

eliminação do conteúdo uterino. Esta revisão 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 duração 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 os 6 e 14 meses de idade, variando de acordo com a raça e 

porte do animal (13). O ciclo estral das cadelas é conhecido como um dos mais 

primitivos de todos os mamíferos (7). 

Dentre os hormônios relevantes no ciclo estral das cadelas o hormônio 

folículo estimulante (FSH), o hormônio luteinizante (LH), estrógeno e 

progesterona são os mais importantes. Sob a influência do FSH, os folículos 

ovarianos se desenvolvem e as células foliculares produzem estrógenos, que 

estimulam a proliferação das células epiteliais da mucosa vaginal, aumentam a 

espessura da camada endometrial, promovem abertura da cérvix, aumentam o 

fluxo sanguíneo e a resposta inflamatória celular. As respostas ou efeitos 

provocados pelos estrógenos e progesterona no útero têm efeito cumulativo a 

cada ciclo estral (9, 10).  

A piometra tem sido associada a repetidas respostas ao estrógeno 

durante o estro, seguida por longos intervalos de dominância da progesterona 

levando a modificações no endométrio (11, 14). A estimulação progestacional 

resulta em proliferação do endométrio, secreção das glândulas uterinas e 

diminuição das contrações do miométrio. A inibição leucocitária no útero 

sensibilizado pela progesterona facilita a infecção bacteriana. O endométrio, 

sob o estímulo da progesterona, se hipertrofia devido a um aumento no número 

e no tamanho de suas glândulas, que aumentam suas atividades secretoras e 

um fluido estéril pode se acumular no lúmen do útero. Essas respostas aos 

efeitos hormonais podem ser mais exacerbadas com o uso de progestágenos 

exógenos (14-16). 

 

3. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ABERTURA CERVICAL  
A cérvix apresenta poucas fibras musculares lisas e grande quantidade 

de tecido conjuntivo. A mucosa cervical é constituída por um epitélio prismático 

simples de células produtoras de muco e uma lâmina própria onde se 

encontram as glândulas cervicais. Na fase secretória do ciclo estral, os 

elevados níveis de progesterona influenciam essas glândulas a produzirem um 
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muco viscoso, que impede a passagem de microorganismos e de 

espermatozóides para o interior da cavidade uterina (17). 

As propriedades mecânicas da cérvix são derivadas da concentração de 

colágeno, o músculo liso constitui apenas 15% da massa do órgão. Feixes de 

colágenos proporcionam uma rigidez que pode ser alterada rapidamente por 

ação das colagenases. A fonte de colagenase e seu controle são temas atuais 

de pesquisas e debates. Os colágenos da cérvix são principalmente dos tipos I, 

III e IV, tornando a cérvix uma estrutura bastante rígida sendo a colagenase a 

enzima necessária para o relaxamento do orgão (18). 

Os tratamentos clínicos da piometra envolvem medicamentos que 

estimulam a contração uterina, além disso, o relaxamento cervical é um fator 

importante para o diagnostico, para o estabelecimento de um prognóstico e 

escolha de um tratamento eficiente, pois a parede uterina muitas vezes está 

friável e pode se romper contaminando a cavidade abdominal (19). 

Os mecanismos envolvidos na abertura e fechamento da cérvix não são 

completamente elucidados e inúmeros fatores devem ser considerados. 

 
3.1. DOSAGEM SÉRICA DE ESTRÓGENO E PROGESTERONA 

O estrógeno induz a proliferação das glândulas endometriais e a 

progesterona induz a ramificação dessas glândulas, sendo também 

responsável pelo inicio da secreção glandular para o lúmem uterino (20). 

Ainda é desconhecido o processo pelo qual podemos diferenciar a 

formação de piometra aberta ou fechada. Algumas hipóteses já foram 

levantadas, sendo a de Weiss et al. (1) bastante expressiva. Ao analisar a 

concentração hormonal de cadelas com diagnóstico de piometra, o estradiol 

não apresentou diferença significativa: piometra aberta, 43 ± 6,5 pg/mL; 

fechada, 56,3 ± 11,9 pg/mL. Quanto à análise da progesterona, os resultados 

apresentaram diferenças 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) não foi observada diferença 

significativa entre as concentrações de progesterona quando foram 

comparados os grupos de piometra aberta (25 animais) e fechada (06 animais). 

Nesse trabalho foram observadas variações individuais de 0,54 ng/mL a 35,43 

ng/mL. Segundo o autor essa variação é devida a fase do ciclo estral no qual 
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foi realizado o diagnóstico de piometra. Resultado semelhante foi encontrado 

no estudo realizado por Tamada et al. (19) onde não foi constatado correlação 

entre a dilatação da cérvix em cadelas com piometra e o número de folículos 

do ovário. 

 

3.2. RECEPTORES DE ESTRÓGENOS E DE PROGESTERONA  
Investigações têm explorado a possibilidade da piometra canina ser 

induzida por uma resposta exagerada do útero a níveis normais de hormônios 

(22). A expressão de receptores parece ser diferente no útero comprometido 

com HEC e piometra quando comparado com o de cadelas sadias (20, 22). 

Estudos sobre receptores hormonais em útero de cadelas já foram 

realizados. Segundo Kunkitti et al. (23), os receptores de estrógeno e 

progesterona controlam a abertura e fechamento cervical durante o ciclo estral, 

porém, o mecanismo envolvido, as mudanças e associações bioquímicas que 

ocorrem nesse processo não são totalmente esclarecidos. 

No estudo realizado por De Bosschere et al. (24) avaliou-se, por ensaio 

imunoistoquímico, a expressão de receptores estrogênicos (RE) e receptores 

de progesterona (RP) no útero de cadelas normais, com piometra e com HEC. 

As contagens de RE e RP foram mais elevadas nos animais com HEC, quando 

comparadas com útero de cadelas normais ou portadoras de piometra e a 

menor expressão desses receptores foi verificada em cadelas com piometra. 

As diferenças na expressão de receptores de estrógeno e progesterona 

sugerem fatores distintos na patogênese da HEC e da piometra. Assim, pode-

se deduzir que a piometra é desencadeada por uma cascata de fenômenos 

iniciada apenas pela infecção bacteriana e não pela HEC. 

Em consequência da expressão aumentada do RE em cadelas com 

HEC, o endométrio permanece receptivo ao estrógeno, mesmo com níveis 

circulante baixos. Isto pode esclarecer a contínua proliferação das glândulas 

endometriais durante o estágio de forte influência progesterônica. A ação 

prolongada simultânea do estrógeno e da progesterona poderia explicar as 

mudanças na proliferação cística que são características da piometra (20). 

Volpato et al. (25), utilizando a técnica de imunoistoquímica, 

pesquisaram receptores de estrógeno α e β no útero e cérvix de cadelas com 

piometra aberta e fechada. Nesse estudo foi realizada a identificação e 
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quantificação desses receptores tanto nas regiões glandular e do estroma do 

uterino como nas regiões epitelial, glandular e do estroma da cérvix. Não foi 

verificada diferença estatística entre os grupos piometra aberta e piometra 

fechada em relação à expressão dos receptores α e β e dos locais avaliados. 

Comparando a imunorreatividade dos REα entre as diferentes regiões 

do útero, Volpato et al. (25) observaram que o epitélio glandular foi corado com 

uma intensidade mais forte do que o estroma, determinando uma concentração 

maior de REα nessa região. Também na cérvix, o epitélio glandular foi corado 

mais intensamente quando comparado com o estroma e o epitélio luminal. 

Levando em consideração que a concentração de receptores é diretamente 

proporcional a intensidade da marcação, a região com o maior número de REα 

no útero e cérvix é o epitélio glandular. Esses resultados são contrários aos 

observados por Dhaliwal et al. (26) que encontraram um escore muito baixo de 

RE e RP no epitélio glandular do útero. 

O número de núcleos positivos para receptores de estrógeno e 

progesterona não diferiram entre as cadelas com piometra aberta e piometra 

fechada (23, 25), entretanto, Volpato et al. (25) identificaram diferenças na 

marcação dos RPs. Houve uma maior concentração de receptores de 

progesterona na cérvix 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 número de RPs no estroma quando comparado as 

outras regiões da cérvix. 

Receptores de P4 são menos expressos em cadelas com HEC/piometra, 

quando comparadas às fêmeas sadias, durante todo o diestro. Escores 

imunoistoquímicos de RPs nas várias camadas do útero com HEC/piometra 

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

 

3.3. COLÁGENOS I E III 
O relaxamento da cérvix é regulado pela musculatura lisa, tecido fibroso 

e elastina. A remodelação da matriz extracelular tem um papel importante na 

dilatação cervical pela degradação do colágeno. Em trabalho realizado por 

Chatdarong et al. (27), foi postulado que o útero de cadelas cíclicas tem uma 

maior proporção de colágeno comparado com musculatura lisa, provavelmente 

associada ao aumento do estradiol durante o estro. Isso gera uma diminuição 
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da resistência à tração, causando o relaxamento da cérvix. Resultado 

semelhante é observado nas cadelas com piometra de cérvix aberta, sugerindo 

que a abertura da cérvix é associada a um aumento na proporção de 

colágenos frente a fibras musculares. 

Dezenove tipos de colágenos já foram identificados e a cérvix inclui 

principalmente os tipos de colágenos I e III. Na cérvix aberta não se observam 

fibras elásticas no endométrio e as fibras de colágeno se encontram numa 

densidade menor quando comparadas a cérvix fechada, onde as fibras de 

colágeno se encontram mais densas e ordenadas. A medida que a dilatação 

cervical aumenta, as fibras de colágeno se tornavam mais finas e os espaços 

entre as fibras se tornam maiores (19). 

Volpato et al. (25), utilizando a técnica de imunoistoquímica, 

identificaram receptores para colágeno I e III nas regiões glandular e muscular, 

tanto do útero quanto da cérvix de cadelas com piometra aberta e fechada. Os 

resultados não identificaram diferenças significativas entre as duas condições 

avaliadas e nem entre as regiões investigadas. Um aumento nas 

concentrações de colágeno não foi identificado na piometra fechada conforme 

sugerido por Tamada et al. (19). 

 
3.4. AGENTES ETIOLÓGICOS E INFILTRADO INFLAMATÓRIO 

 A interação da progesterona e do estrógeno é importante no 

desenvolvimento da piometra, mas a progressão e severidade dessa 

enfermidade são complicadas com a migração secundária de bactérias por via 

ascendente (5).  

A bactéria com maior incidencia no útero de cadelas com piometra é a 

Escherichia coli, isolada de 57% a 96% das amostras de úteros. 

Ocasionalmente, outras bactérias como Staphilococcus schleiferi, 

Staphilococcus epidermidis, Streptococcus sp, Streptococcus canis, Klebsiella 

pneumoniae, Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa são isoladas do 

útero de animais infectados (1, 12, 28). A origem destes microorganismos é o 

próprio intestino e trato urinário (1, 29, 30). 

A infecção da cérvix e útero 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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presença de infecções permitindo, portanto, a atuação da prostaglandina na 

cérvix (1, 18). 

O relaxamento cervical nas cadelas é normalmente associado com a 

fase de proestro e estro. A contaminação bacteriana do útero ocorre durante 

essas fases do ciclo estral, não havendo, portanto, diferença entre a piometra 

aberta e fechada em relação ao momento da contaminação bacteriana. Volpato 

(21) não encontrou diferença no agente bacteriano isolado nas cadelas com 

piometra aberta e fechada.  

A dilatação da cérvix em fêmeas normais e com doenças uterinas 

podem ser controladas por mecanismos diferentes. Expressões dos receptores 

são influenciadas pelo estágio do ciclo estral em cadelas normais, enquanto a 

infiltração de neutrófilos no tecido cervical também está envolvida na dilatação 

cervical e pode ocorrer em cadelas com piometra, independente da fase do 

ciclo estral (23). 

Remodelações estruturais da cérvix durante o parto resultam na rápida 

abertura cervical. Esse processo é caracterizado por uma infiltração de 

neutrófilos e macrófagos. Os leucócitos parecem participar da reorganização 

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 está associado com um influxo de leucócitos, 

incluindo os neutrófilos, que têm um elevado potencial para a liberação de 

colagenase. O colágeno proporciona a rigidez da cérvix e há uma probabilidade 

de que granulócitos estejam envolvidos no processo de amadurecimento 

fisiológico normal da cérvix. Os neutrófilos são importantes fontes de 

colagenases específicas que estão contidas dentro do subconjunto de grânulos 

do citoplasma. O óxido nítrico, outra substância vasoativa, também está 

envolvido nos efeitos diretos sobre os neutrófilos, mas seus mecanismos ainda 

não estão esclarecidos (18). 

A invasão de células inflamatórias tem sido sugerida como uma possível 

causa de degradação de colágenos e relaxamento cervical. Em mulheres, o 

grau de dilatação cervical está diretamente relacionado com a extensão do 

infiltrado neutrofílico que pode, posteriormente, produzir enzimas 

colagenolíticas, como proteases e metaloproteinases. O aumento dessas 

enzimas pode degradar o colágeno recém-sintetizado e assim, diminuir a 
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proporção colágeno/musculatura lisa na cérvix interferindo no grau de 

relaxamento cervical em cadelas com doenças uterinas (23). 

No trabalho realizado por Volpato et al. (31) utilizando seis cadelas com 

piometra aberta e seis cadelas com piometra fechada, não foi encontrada 

diferença significativa entre o infiltrado leucocitário observado na cérvix de 

cadelas com piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucócitos como na 

quantificação de neutrófilos, linfócitos, macrófagos, eosinófilos e plasmócitos. 

Não foi encontrado mastócito. De acordo com os resultados a infiltração 

leucocitária não está associada a abertura cervical na piometra canina. 

 

3.5. PROSTAGLANDINAS  
O mecanismo de dilatação da cérvix inclui uma série de interações que 

ocorrem através de reações químicas estimuladas por diferentes hormônios. A 

enzima ciclo-oxigenase-2 está envolvida com o aumento local de 

prostaglandina E2 (PGE2); esse aumento conduz a diversas alterações 

associadas ao amadurecimento cervical, como a dilatação dos pequenos 

vasos, aumento da degradação do colágeno, aumento do ácido hialurônico, 

aumento da quimiotaxia dos leucócitos e aumento do estímulo e  liberação da 

interleucina-8 (IL-8) (32). 

A deposição de PGE2 na vagina ou cérvix da mulher, ovelha, égua e 

vaca origina um relaxamento e dilatação cervical in vivo, independentemente 

do estado fisiológico e das concentrações de progesterona. Na mulher, a 

aplicação de prostaglandinas na cérvix, antes do parto induz a dilatação 

cervical (33, 34) 

Algumas prostaglandinas diminuem a atividade contrátil da musculatura 

cervical, sendo a PGE2 aquela que apresenta uma atividade inibidora mais 

potente mesmo em doses baixas. As prostaglandinas facilitam a dilatação 

cervical ao induzirem a liberação de colagenases que promovem a quebra do 

colágeno e, como consequência, o relaxamento cervical. O misoprostol, um 

análogo sintético da PGE1, tem se mostrado altamente eficiente na indução da 

abertura cervical e no estímulo da atividade contrátil do miométrio (18, 33, 34). 

O mecanismo de ação das prostaglandinas ainda não é completamente 

elucidado. É sabido que as prostaglandinas estão envolvidas no 

amadurecimento cervical fisiológico, sendo os fibroblastos cervicais iniciadores 
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do processo controlando a permeabilidade e dilatação dos pequenos vasos 

sanguíneos. As prostaglandinas podem também apresentar um efeito direto na 

estimulação da matriz metaloproteinase. O efeito vasoativo da PGE2 facilita a 

penetração de leucócitos na cérvix e os neutrófilos abundantes na circulação 

periférica são uma fonte importante de colagenase para o amadurecimento 

cervical final (18). 

 

3.6. INTERLEUCINA  
A etiopatologia da piometra vem sendo estudada há décadas e pouco se 

sabe sobre a ocorrência das células do sistema imunitário no útero canino. 

Sem dúvida, a imunidade uterina local, ou a falta dela, tem uma importância no 

desenvolvimento da piometra (35). 

Na piometra temos o recrutamento de leucócitos, citocinas e quimiocinas 

que desempenham um papel crucial na regulação da inflamação e da 

circulação de células do sistema imunológico. Como esperado, citocinas pró- 

inflamatórias precoces (IL-1B e TNF-a) foram encontradas em alta quantidade 

nos úteros afetados. Em contraste, a expressão da citocina anti-inflamatória IL-

10 permaneceram inalterados quando comparadas a úteros normais. (35) 

A presença e migração de células inflamatórias podem causar o 

aumento das atividades do óxido nítrico sintetase, juntamente com outros 

agentes inflamatórios 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 remodelação do tecido 

inflamatório e quebra de pontes químicas entre as fibras de colágeno (32). 

O início do amadurecimento cervical nas mulheres pode envolver 

agentes quimiotáticos neutrofílicos, tais como a IL-8, que tem sido utilizada 

para o amadurecimento de cérvix em cobaia. A estimulação da IL-8 pode 

ocorrer nos fibroblastos ou em monócitos, em sinergismo com a prostaglandina 

E2 (18, 32). 

A IL-8 tem um efeito seletivo na estimulação da liberação de 

metatoproteinases e grânulos que contêm a colagenase. O neutrófilo é uma 

fonte quase ilimitada de colagenase que pode ser carreada para os tecidos por 

agentes quimiotáticos. A IL-8 de indução e de ativação dos neutrófilos causa o 
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relaxamento cervical em mulheres da mesma maneira que a IL-8 exógena 

induz a maturação em cobaias (18). 

Estudos recentes indicam que a expressão local de IL-8 na cérvix está 

associado ao relaxamento e a infiltração de neutrófilos. Tamada et al. (19) 

relataram que a expressão de IL-8 foi positivamente associada com a 

permeabilidade e o número de neutrófilos na cérvix, o que sugere que as 

interleucinas podem concentrar neutrófilos na região e influenciar a 

permeabilidade. 

A interleucina 17, originalmente identificado como linfócito T citotóxico, 

foi descrita pela primeira vez em 1993 em ratos e humanos. Dois anos depois, 

esta proteína foi descrita como uma nova citoquina e chamada interleucina 17. 

Essa interleucina já foi encontrada em doenças de vias aéreas, 

gastrointestinais, articulações, de glândulas mamárias e útero de cadelas com 

piometra (35, 36). IL-17 está envolvida na resposta imune inata de muitos 

patógenos, incluindo E. coli e desempenha um papel na regulação da 

inflamação no trato reprodutivo (35, 37) 

Todos esses resultados mostram que as interleucinas são importantes 

em doenças inflamatórias, mas ainda há poucos resultados sobre seu papel na 

piometra canina sendo um importante campo de estudo para futuro. 

 

3.7. ÓXIDO NÍTRICO  
O óxido nítrico (ON) é um radical livre altamente reativo, que 

desempenha importantes funções em diversos sistemas fisiológicos. Ao longo 

da última década, diversas linhas de pesquisa convergiram para demonstrar 

que o ON é um modulador de processos fisiológicos e patológicos em 

mamíferos (38).  

O ON atua como vasodilatador sendo sintetizada no processo de 

conversão de L-arginina em l-citrulina pela ON sintetase (NOS). Existem três 

isoformas: endotelial (e-NOS), neuronal (n-NOS) e induzível (i-NOS). Dessas, 

as duas primeiras isoformas são dependentes de cálcio, enquanto iNOS é 

induzida por citocinas, fatores de crescimento e reação inflamatória (39, 40).  

O ON parece desempenhar um papel importante no processo de 

relaxamento cervical, visto que seu aumento leva a uma elevação na atividade 

de metaloproteinase, apoptose celular e síntese de glicosaminoglicano. Todas 
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estas modificações estão associadas com o processo de amadurecimento 

cervical (32). 

Diversos agentes podem ser utilizados na tentativa de relaxar a cérvix. 

Farmacologicamente, são quimiocinas como a interleucina, análogos da 

prostaglandinas e ON. A NOS é encontrada na cérvix de ratos, cobaias e 

suínos e tem sua concentração elevada durante o parto. As mudanças 

observadas na cérvix de suínos após administração de nitroprussiato de sódio 

assemelham-se àquelas após maturação fisiológica normal ao nascimento, 

com influxo de monócitos e granulócitos (18). 

Pesquisas recentes estão investigando a ação do sistema óxido nítrico 

sintetase/óxido nítrico. Esse sistema parece estar associado a regulação do 

miométrio e da cérvix durante a gestação e o parto das mulheres. Estudos com 

ratos demonstraram que a atividade do óxido nítrico sintetase/óxido nítrico está 

associada com a latência uterina. Previamente ao amadurecimento cervical, a 

atividade é baixa e, em seguida, aumenta no momento do trabalho de parto, 

sendo associada com o relaxamento da cérvix. O sistema óxido nítrico 

sintetase/óxido nítrico é a via final na indução de mudanças químicas 

associadas com maturação cervical (32). 

 
4. CONCLUSÃO  

A piometra é uma doença frequente nas cadelas e a despeito de 

décadas de pesquisa ainda são necessários 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. Há um consenso de que as lesões são resultados de uma 

interação hormonal e participação bacteriana, mas apesar dos vários estudos 

sobre o tema, clinicamente, a síndrome piometra ainda representa um desafio 

para a maioria dos profissionais. A abertura cervical mediada por fármacos 

poderia facilitar o tratamento de animais portadores de piometra fechada 

tornando o acesso ao útero mais seguro. A eliminação da secreção uterina por 

meio de drogas ecbólicas e antibioticoterapia poderia ser o tratamento de 

escolha naqueles animais com finalidade reprodutiva. O relaxamento cervical, 

independente do ciclo estral, poderia também facilitar a realização de exames 

citológicos e histopatológicos do endométrio para diagnóstico de processos 
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inflamatórios e neoplásicos. Portanto o entendimento de mecanismos de 

abertura cervical poderia auxiliar na clínica reprodutiva. 

Após revisão sobre o tema, fatores como os agentes etiológicos 

causadores da infecção uterina, o infiltrado inflamatório, a concentração sérica 

de progesterona e estrógeno e os receptores de estrógenos não parecem estar 

envolvidos nos mecanismos de abertura e fechamento cervical. Em contra 

partida, os receptores de progesterona e os fatores envolvidos na degradação 

e remodelamento dos colágenos como prostaglandinas, interleucinas e óxido 

nítrico parecem interferir na abertura cervical. 
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