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Imunoistoquimica de Utero e cérvice de cadelas com diagnostico de piometra
[Immunohistochemical of the cervix and uterus of bitches diagnosed with pyometra]
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RESUMO

Analisou-se a piometra de 31 cadelas, de racas e idades variadas, sendo 25 cadelas com piometra de
cérvice aberta e seis de cérvice fechada. Ap6s ovariossalpingo-histerectomia, foram coletados fragmentos
da cérvice e do utero para a avaliagdo imunoistoquimica. Foram analisados os receptores de estrogenos o
e B, progesterona e colagenos | e I1l. Foram realizadas imunomarcagdes em diferentes regides da cérvice,
como o epitélio glandular, o epitélio luminal e o estroma glandular, assim como em diferentes regides do
Utero, como o epitélio glandular e o estroma glandular. As imunomarcagdes de colagenos | e 11l foram
realizadas nas regides glandular e muscular da cérvice e do Utero. Concentragdes de receptores de
progesterona foram maiores em cadelas com piometra fechada.
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ABSTRACT

The pyometra in 31 bitches of different breeds and ages, 25 with pyometra cervix open and 6 closed
cervix was analyzed. After the ovariohysterectomy procedure, samples were collected from the cervix and
uterus to evaluate immunohistochemistry. For immunohistochemical evaluation estrogen receptors « and
£, progesterone and collagen | and 11l were analyzed. Immunostainings were performed in different
regions of the cervix such as glandular epithelium, luminal epithelium and glandular stroma, as well as
in different regions of the uterus, such as glandular epithelium and glandular stroma. The
immunostainings for collagen | and 111 were performed in muscular and glandular regions of the cervix
and uterus. The concentration the progesterone receptors were elevated in bitches from the closed
pyometra.
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INTRODUCAO

A piometra é caracterizada pela inflamacdo do
Utero com actumulo de exsudato, a qual ocorre na
fase latea do ciclo estral (Coggan et al.,
2004; Smith, 2006). No diestro ocorre uma
hipertrofia/hiperplasia do endométrio, estimulada
pela progesterona e, subsequentemente, uma
invasdo bacteriana (Weiss et al., 2004). Trata-se
de uma das enfermidades mais comuns do trato
genital das fémeas caninas (Pretzer, 2008;
Goericke-Pesch et al., 2010). Segundo Hagman
et al. (2011), os fatores de risco podem variar
entre as racas, e a gestacdo é considerada um
fator protetor.
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A patogénese da piometra canina ndo ¢é
completamente esclarecida, mesmo apds décadas
de estudo. O conceito de Sindrome Hiperplasica
Endometrial Cistica /Piometra, introduzido por
Dow (1957; 1958), sugere que mudancas
hormonais provocam a hiperplasia endometrial
cistica (HEC) e torna o Gtero mais susceptivel a
infeccdo secundéria. Mais recentemente, De
Bossechere et al. (2001) sugeriram que, devido
as diferencas clinicas e histopatologicas, a
HEC e a piometra devem ser classificadas
separadamente. E comum a piometra ser definida
como um complexo endometrite/HEC/piometra
(Arora et al., 2006).
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Ha um consenso de que as lesdes observadas na
piometra sdo resultado de uma interagdo
hormonal e participacdo bacteriana. Apesar dos
varios estudos sobre o tema, clinicamente a
sindrome piometra ainda representa um desafio
para a maioria dos profissionais, sendo dificil
estabelecer um prognéstico preciso (de Cock et
al., 1997; Ferreira e Lopes, 2000; Weiss et al.,
2004; Martins, 2007).

A piometra pode ser de forma aberta ou fechada,
caracterizada pela presenca ou auséncia de
corrimento vaginal, respectivamente. A cérvice é
considerada uma barreira fisica prevenindo a
infecco ascendente pela secrecdo de muco e
constriccdo; a abertura ou o fechamento da
cérvice sdo ciclo dependentes, e 0S mecanismos
de dilatacdo cervical nas cadelas ndo sdo
totalmente esclarecidos (Chatdarong et al.,
2008).

A piometra tem sido associada a repetidas e
prolongadas respostas ao estrdgeno durante o
estro, seguida por longos intervalos de
dominancia da progesterona (Smith, 2006;
Pretzer, 2008). O endométrio sob o estimulo da
progesterona se hipertrofia devido a um aumento
no nimero e no tamanho de suas glandulas, que
aumentam suas atividades secretoras, e um fluido
estéril pode se acumular no limen do Utero.
Essas respostas as a¢bes hormonais podem ser
mais exacerbadas com o0 uso de progestageno
exogeno (de Bosschere et al., 2001; Ragni, 2005;
Pretzer, 2008).

Sob a influéncia estrogénica, a cérvice se abre, 0
que permite a entrada de bactérias (Oliveira,
2007; Oliveira et al., 2008). A paténcia da
cérvice é regulada pela musculatura lisa, pelo
tecido fibroso e pela elastina. A remodelacdo da
matriz extracelular tem um papel importante na
dilatagdo cervical pela degradacdo do colégeno.
Em trabalho realizado por Chatdarong et al.
(2010), foi postulado que o utero de cadelas
ciclicas tem maior proporcdo de colageno
comparado a propor¢cdo de musculatura lisa,
levando a diminuigdo da resisténcia a tracdo e
causando, assim, o relaxamento da cérvice.
Resultado semelhante foi observado nas cadelas
com piometra de cérvice aberta, sugerindo que a
abertura é associada a um aumento na proporgao
de colagenos frente a fibras musculares
(Chatdarong et al., 2010).
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Anticorpos monoclonais para receptores de
estrogenos humanos foram utilizados para
detectar a presenga de receptores de estrogeno no
Utero de cadelas normais e com HEC. Como
resultado, obteve-se uma diferenga importante,
um maior nimero de receptores em cadelas com
HEC, ja que os estrogenos sdo 0S responsaveis
pela proliferacdo das glandulas do endométrio
uterino (de Bosschere et al., 2002a; de Bosschere
et al., 2003, Ververidis et al., 2004).

De Bosschere et al. (2002b) avaliaram, por
ensaio imunoistoquimico, a expressao de
receptores de estrogeno (REs) e receptores de
progesterona (RP4) no Utero de cadelas normais,
com piometra e com HEC. As contagens de RE e
RP4 foram mais elevadas nos animais com HEC,
sendo que a menor contagem foi verificada em
cadelas com piometra. As diferencas na
expressdo de receptores sugerem fatores distintos
na patogénese de ambas as entidades. Assim,
pode-se pensar que a piometra é desencadeada
por uma cascata de eventos iniciada pela
infecgdo bacteriana.

Em consequéncia da expressao
significativamente aumentada do RE em cadelas
com HEC, o endométrio permanece receptivo ao
horm6nio mesmo com niveis baixos de estrégeno
circulante. Isto pode esclarecer a continua
proliferacdo das glandulas endometriais durante
0 estagio de forte influéncia da progesterona. A
acdo prolongada simultanea do estrégeno e da
progesterona poderia explicar as mudangas na
proliferacdo cistica que sdo caracteristicas da
piometra (de Cock et al., 1997).

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa atendeu aos requisitos
impostos pela Comissdo de Etica no uso de
animais, de acordo com o0s principios éticos
na experimentacdo animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP,
campus Botucatu, protocolo numero 26/2009 —
CEEA.

Foram utilizadas 31 cadelas com diagnéstico de
piometra atendidas na &rea de reproducdo de
pequenos animais. Do total de cadelas, 25
apresentavam  secre¢do vaginal  purulenta,
mucopurulenta ou sanguinolenta, e seis piometra
de cérvice fechada. Apds o procedimento de
ovariossalpingo-histerectomia (OSH), foram
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coletados fragmentos da cérvice e do Utero para a
avaliagdo imunoistoquimica.

Os fragmentos uterinos e cervicais foram fixados
em formol tamponado 10% durante 24 horas e,
depois, mantidos em alcool 70% até o momento
de inclusdo em parafina. Ap6s a inclusdo, cortes
de 3um foram obtidos, montados em [&minas e
corados inicialmente em HE para avaliar a
qualidade do material. Posteriormente novos
cortes de 3um foram realizados e colocados em
laminas com extremidade fosca, previamente
tratadas com Poly-L-lysina (Poly-L-lisine® -
Sigma Chemical Co., USA).

Para a desparafinizacdo do material emblocado,
as laminas foram mantidas em estufa a 55°C por
24 horas, ap6s o que foram colocadas em cuba de
vidro com xilol & temperatura ambiente por 30
minutos e, a seguir, em nova solucédo de xilol por
20 minutos. As laminas foram transferidas para a
hidratacdo em banhos de &lcool, permanecendo
por trés minutos em cada cuba (alcool absoluto I,
Il, 111, alcool 95% e 85%). Posteriormente, as
laminas foram submetidas a 10 passagens de
agua destilada. A partir desta etapa, o tratamento
se difere para cada antigeno pesquisado.

Para a deteccdo de REo, realizou-se a
recuperacdo antigénica em solugdo de citrato de
sodio 10mM (1000mL de agua destilada e 2,19
de &cido citrico mono-hidratado, com pH
corrigido para 6,0 com &cido cloridrico) com
incubacdo em panela de pressdo tipo pascal
(Dako, USA). A etapa seguinte foi o bloqueio da
peroxidase enddgena em solucdo de agua
oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em
agua destilada, bloqueio com leite em pé
Molico® 3g/100mL por 60 minutos, seguidas de
10 passagens em agua destilada e lavagens em
solucdo tampéo Tris—pH 7,4 (Trizma Base®-
Sigma Chemical Co, USA). Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo
de 1:50 (anticorpo Monoclonal Mouse Anti-
Human Estrogen Receptor o clone 1D5 - Dako —
CA, USA, Cod M7047), em camara Umida,
durante 18h, a temperatura de 4°C.

Para a detec;do de REP, realizou-se a
recuperacdo antigénica em solugdo de citrato de
sodio 10mM com incubagdo em micro-ondas,
poténcia maxima — 750W, durante 15 minutos. A
etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase
enddgena em solugdo de &gua oxigenada 8% por
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20 minutos, 10 lavagens em &gua destilada,
blogueio com leite Molico® 3g/100mL por 60
minutos, seguidas de 10 passagens em agua
destilada e lavagens em solugdo tampéo Tris—pH
7,4. Realizou-se a incubacdo com o anticorpo
primario, na diluicdlo de 1:100 (anticorpo
Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen B
clone PPG5/10, Dako, USA, C6d. M7292), em
cdmara Umida, durante 18h, a temperatura de
4°C.

Para a deteccdo de RP4, realizou-se a
recuperacdo antigénica em solugdo de citrato de
sodio 10mM com incubacdo em panela de
pressdo tipo pascal (Dako, USA). A etapa
seguinte foi o bloqueio da peroxidase enddgena
em solucdo de agua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada,
blogueio com leite Molico® 3g/100mL por 60
minutos, seguidas de 10 passagens em agua
destilada e lavagens em solucdo tampé&o Tris—pH
7,4. Realizou-se a incubacdo com o anticorpo
primario, na diluicio de 1:50 (anticorpo
monoclonal cat. No 1546, Immunotech, France),
em camara Umida, durante 18h, a temperatura de
4°C,

Para a deteccdo de colagenos | e Ill, realizou-se
recuperacdo antigénica em pepsina 1%, pH 1,8
(Pepsina 1:1000 NF- Nuclear, SP, Brasil), com
incubacdo em estufa a 60°C por 10 minutos e,
em seguida, a 37°C por 20 minutos. A etapa
seguinte foi o bloqueio da peroxidase enddgena
em solugdo de &gua oxigenada 8% por 20
minutos, 10 lavagens em agua destilada,
blogueio com leite Molico®3g/100mL por 60
minutos, seguidas de 10 passagens em agua
destilada e lavagens em solugdo tampéo Tris—pH
7,4. Realizou-se a incubacdo com o anticorpo
primario, na diluicao de 1:2000, para colagenos |
e Il (respectivamente, Rabbit anti bonvine col |
IgA Novotec. Ref. 20121; Rabbit anti bovine col
111 1IgA Novotec, Ref. 2930), em cdmara Umida,
durante 18h, a temperatura de 4°C.

As proximas etapas foram semelhantes para
todos os antigenos. Apods 18 horas de incubagédo
com o anticorpo primario em camara Umida a
4°C, o material foi, entdo, submetido a banhos de
TRIS e, posteriormente, incubado com o
anticorpo secundario Advance (Advance, Dako,
USA) por 30 minutos cada etapa, segundo
instrugdes do fabricante. Realizou-se nova
lavagem com solucéo tampdo TRIS — pH 7,4 e
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revelagdo com o cromogeno  DAB
(3,3 -diaminobenzidina -  Liquid DAB
Cromogen® - Dako, USA), durante cinco
minutos, e novamente lavagem com solugéo
tampéo TRIS - pH 7,4.

As laminas foram  contracoradas com
hematoxilina de Mayer por 30 segundos, e a
coloracdo interrompida com lavagem em &gua
corrente por 10 minutos e cinco passagens
em agua destilada. Procedeu-se, entdo, a
desidratacdo do material com banhos de alcool.
As laminas permaneceram trés minutos em cada
cuba (alcool 85%, 95%, alcool absoluto I, I, 11I,
xilol I e Il) e, por fim, foram montadas com
laminulas utilizando-se resina sintética -
Permount (Fisher Scientific — c6d. UN1294e).

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

Depois de todas as l&minas confeccionadas e
identificadas, realizou-se a leitura.

Para os REa, REB ¢ RP4, os tecidos avaliados na
cérvice foram o epitélio luminal, o epitélio
glandular e o estroma. No Utero, os tecidos
avaliados foram o epitélio glandular e o estroma.
Todas as avaliagbes para o Utero e a cérvice
foram realizadas nestes tecidos. Para avaliar a
imunomarcacdo, foram utilizados dois métodos;
no primeiro, em cada um desses tecidos, foram
contados 300 nucleos, sendo considerados
positivos aqueles corados em marrom, e
negativos aqueles corados em azul; no segundo
método, a intensidade das marcagBes foi
avaliada, de forma subjetiva, em fraca, moderada
e forte. As avaliacBes foram realizadas em um
microscépio de luz com aumento de 400 vezes.

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

Para comparar os resultados entre os grupos de
piometra aberta e piometra fechada, utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitnney. Os
resultados foram avaliados considerando-se P<
0,05. A frequéncia das intensidades dos nucleos
positivos (fraco, moderado e forte) entre as
regifes teciduais estudadas foi comparada pelos
testes qui-quadrado e exato de Fisher. Nos casos
em que houve associacgdo significativa, realizou-
se a particdo da tabela qui-quadrado, em que se
comparam as frequéncias entre os locais
estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo imunoistoquimica empregada neste
trabalho foi capaz de marcar os nucleos das
células que possuiam receptores. Por ser
uma técnica semiquantitativa, a presenca
e a intensidade da marcacdo refletem,
respectivamente, a positividade da célula e
a concentracdo destes receptores. As duas
varidveis podem ser utilizadas. Em alguns
trabalhos, os autores avaliaram o nimero de
nlcleos positivos e sua intensidade (Boos et al.,
1996; Martin et al., 2008; Martin, 2009); em
outros, 0s pesquisadores avaliaram apenas a
intensidade da marcac¢do (Robinson et al., 2001),
ou, ainda, apenas a identificacdo foi realizada
(Breeveld-Dwarkasing et al., 2002). Neste
estudo, optou-se pela realizacdo das duas
avaliac0es.

Neste experimento, foram realizados exames
imunoistoquimicos para a identificacdo e a
quantificacdo de colagenos | e Il (Fig.1) e dos
REa e REB, RP4 (Fig.2) em diferentes regides do
Utero e da cérvice.
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Figura 1. Imunomarcacdo em cadelas, representada na coloracdo marrom, aumento de 200X, para
colageno I, sendo “A” regido estroma da cérvice, “B” regido muscular da cérvice, “C” regido glandular do
Utero, “D” regido muscular do utero e colageno III, “E” regifio estroma da cérvice, “F” regido muscular
da cérvice, “G” regido glandular do utero e “H” regido muscular do utero. Imunoistoquimica, DAB,
contra- coloracdo hematoxilina de Harris.

Figura 2. Detecgdo imunoistoquimica em cadelas, sendo considerados ndcleos positivos aqueles corados
em marrom, e negativos aqueles corados em azul. “A” receptores de progesterona no epitélio luminal da
cérvice, aumento 400X, “B” receptores de progesterona no epitélio glandular e estroma da cérvice, “C”
receptores de progesterona no epitélio glandular e estroma do ttero, “D” receptores de estrogeno o no
epitélio luminal da cérvice, “E” receptores de estrogeno a no epitélio glandular e estroma da cérvice, “F”
receptores de estrogeno a no epitélio glandular e estroma do utero, “G” receptores de estrogeno B no
epitélio luminal da cérvice, “H” receptores de estrogeno f no epitélio glandular e estroma da cérvice, “I”
receptores de estrogeno B no epitélio glandular e estroma do Utero, aumento 200X. Imunoistoquimica,
DAB, contracolora¢do hematoxilina de Harris.

-
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Estudos sobre receptores hormonais em Utero de
cadelas ja foram realizados. Segundo Kunkitti et
al. (2011), os REs e RP4 controlam a abertura e
o fechamento cervical durante o ciclo estral;
infelizmente o mecanismo envolvido, as
mudancas e as associa¢fes bioquimicas que
ocorrem nesse processo ndo sdo totalmente
conhecidos.

A concentracdo dos REa ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados.
A identificagdo e a quantificacio de REa
também ndo apresentaram diferencas em
nenhuma das regifes avaliadas no Utero e na
cérvice quando se comparam 0S grupos de
piometra aberta e fechada.

A avaliacdo imunoistoquimica dos REP ndo
apresentou diferenca significativa quando se
avaliaram o numero de ndcleos positivos e a
intensidade de marcacdo entre 0S Qrupos
piometra aberta e fechada, e nem entre as
diferentes regides do Utero e da cérvice.

Aumento nas concentragdes de estrégenos
plasmaticos provoca um aumento no nimero dos
REs e RP4s, j& a diminuicdo nas concentracfes
desses receptores estd relacionada com um
aumento nas concentracBes plasmaticas de
progesterona (Galabova-Kovacs et al., 2003).
Enquanto nos animais normais ha uma
diminuicdo nos REs sob a influéncia de
progesterona (P4), esse mecanismo parece ser
falho nas cadelas com HEC-piometra (de Cock et
al., 1997).

No final do estagio secretorio (diestro) e inicio
do anestro, o endométrio das cadelas com HEC-
piometra tem uma quantidade significativamente
maior de REs do que o observado no dtero de
fémeas normais. Essa observacdo foi mais
evidente nas glandulas basais do endométrio.
Como resultado desse aumento dos REs, o
endométrio permanece receptivo, mesmo com
baixas concentracbes de estrdgeno (E2)
circulante. Isto pode manter a proliferacdo das
glandulas endometriais durante o estagio do ciclo
estral, quando ha uma forte influéncia de P4.
Essa acdo prolongada do E2 e da P4 pode
explicar as modificagbes proliferativas cisticas
que caracterizam essa doenca (Ververidis et al.,
2004).
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Quando se comparou a imunorreatividade dos
REo entre as diferentes regides do Ttero,
observou-se que o epitélio glandular foi corado
com intensidade mais forte do que o estroma,
determinando concentracdo maior de REa nessa
regido. Também na cérvice o epitélio glandular
foi corado mais intensamente quando comparado
com o estroma e o epitélio luminal. Levando em
consideracdo que a concentracdo de receptores é
diretamente proporcional & intensidade da
marcacdo, a regido com o maior nimero de REa
no Gtero e na cérvice é o epitélio glandular. Os
resultados diferem dos observados por Dhaliwal
et al. (1999) que encontraram escore muito baixo
para RE e RP4 no epitélio glandular do Utero.

Em relacdo a identificacdo dos RP4s, ndo houve
diferenca significativa entre o0s grupos de
piometra aberta e fechada, entretanto houve
diferenca significativa na concentracdo de RP4s
entre 0s grupos piometra aberta e fechada
quando se consideraram as diversas regifes do
Utero. A imunorreatividade foi maior no epitélio
glandular do Gtero, nas piometras fechadas. Em
geral € aceito que os E2 induzem a proliferagdo
das glandulas endometriais e que a P4 induz ao
aumento da atividade secretora, sendo também
responsavel pelo inicio da fase secretoria. Neste
contexto, pode-se inferir que a producéo de muco
é maior nas piometras fechadas, uma vez que as
concentragdes de RP4s sdo maiores no epitélio
glandular da condic&o fechada.

De acordo com Galabova-Kovacs et al. (2003),
existe uma relagdo inversa entre os niveis de
progesterona plasmatica e as concentragles de
RPs. Se forem considerados os resultados da
presente pesquisa, os valores de progesterona
foram maiores (8,2ng/mL) nas piometras abertas
e, portanto, seria esperada uma concentragdo
menor de RPs, o que concorda com 0s autores
acima mencionados e com a imunorreatividade
observada nesta pesquisa.

Escores imunoistoquimicos de RP4s nuclear nas
varias camadas do Utero com HEC-piometra,
durante o diestro, foram baixos de acordo com
Dhaliwal et al. (1999). Concluiu-se, neste estudo,
que ha uma sensibilidade aumentada & acéo de
P4, pois altos niveis de P4 parecem ativar 0s
RP4s no Utero, provocando uma intensa
diminuicdo na expressdo e supressdo do REs.
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N&o foi observada diferenca nas concentracGes
de RP4s entre a piometra aberta e a fechada na
cérvice, entretanto a intensidade de marcacao dos
RP4s foi mais forte no estroma quando
comparada com as intensidades mais fracas dos
epitélios glandular e luminal. Portanto, existe um
maior ndmero de RP4s no estroma quando
comparado as outras regides da cérvice.

Os resultados deste experimento estdo de acordo
com os achados de Kunkitti et al. (2011), nos
quais ndo foi verificada diferenca significativa
entre as cadelas com piometra aberta e piometra
fechada utilizando como variaveis o nimero de
nlcleos positivos para receptores de estrégenos e
progesteronas.

De Cock et al. (1997), de Bosschere et al.
(2002a), de Bosschere et al. (2002b), de
Bosschere et al. (2003) e Ververidis et al. (2004)
estudaram o0s receptores de estrégenos e
progesteronas no Utero de cadelas hormais e com
HEC-piometra. Os resultados demonstraram
diferencas importantes entre o nimero de REs e
RP4s em cadelas com HEC e cadelas com
piometra. As diferencas na expressdo desses
receptores sugerem fatores distintos na
patogénese da HEC e da piometra. Esses autores,
entretanto, ndo consideraram as diferencas dos
receptores hormonais no mecanismo de abertura
ou fechamento da cérvice.

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

A invasdo de células inflamatorias tem sido
sugerida como uma possivel causa de degradacao
de colagenos e relaxamento cervical; em
mulheres, o grau de dilatacdo cervical esta
diretamente relacionado com a extensdo do
infiltrado neutrofilico, que pode posteriormente
produzir  enzimas colagenoliticas, como
proteases e metaloproteinases. O aumento dessas
enzimas pode degradar o colageno recém-
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sintetizado e, assim, diminuir a proporgédo
colageno:musculatura lisa na  cérvice,
interferindo no grau de relaxamento cervical em
cadelas com doengas uterinas (Kunkitti et al.,
2011).

De acordo com Chatdarong et al. (2010), grande
proporcdo de coladgenos na cérvice de cadelas
ciclicas € provavelmente associada com um
aumento de estradiol durante o estro. Isto
provoca diminuicdo na tensdo, causando
relaxamento cervical. Resultados semelhantes
sdo observados em cadelas com piometra aberta,
sugerindo que a abertura da cérvice é associada
com o aumento na proporcdo de colégenos e
fibras musculares.

Analisou-se, neste estudo, a proporcdo de
colagenos | e 111 no Gtero e na cérvice de cadelas
com piometra aberta e fechada, e ndo foi
verificada diferenca significativa entre as duas
condicBes e nem entre os diversos tecidos
investigados. Os resultados deste estudo
demonstraram apenas que ndo houve diferenca
na propor¢cdo de colagenos entre a piometra
aberta e a fechada.

As hipdteses inicialmente aventadas para
explicar 0s mecanismos de abertura e
fechamento cervical ndo se concretizaram, ou
seja, a identificacdo e as concentra¢bes de REa e
REB, RP4 e colagenos | e Il ndo estdo
implicadas nos mecanismos de relaxamento
cervical. Avaliagdes das proporcBes de colageno
e fibras musculares sdo opg¢des para o estudo da
abertura cervical, conforme o considerado por
Chatdarong et al. (2010), bem como o exame
histolégico comparativo da cérvice durante 0
trabalho de parto.

A piometra é uma enfermidade frequente em
cadelas ndo castradas adultas ou idosas e, se ndo
diagnosticada e tratada precocemente, pode levar
o animal a morte. A despeito de décadas de
pesquisa, alguns pontos na patogenia da piometra
ainda ndo sdo completamente elucidados. Da
mesma forma, os mecanismos envolvidos na
abertura e no fechamento da cérvice ndo sdo
conhecidos; as piometras abertas sdo menos
toxicas e mais faceis de serem tratadas, e se 0s
mecanismos de relaxamento cervical fossem
esclarecidos, seria possivel, no minimo,
estimular a abertura cervical e induzir a
eliminagdo do contetdo uterino.
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CONCLUSOES

Com base nos objetivos propostos, conclui-se
que os REa e REP, colagenos | e Il
comportaram-se da mesma maneira na piometra
aberta e na fechada, ndo estando envolvidos nos
mecanismos de abertura e fechamento cervical,
mas concentracdes de receptores de progesterona
foram mais elevadas nas piometras fechadas.
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