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Resumo

A piometra canina é uma doenga frequente em cadelas comprometendo o Gtero. Apesar da elevada
incidéncia, ainda € desconhecido o processo responsavel pela forma aberta ou fechada. O objetivo da
presente pesquisa foi estudar os mecanismos de abertura e fechamento cervical através da
determinagdo do infiltrado leucocitario na cérvix. A leitura no epitélio luminal, epitélio glandular e
camada muscular, em microscopio de luz em 400X, sendo os leucécitos classificados em nimero
absoluto de neutréfilos, linfécitos, macréfagos, eosinéfilos, mastécitos e plasmdcitos. Os grupos e as
camadas foram comparadas ndo sendo encontrada diferenca significativa entre as cadelas com piometra
aberta e fechada.
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LEUKOCYTE INFILTRATION IN THE CERVIX OF BITCHES WITH
PYOMETRA OPENED AND CLOSED.

Abstract

Canine pyometra is a common disease in dogs with involvement of the uterus. Despite the high
incidence, is still unknown responsible for the open or closed form process. The objective of this
research was to study the mechanisms of cervical opening and closing by determining the leukocyte
infiltrate in the cervix. The reading was performed in the luminal epithelium, glandular epithelium and
muscle layer, a light microscope at 400X, with leukocytes classified as absolute numbers of
neutrophils, lymphocytes, macrophages, eosinophils, mast cells and plasma cells. The groups and
layers were compared no significant difference the cervix bitches with open and closed pyometra.
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INTRODUCAO

A piometra é uma doenca frequente em cadelas adultas ou idosas. E
caracterizada por uma infeccdo bacteriana uterina com acumulo de secrecdo purulenta
e comprometimento sistémico. Essa doenca € associada a uma variedade de sinais
clinicos e termos como endometrite crénica, metrite purulenta cronica, ou complexo
hiperplasia endometrial cistica/piometra sdo usados na literatura para descrever essa
condicdo (COGGAN et al., 2008; ANGULO, 2018).

A piometra se desenvolve como resultado de varios fatores etioldgicos,
incluindo a influencia hormonal, a viruléncia da bactéria invasora, a habilidade do
animal em combater a infeccéo e a sensibilidade individual aos produtos inflamatérios
e bacterianos (DOW, 1958; SANDHOLM; VASENIUS; KIVISTO, 1975;
TRAUTWEIN, 2018).

A piometra é uma doenca uterina observada principalmente durante a fase de
diestro ou inicio anestro do ciclo estral. Hiperplasia endometrial cistica (HEC)
mediada pela progesterona (P4) e potencialmente agravada pelo estrogeno (E;) é
sugerida como lesdo inicial de piometra em cadelas (KEMPISTY et al., 2013).

A HEC é caracterizada por alteracdes degenerativas cisticas que providenciam
condicbes favoraveis para o estabelecimento de infeccdo uterina. O Utero
comprometido € invadido por patdgenos da vagina que se multiplicam devido ao
excesso de secrecdo acumulada no Iimen e nas glandulas uterinas. A Escherichia coli
é a bactéria mais frequentemente isolada do Utero de animais com piometra (WEISS
et al., 2004).

Os sinais clinicos mais comuns associados a patologia em questdo sdo
secrecdo purulenta em casos de piometra aberta, desidratacdo, polidria, polidipsia,
letargia, sensibilidade abdominal, anorexia, vomito, diarréia, hipertermia ou
hiportermia, coloracdo anormal das mucosas, taquicardia e taquipnéia (HAGMAN et
al., 2006; SMITH, 2006; COGGAN et al., 2008; VERSTEGEN; DHALIWAL,;
VERSTEGEN-ONCLIN, 2008; KIDA et al., 2010; ANGULO, 2018).

O diagnostico da piometra é pautado no histdrico clinico, no exame fisico, em
analises do hemograma, no perfil bioguimico, na ultrassonografia e em exames

radiogréaficos. O tratamento de escolha é a ovariohisterectomia (OSH) pois previne a
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recorréncia da doenca. Na auséncia de complicagfes o prognostico apds o tratamento
cirargico é bom (SHARIF et al., 2013; TRAUTWEIN, 2018).

Apesar da elevada incidéncia dessa afeccdo, ainda é desconhecido o processo
responsavel pela forma aberta ou fechada. A cérvix serve como uma barreira fisica
prevenindo a infeccdo ascendente pela secrecdo de muco e constricgéo.

A abertura ou fechamento da cérvix sdo ciclo dependente. Na mulher, a
dilatacdo cervical, durante o parto, correlaciona-se com a extensdo do infiltrado de
neutrofilos, entretanto, os mecanismos de dilatacdo cervical nas cadelas ndo sao
totalmente esclarecidos. De acordo com Chatdarong et al. (2008) as expressdes de
receptores estrogénicos (RE) e de progesterona (RP) na cérvix de cadelas sdo
influenciados pelo estagio do ciclo estral e a infiltracdo neutrofilica no tecido cervical
parece estar envolvida na dilatacdo cervical de cadelas com piometra.

Em trabalho realizado por Kunkitti et al. (2011) a expressdo dos receptores
estrogénicos e de progesterona foram influenciada pelo estdgio de ciclo estral
enquanto a infiltracdo de neutrdfilos no tecido cervical parece estar envolvido na
abertura cervical de cadelas com piometra independente do ciclo estral.

Os fatores que afetam o relaxamento/fechamento da cérvix nas cadelas com
piometra ndo sdo bem definidos. A cervix dilata durante o pro-estro/estro
coincidentemente com o pico de estrogeno. Durante o estro a camada muscular da
cérvix sofre uma hipertrofia e o epitélio glandular e luminal uma proliferacao
méaxima. A cérvix fecha antes do inicio do diestro citoldgico e ndo se sabe exatamente
por que a pressdo intrauterina aumentada pelo acimulo de material purulento nos cées
com piometra ndo provoque a abertura cervical (ENGLAND; YEAGER, 1993).

A condicdo funcional da cérvix é regulada pela musculatura lisa, tecido
fibroso e elastina. A remodelacdo da matriz extracelular tem um papel importante na
dilatacdo cervical pela degradacdo do colageno. Trabalho realizado por Chatdarong et
al. (2010) concluiram que o Utero de cadelas ciclicas apresentou uma proporgao maior
de colageno quando comparado com fibras musculares lisa, provavelmente associada
ao aumento do E, durante o estro, causando o relaxamento da cérvix. Resultado
semelhante é visto em cadelas com piometra de cérvix aberta, sugerindo que a
abertura da cérvix nesses casos é associada a um aumento da proporcdo entre

colageno e fibras musculares.
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Ainda de acordo com Angulo (2018), o aumento do E, e ocitocina durante o
periodo pré-ovulatério pode estimular a sintese de PGE e seus receptores que servem
para remodelar a matriz extracelular da cérvix produzindo o relaxamento cervical. Em
ovinos, 0 uso do misoprostol aumenta a permeabilidade cervical no final do estro.
Resultados isolados, sem evidéncia clinica de efetividade, sugerem o uso de
misoprostol intravaginal para promover o relaxamento cervical em cadelas.

Goericke-Pesch et al. (2010) em estudo sobre a histomorfologia da cérvix
relacionada as fases do ciclo estral em cadelas, enfatizou a importancia das estruturas
vasculares e das glandulas cervicais no fechamento da cérvix das cadelas pela
formac&o de um corpo cavernoso e um tampéo de muco. Esses autores mostraram que
a cérvix de cadelas sofre modificacBes ciclicas durante o ciclo estral em particular
com a Py,

Volpato et al. (2012) analisaram receptores de estrogeno a, estrogeno [,
progesterona, colageno | e colageno I1l da cérvix e endométrio canino bem como as
concentracdes plasmaticas de progesterona. Os resultados desse trabalho mostraram
que os receptores de estrogeno a e B, colagenos I e III comportaram-se da mesma
maneira na piometra aberta e fechada, ndo estando envolvidos nos mecanismos de
abertura e fechamento cervical. As concentragfes de receptores de progesterona
foram superiores nas piometras fechadas.

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a infiltracdo de leucdcitos (neutréfilos,
linfécitos, macréfagos, plasmocitos e mastocitos) na cérvix de cadelas portadoras de

piometra e sua relagdo com abertura cervical.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 12 cadelas com diagndstico de piometra atendidas na area de
Reproducdo de Pequenos Animais do Departamento de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, campus Botucatu. O
diagnostico foi realizado através de histérico clinico, exames fisico, hemograma e
avaliag&o ultrassonografia.

As cadelas foram divididas em dois grupos. O 1° grupo: cadelas com
diagnostico de piometra de cérvix aberta, apresentando secre¢do vaginal abundante,

com aspecto purulento ou muco-purulento e 0 2° grupo: cadelas com diagnéstico de
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piometra de cérvix fechada, com auséncia ou pequena quantidade de secrecdo vaginal
purulenta ou muco-purulenta.

Como forma de tratamento foi realizada a técnica de OSH da forma
convencional em todos os animais. Foi utilizado fio absorvivel para ligadura de
pediculos ovarianos e transfixacdo do coto uterino, assim como para a sutura da
camada muscular, em pontos sultan e aproximacdo do subcutaneo com pontos
continuos em cushing. Para o fechamento da pele foi utilizado nylon
monofilamentoso e pontos simples separados

Com a retirada do o6rgdo foram coletadas os fragmentos cervicais. Os
fragmentos foram fixados em formol tamponado 10% durante 24 horas e,
posteriormente, mantidos em &lcool 70% até o momento de inclusdo em parafina,
realizada no Laboratério de Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria do
Departamento de Clinica Veterinaria— FMVZ — UNESP — Botucatu. Apds a inclusao,
cortes de 3 um foram obtidos, montados em ldminas com extremidade fosca e corados
em HE para posteriror avaliagcdo do material.

Foram realizadas leituras de 5 campos aleatérios de cada regido da cérvix
(epitélio luminal, glandular e muscular) em microscopio de luz em 400X, sendo 0s
leucdcitos classificados em numero absoluto de neutrofilos, linfécitos, macréfagos,
eosindfilos, mastocitos e plasmocitos. As camadas epitélio luminal, glandular e
muscular foram avaliadas separadamente em cada grupo (piometra aberta x piometra
fechada) e depois a somatoria das células nos 15 campos avaliados estabeleceu o
valor dos leucdcitos totais para aquela lamina.

Para comparacao dos resultados médios entre os grupos de piometra aberta e
piometra fechada no que diz respeito aos valores de leucocitos totais e das células
leucocitarias utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitnney. A fim de detectar

diferencas significativas entre os grupos, foi considerando p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os leucocitos foram contados no grupo piometra aberta e no grupo piometra
fechada separadamente em cada camada da cérvix conforme representado a figura 01.
Na figura 02 estdo representados os numeros absolutos de leucocitos somados nos

grupos piometra aberta e piometra fechada.
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Figura 01: Numeros absolutos das células leucdcitarias contadas, em 5 campos

aleatorios, em cada camada da cérvix (epitélio luminal, epitéio glandular e camada

muscular) de cadelas com piometra aberta e fechada.

Piometra Aberta

Piometra Fechada

Luminal | Glandular | Muscular | Luminal | Gandular | Muscular
Neutrofilos 94 103 5 94 225 33
Linfocitos 321 155 52 867 358 45
Macréfagos 0 0 0 1 123 3
Eosindfilos 28 6 0 12 4 1
Plasmocitos 428 82 17 328 117 5
Totais 871 346 74 1302 827 87

Figura 02: Numeros absolutos totais de células leucdcitarias contadas em 15 campos

da cérvix em cada grupo de cadelas com piometra aberta e fechada.

Piometra Aberta Piometra Fechada
Neutrofilos 202 352
Linfocitos 528 1270
Macréfagos 0 127
Eosinofilos 34 17
Plasmdcitos 527 450
Totais 1291 2216

Utilizando a mediana na comparacao entre os grupos, ndo foram evidenciadas

diferencas significativas entre o infiltrado leucocitario na cérvix de cadelas com

piometra aberta ou fechada, tanto no total dos leucécitos como na quantificacdo de

neutrofilos, linfocitos, macréfagos, eosindfilos e plasmécitos. Nao foram encontrados

mastocitos em nossa leitura. Estes testes estdo representados nas figuras 03, 04 e 05.
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Figura 03: Comparacéo entre 0s grupos piometra aberta e piometra fechada utilizando

a mediana entre o primeiro quartil e o terceiro quartil atraveés do teste Mann-Whitnney

das células leucocitérias (neutréfilos, linfocitos, macrdfagos, eosinofilos e plasmacito)

contatas na regido do epitélio luminal da cérvix de cadelas com piometra.

Epitélio Luminal Neutrdfilo | Linfocito | Macrofago | Eosindfilo | Plasmocito | Total
Piometra | 1°quartil 8 25,5 0 0 4 66
Ccérvix Mediana 19,5 45,5 0 0,5 10,5 111
aberta 3°quartil 37 76,8 0 1 31,3 160,5
Piometra | 1°quartil 4,3 39,5 0 0 23,8 100,8
Ccérvix Mediana 11,5 94,5 0,5 0 51 16,5
fechada | 3°quartil 27,8 157 1 15 64,8 286,3
p-valor 0,665 0,418 0,848 0,848 0,258 0,588

Figura 04: Comparacdo entre 0s grupos piometra aberta e piometra fechada utilizando

a mediana entre o primeiro quartil e o terceiro quartil através do teste Mann-Whitnney

das células leucocitarias (neutrofilos, linfécitos, macréfagos, eosinofilos e plasmdcito)

contatas na regido do epitélio glandular da cérvix de cadelas com piometra.

Epitélio Glandular | Neutrdfilo | Linfocito | Macréfago | Eosindfilo | Plasmdcito | Total
Piometra | 1°quartil 0,5 11,5 0 0 3,3 23
CArvix Mediana 8,5 8,5 0 8,5 8,5 8,5
aberta 3°quartil 21,8 38,3 0 0 5,5 62,3
Piometra | 1°quartil 53 23 0 0 0,5 35,3
cérvix Mediana 15 48 0 0 8,5 68,5
fechada | 3°quartil 42,8 85,8 123 0,8 25,5 2248
p-valor 0,896 0,474 1,000 1,000 0,474 0,931
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Figura 05: Comparagdo entre os grupos piometra aberta e piometra fechada utilizando
a mediana entre o primeiro quartil e o terceiro quartil através do teste Mann-Whitnney

das células leucocitarias (neutrofilos, linfécitos, macréfagos, eosinofilos e plasmdcito)

contatas na regido da camada muscular da cérvix de cadelas com piometra.

Camada Muscular | Neutrofilo | Linfocito | Macrdfago | Eosinofilo | Plasmdcito | Total
Piometra | 1°quartil 0 3 0 0 0 4
cervix Mediana 0 7 0 0 1 11
aberta 3°quartil 0 11 0 0 2,8 16,5
Piometra | 1°quartil 0 4,8 0 0 0 14
Cérvix Mediana 3 7,5 0 0 0 14,5
fechada | 3°quartil 7,5 10,3 0 0 1,5 15,8
p-valor 0,418 0,394 1,000 1,000 1,000 0,485

Como podemos observar ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
estudados pois ndo obtivemos nenhuma correlagédo com p<0,05.

Os casos de piometra abertas costumam ser menos graves do que as fechadas e
o0 inicio da infeccdo pode ndo mostrar nenhum outro sinal do que apenas a secrecdo
vaginal (HAGMAN et al., 2006; SMITH, 2006; COGGAN et al., 2008;
VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008; KIDA et al., 2010;
ANGULDO, 2018)

Em casos de piometra fechada, as cadelas apresentam-se deprimidas com
sinais de letargia, apetite caprichoso e distensdo abdominal. Sdo frequentemente
desidratadas e toxémicas. Hipertermia pode ou ndo estar presente; em casos de
toxemia geralmente 0s animais apresentam hipotermia. Polidria e polidpsia séo
geralmente citadas como sinais tipicos associados a alteracdo renal, entretanto, esses
sinais apresentam-se em menos da metade das fémeas diagnosticadas com piometra
(ANGULO, 2018). Sendo assim, compreender o mecanismo de abertura cervical
ajudaria no tratamento de cadelas com piometra, ja que conseguiriamos abrir a cérvix
e melhorar clinicamente a paciente.

No servico de Reproducdo de Pequenos Animais da FMVZ, UNESP,

Botucatu, no momento do exame clinico, 78,9% das cadelas apresentaram secrecao
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vaginal, portanto, diagnosticadas como piometra aberta. Dessas, 58,05% apresentaram
secrecdo purulenta, 24,15% secrecdo do tipo sanguinolento e 13,98% do tipo
purulento/sanguinolento (MARCEU et al., 2010).

Ainda hoje a origem do relaxamento cervical nos casos de piometra aberta é
desconhecida. Algumas hipoteses foram levantadas, sendo a de Weiss et al. (2004)
bastante expressiva. A concentracdo de estradiol de cadelas com piometra aberta foi
de 43 + 6,5 pg/ml e a de progesterona 4,8 ng/ml £ 0,9. Para os casos de piometra
fechada as concentracdes de estrogenos foram de 56,3 = 11,9 pg/ml e a de
progesterona foram 13,2 = 5,5 ng/ml. No caso do estradiol ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, ja para os niveis de progesterona foi evidenciado uma
diferenca significativa.

As concentracdes de receptores de progesterona também foram superiores nas
piometras fechadas; esse fato foi observado por Volpato et al. (2012) em estudo
realizado na FMVZ, Botucatu. Assim sendo, Weiss et al. (2004) e Volpato et al.
(2012) concordam com o envolvimento da progesterona no mecanismo de abertura e
fechamento cervical em cadelas com piometra.

De acordo com Chatdarong et al. (2008) e Kunkittiet al. (2011) as expressoes
de receptores estrogénicos (RE) e de progesterona (RP) na cérvix de cadelas séo
influenciados pelo estagio do ciclo estral e a infiltracdo neutrofilica no tecido cervical
parece estar envolvida na dilatacdo cervical de cadelas com piometra. Diferentemente
desses autores, nossos resultados ndo demonstraram uma diferenca significativa na
quantificacdo dos leucdécitos na cérvix de cadelas com piometra aberta ou fechada.
Talvez esse mecanismo de relaxamento cervical esteja envolvido no parto, mas em

relacdo aos casos de piometra os resultados ndo evidenciaram essa condi¢ao.

CONCLUSOES

A piometra deve ser tratada como uma emergéncia médica e uma rapida
intervencdo terapéutica pode ser necessaria para prevenir a morte do animal.

O relaxamento cervical, independente do ciclo estral, poderia minimizar os
sinais clinicos da paciente com piometra fechada e também facilitar a realizacdo de

exames citologicos e histopatologicos do endométrio para diagndstico de processos
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inflamatorios e neoplasicos. Portanto o entendimento de mecanismos de abertura
cervical poderia auxiliar na clinica reprodutiva.

A degradacdo e remodelamento dos colagenos parecem interferir na abertura
cervical, mas a infiltracdo de leucdcitos (neutrofilos, linfocitos, macrofagos,
plasmacitos e mastocitos) na cervix de cadelas portadoras de piometra, ndo esta
relacionada ao relaxamento cervical.

Os fatores que afetam o relaxamento/fechamento da cérvix nas cadelas com
piometra permanecem desconhecidos e novos estudos devem ser conduzidos nesse
sentido. O relaxamento cervical como forma de tratamento das piometras fechadas,
mais toxicas e com progndsticos mais graves ainda permanecem sem solucdo. O uso
de prostaglandinas E2 ou F2a e ou dos agonistas de receptores de progesterona, como
forma de abertura cervical nas cadelas necessitam de pesquisas antes de serem

incluidos como forma de tratamento da piometras fechadas.
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