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LISTA DE FIGURAS

Citologia vaginal de fémea canina, Panético Rapido, 10x e 40x.
(A) Proestro: eritrécitos, células intermediarias e superficiais
nucleadas e anucleadas, 40x. (B) Estro: células superficiais
nucleadas e anucleadas, 10x, (C) Diestro: células parabasais,
células intermediarias, células superficiais, 10x, (D) Anestro:
células parabasais e células intermediarias, 10x (E e F)
Piometra: células parabasais, células intermediarias, células
superficiais, neutrofilos, bactérias e eritrocitos, 10x e 40x
respectivamente.

Cirurgia de ovariohisterectomia, realizada no Setor de
Obstetricia Veterindria e Reproducdo Animal, do Hospital
Veterinadrio da FCAV — UNESP. Arquivo pessoal. (A) OH
eletiva, anestro. (B) OH terapéutica para piometra e, (C)
terapéutica para piometra.

Expressdo do CYR61 nos ovarios das fémeas caninas, 10x e
20x. (A e B) Marcacéao forte: foliculos ovarianos, fibroblastos,
glandulas intersticiais e epitélio cubico simples, 20x e 10x
respectivamente, (C e D) Marcagcdo moderada: foliculos
ovarianos, fibroblastos da regido cortical, glandulas intersticiais
e epitélio cubico simples, 20x e 10x respectivamente, (E e F)
Marcacdo fraca: foliculos ovarianos, corpo lateo, fibroblastos
da regido cortical e epitélio cubico simples, 20x e 10x,
respectivamente.

Expressdo do CYR61 nos ovarios das fémeas caninas, 10x,
20x e 40x. (A) Marcacéo forte: corpo lateo, 20x, (B) Marcacéo
forte: foliculo ovariano priméario multilaminar, 40x, (C)
Marcacdo moderada: corpo lateo, 20x, (D) Marcacéao
moderada: foliculo ovariano primério multilaminar, 40x, (E)
Marcacdo fraca: corpo lateo, 20x, e (F) Marcacéo fraca:
foliculo ovariano primario multilaminar, 10x.

Expressao do CYR61 no corno uterino e corpo do utero (10x), e
tuba uterina (20x) das fémeas caninas. (A) Marcacédo forte:
epitélio cubico simples e fibras musculares lisas da tuba
uterina, (B) Marcacao forte: glandulas endometriais, epitélio de
revestimento, fibras musculares lisas e fibroblastos, (C)
Marcacdo moderada: epitélio cubico simples e fibras
musculares lisas da tuba uterina, (D) Marcacdo moderada:
glandulas endometriais, epitélio de revestimento, fibras
musculares lisas e fibroblastos, (E) Marcacgao fraca: epitélio
cubico simples e fibras musculares lisas da tuba uterina e (F)
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Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Marcacdo fraca: glandulas endometriais, epitélio de
revestimento, fibras musculares lisas e fibroblastos.

Andlise morfométrica de area e porcentagem de &rea com
marcacao citoplasmatica positiva do CYR61, na regido do
endométrio e miométrio da tuba uterina, das fémeas caninas,
20x. (A e E) expresséo da proteina no epitélio de revestimento,
fibroblastos e fibras musculares lisas, (B e F) selecédo do nucleo
das células que expressaram a proteina, (C e G) selecdo do
citoplasma das células com marcacdo positiva, (D e H)
identificacdo da &rea nuclear e citoplasmatica das células com
expressao do CYR61.

Analise morfométrica de area e porcentagem de &area com
marcacao citoplasmatica positiva na regido cortical do ovario,
das fémeas caninas, 10x. (A e E) expressao da proteina nos
componentes estruturais da regido cortical dos ovérios, (B e F)
selecdo do nucleo das células que expressaram a proteina, (C
e G) selegdo do citoplasma das células com marcagéo positiva,
(D e H) identificacdo da &rea nuclear e citoplasmatica das
células com expressao do CYR61.

Andlise morfométrica de area e porcentagem de area de
marcacao citoplasmatica positiva, na regido do endométrio do
corno uterino e corpo do Utero, das fémeas caninas, 10x. (A
e E) expressdo da proteina no epitélio de revestimento,
glandulas endometriais e fibroblastos, (B e F) sele¢do do
nacleo das células que expressaram a proteina, (C e G)
selecdo do citoplasma das células com marcacao positiva, (D e
H) identificacdo da area nuclear e citoplasmatica das células
com expresséo do CYR61.

Andlise morfométrica de area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmética positiva na regido do miométrio do
corno uterino e corpo do atero, das fémeas caninas, 10x. (A
e E) expressdo da proteina nas fibras musculares lisas e
fibroblastos, (B e F) selecdo do nlcleo das células que
expressaram a proteina, (C e G) selecdo do citoplasma das
células com marcacao positiva, (D e H) identificacdo da area
nuclear e citoplasméatica das células com expressdo do CYR61.

Analise morfométrica de area e porcentagem de &rea com
marcagao citoplasmética positiva na regido do endométrio do
corno uterino e corpo do Uutero, das fémeas caninas
acometidas por piometra, 10x. (A e E) expressao da proteina
no epitélio de revestimento, glandulas endometriais e
fibroblastos, (B e F) selecdo do nucleo das células que
expressaram a proteina, (C e G) selecdo do citoplasma das
células com marcacao positiva, (D e H) identificacdo da area
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Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

nuclear e citoplasmética das células com expressao do CYR61.

Andlise morfologica de ovério, das fémeas caninas pré-
puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e acometidas por
piometra, 5x, 10x e 20x. (A) fémea pré-pubere, 20x, (B) fémea
na fase de proestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D)
fémea na fase de diestro, 5x, (E) fémea na fase de anestro, 10x
e, (F) fémea acometida por piometra, 5x.

Analise morfoldgica de corno uterino, das fémeas caninas pré-
puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e acometidas por
piometra, 1,6x e 10x. (A) fémea pré-pubere, 10x, (B) fémea na
fase de proestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D)
fémea na fase de diestro, 10x, (E) fémea na fase de anestro,
10x e, (F) féemea acometida por piometra, 1,6x.

Analise morfolégica de corpo uterino, das fémeas caninas pré-
puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e acometidas por
piometra, 4x, 5x e 10x. (A) fémea pré-pubere, 4x, (B) fémea na
fase de proestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D)
fémea na fase de diestro, 10x, (E) fémea na fase de anestro,
10x e, (F) fémea acometida por piometra, 5x.

Andlise morfolégica de corno uterino das fémeas caninas
acometidas por piometra, 10x e 40x. (A) epitélio de
revestimento hiperplasico e hipertrofiado, alta atividade
secretoria, 40x, (B) destruicdo endometrial e alteracbes na
morfologia do miométrio 40x, (C) epitélio das glandulas
endometriais hiperplésicos, hipertrofiados e com alta atividade
secretora caracterizando hiperplasia cistica, 40x, (D) destruicdo
miometrial com reducdo na quantidade e tamanho das fibras
musculares lisas e proliferacdo de tecido conjuntivo
entremeado, 10x.

Andlise morfologica de tuba uterina, das fémeas caninas pré-
puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e acometidas por
piometra, 20x. (A) fémea pré-pubere (B) fémea na fase de
proestro, (C) fémea na fase de estro, (D) fémea na fase de
diestro, (E) fémea na fase de anestro e, (F) fémea acometida
por piometra.

(A) Valores séricos de P4 e E2 nas fémeas caninas pré-
puberes e nas diferentes fases do ciclo estral, (B) valores
séricos de P4 e, (C) valores séricos de E2.

Valores séricos de P4 e E2. (A) valores de P4 nas fases de
diestro, anestro e piometra, (B) valores de E2 nas fases de
diestro, anestro e piometra (C) média dos valores de P4 e E2
nas fases do ciclo estral e, (D) média dos valores de P4 e E2
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Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

nas fases de diestro, anestro e piometra.

Marcacao positiva do CYR61 nos componentes epiteliais dos
6rgaos reprodutores das fémeas caninas, 20x. (A) Endométrio:
epitélio colunar simples das glandulas endometriais do corno
uterino e corpo do utero, (B) Endométrio: epitélio colunar
simples de revestimento, na tuba uterina, (C) Endométrio:
epitélio colunar simples de revestimento no corno uterino e
corpo do utero, (D) Ovario: foliculos e fibroblastos da regido
cortical, (E) Ovario: corpo lateo, (F) Ovario: glandulas
intersticiais, (G) Ovario: foliculos e epitélio cubico simples e (G)
Ovaério: corpo albicans.

Marcagédo positiva do CYR61 nos componentes estromais dos
6rgaos reprodutores das fémeas caninas, 20x e 40x. (A)
Miométrio: células musculares lisas do miométrio longitudinal
do corno uterino, corpo do Gtero e tuba uterina, (B) Miométrio:
células musculares lisas do miométrio circular do corno uterino,
corpo do utero e tuba uterina, (C) Estrato vascular: células
musculares lisas dos vasos dos ovarios, corno uterino, corpo
do Uutero e tuba uterina, (D) Ovario: fibroblastos da regido
cortical, (E) Endométrio: fibroblastos da lamina prépria.
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Gréfico da relagdo linear positiva significativa (p<0,05) na
marcacdo do CYR61 nos 6rgdos reprodutores, (A) area com
marcacao citoplasmatica positiva (AC) em relacédo aos valores
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Gréfico da relacdo linear neutra ndo significativa (p>0,05), na
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endométrio (AENDC) em relacdao a P4, (B) porcentagem de
area do endométrio (PAENDC) em relacdo a P4, (C) éarea
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IMUNOLOCALIZACAO E QUANTIFICAGAO DA PROTEINA CYR61 NO TRATO
REPRODUTOR DE FEMEAS CANINAS NAS DIFERENTES FASES DO CICLO
ESTRAL, FEMEAS PRE-PUBERES E ACOMETIDAS POR PIOMETRA

RESUMO - Os 6rgaos reprodutores das fémeas caninas sofrem
transformacdes morfologicas e funcionais durante o ciclo estral, sob influéncia do
estrogeno e da progesterona. A proteina CYR61 (proteina rica em cisteina,
61kilodaltons), mediada por citocinas inflamatorias, interleucinas, integrinas e
outros, regula processos como proliferacdo e diferenciacdo celular, quimiotaxia,
angiogénese e tumorgénese. E identificada em endometriose em mulheres, ratas
e fémeas de babuino, acometidas por endometriose ou hiperplasia endometrial.
Objetivou-se com este estudo imunolocalizar e quantificar a expressado da CYR61
em orgdos reprodutores das fémeas caninas saudaveis, sob diferentes niveis
séricos de progesterona e estradiol, e acometidas por piometra. Os tecidos
coletados das 100 fémeas caninas foram submetidos a técnica de
imunoistoquimica com anticorpo anti-CYR61, e apresentaram marcacao
citoplasmatica positiva nos componentes epiteliais em maior intensidade quando
comparada aos componentes estromais. Foi identificada correlagédo linear positiva
de area com marcacao citoplasmatica no ovario, corno uterino e corpo do utero,
na fase lutea do ciclo estral. As tubas uterinas demonstraram maior expressao e
correlacdo linear positiva com a fase proliferativa do ciclo estral. E possivel
concluir que a expressdo do CYR61 estd diretamente relacionada com as
alteracbes morfoldgicas e funcionais dos orgdos reprodutores femininos,
provocadas pelos horménios ovarianos nas diferentes fases do ciclo estral, de

forma particular sobre cada tecido, de acordo com suas funcdes fisioldgicas.

Palavras-chave: utero, ovario, CYR61, canina, progesterona, estradiol
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IMMUNOLOCALIZATION AND QUANTIFICATION OF CYR61 PROTEIN IN
REPRODUCTIVE TRACT OF FEMALE DOGS IN DIFFERENT PHASES OF
ESTROUS CYCLE, PREPUBERAL FEMALES AND AFFECTED BY PYOMETRA

ABSTRACT — The reproductive organs of female dogs suffer morphological
and functional changes during the estrous cycle, under the influence of estrogen
and progesterone. CYRG61 protein (cystein-rich protein, 61kilodaltons) mediated by
inflammatory cytokines, interleukins, integrins and others, regulates the processes
such as cell proliferation and differentiation, chemotaxis, angiogenesis and
tumorgenesis. It was identified in endometriosis in women, rats and female
baboon, who suffers from endometriosis or endometrial hyperplasia. The objective
of this study was the immunolocalization and quantification of CYR61 expression in
reproductive organs of healthy canine females under different levels of
progesterone and estradiol, and females affected by pyometra. The tissues
collected from 100 females dogs were subjected to immunohistochemistry
analyses with anti-CYR61, and showed cytoplasmatic positive reaction in higher
intensity on epithelial components, when compared with stromal components. This
study identified positive linear correlation of cytoplasmatic area with positive
reaction on the ovary and uterus in luteal phase of the estrous cycle. The fallopian
tubes showed higher expression and positive linear correlation with estradiol, in
proliferative phase of the estrous cycle. It was concluded that the CYRG61
expression is directly related to the morphological and functional changes of the
female reproductive organs, caused by the ovarian hormones at different stages of
the estrous cycle in a particular way on each tissue, according to their physiological

functions.

Key-words: uterus, ovary, CYR61, canine, progesterone, estradiol



l. INTRODUCAO

A atividade reprodutiva € a expressao fisioldgica de um conjunto complexo
de mecanismos e fendbmenos que obedecem ao controle enddgeno de um sistema
hierarquizado de 6rgédos que se inter-relacionam, utilizando avancada linguagem
bioquimica. A compreensdo desse universo ainda € restrita, porém, nos ultimos
anos, a velocidade da aquisicdo de conhecimento se acelerou, resultando em
importantes consequéncias no desenvolvimento de projetos de pesquisa e
estudos do sistema reprodutor das diferentes espécies de animais domésticos
(BICUDO, 1999).

A regulacdo das atividades reprodutivas € um processo complexo que se
correlaciona com o controle do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, aos mecanismos
de feedbacks entre neurdnios e células secretoras e a capacidade dos tecidos-
alvo para detectar alteragcdes nas concentracdes de hormdnios circulantes
envolvidos na reproducdo. Esse sistema depende dos fluxos de sinais endocrinos
para a comunicacao entre seus componentes (BENITES, 2002).

Todos o0s segmentos do trato reprodutor da fémea canina sofrem
transformacdes estruturais, bioquimicas e funcionais em cada fase do ciclo estral,
assim como quando acometidos por alguma enfermidade.

O estudo aprofundado da fisiologia da reproducdo da espécie canina tem
sido cada vez mais realizado, visando utilizagdo deste modelo experimental para
estudo em humanos, preservacdo de material genético de diversas outras
espécies, como canideos selvagens (FELDMAN & NELSON, 2004), cruzamentos
intra e inter-racial para selecdo de caracteristicas desejaveis, e recuperacdo de
material genético de fémeas com importantes afec¢cdes no sistema reprodutor
(HISHINUMA et al., 2004), na procura de diagnosticos precoces, melhores

tratamentos e prognaosticos favoraveis dessas enfermidades.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia do aparelho reprodutor feminino

Durante a fase de desenvolvimento embrionario, duas cristas germinativas
originadas do mesoderma intermediario e localizadas na parte dorsal da cavidade
pélvica, ddo origem ao sistema reprodutivo fetal que, nesta fase, apresenta a
condicdo de bissexualidade embrionaria, podendo diferenciar-se em sistema
masculino ou feminino (PALHANO et al., 2003; HAFEZ & HAFEZ, 2004). Nesta
fase, o sistema reprodutivo € constituido de dois pares de ductos; os ductos de
Miller ou paramesonéfricos, base para a formacéao do trato reprodutor na fémea, e
os ductos de Wolff ou mesonéfricos, que formardo o trato reprodutor masculino,
duas gbnadas nao diferenciadas sexualmente, um sinus urogenital, um tubérculo
urogenital e pregas vestibulares (PALHANO et al., 2003; HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Na fémea, os ductos de Miiller desenvolvem-se em um sistema ducto-
gonadal e os de Wolff sofrem atrofia. Os ductos de Muller fundem-se caudalmente
para dar origem ao Utero, a cervix e a por¢cdo anterior da vagina. O oviduto torna-
se sinuoso e adquire epitélio diferenciado e fimbrias logo antes do nascimento. O
desenvolvimento dos ductos de Miller, apds estagio de bissexualidade é
independente de acdo hormonal, sendo este ducto capaz de crescimento
autbnomo, de espiralar-se e de diferenciar seu epitélio (HAFEZ & HAFEZ, 2004).
O sinus urogenital da origem ao vestibulo e uretra. As pregas de pele que
margeiam o sinus formam os labios vulvares e o tubérculo genital da origem ao
clitéris (PALHANO et al., 2003; HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O sexo do feto depende de genes herdados, da gonadogénese e da
formacdo e maturacdo dos orgaos reprodutores acessorios. A expressao do sexo
genético € um processo de desenvolvimento que depende do funcionamento das
gbnadas fetais e, ocasionalmente, da atividade do cértex adrenal (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).



A organizacdo final do individuo em relacdo ao sexo ocorre com a
diferenciacdo do hipotdlamo. A exposi¢cdo do hipotdlamo aos androgénios nas
proximidades do nascimento da origem ao hipotalamo do tipo macho. A conversao
de androgénios em estrogénios € essencial para que ocorra a masculinizacéo,
mediada por enzimas no tecido neural. Na auséncia de androgénios, o hipotalamo
organiza-se de modo feminino (DAVIDSON & STABENFELDT, 1999).

O conceito fundamental de organizacdo do sistema reprodutor em relacao
ao genotipo é que o sistema feminino € organizado na auséncia de testiculos. Um
individuo macho deve ter a intervencgdo ativa dos testiculos através da producdo
de androgénios e de enzimas teciduais apropriadas no interior da genitalia interna
para conversdo em androgénios mais potentes e, no interior do hipotalamo para
conversdo em estrogénios (DAVIDSON & STABENFELDT, 1999).

As células germinativas primordiais tém origem extragonadal e migram do
saco vitelinico mesentérico para as cristas genitais (BANKS, 1992, DAVIDSON &
STABENFELDT, 1999; HAFEZ & HAFEZ, 2004). Essas células germinativas
primordiais povoam os corddes sexuais que se formam na regido cortical das
gbnadas embriondrias a partir da proliferacdo de célula do epitélio celdmico da
crista germinal. Os corddes sexuais contribuem com células inicialmente
conhecidas como células foliculares e depois como células da granulosa, que
envolvem imediatamente o ovécito. O mesénquima da crista genital contribui com
células que se transformardo na teca. A estrutura inteira recebe o nome de
foliculo, que inclui ovécito, a granulosa e as células da teca (DAVIDSON &
STABENFELDT, 1999). Todos os 6vulos originam-se da populacdo original de
células germinativas da crista genital. As células foliculares que circundam o
ovocito desenvolvem-se da camada subjacente do epitélio germinativo, enquanto
que as células enddcrinas, células da teca e intersticiais, originam-se da medula
ovariana (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Ao nascimento uma camada de células foliculares circunda os ovocitos
primarios no ovario para formar os foliculos primordiais. De inicio, estes estédo

espalhados pelo ovario, porém, no recém-nascido os foliculos primordiais



localizam-se na zona cortical periférica, debaixo da tunica albuginea e
circundando a medula vascular (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2 Anatomia e histologia do trato reprodutor feminino

Os o6rgaos reprodutores das fémeas caninas incluem gbénadas femininas
pares, 0s ovarios, que desempenham funcdes endocrinas de producédo hormonal e
funcdes exdcrinas de producdo de gametas femininos (6vulos); tubas uterinas
pares, que capturam os Ovulos em sua liberacdo a partir dos ovarios e o0s
conduzem para 0S cornos uterinos, transportam espermatozdides e promovem
condicbes adequadas para que a fertilizacdo ocorra em seu interior; Gtero, que
possui funcédo de albergar concepto, promovendo nutricdo, protecdo e formacao
da placenta, funcao de transporte e selecao espermatica, controle do ciclo estral e
mecéanica do parto; cervix, vagina, vulva e glandula mamaria (DYCE et al., 2004,
HAFEZ & HAFEZ, 2004).

2.2.1 Ovérios

Os ovarios sdo estruturas pares constituindo-se na contraparte feminina dos
testiculos (BANKS, 1992). Possui funcdes enddécrinas, como producdo de
horménios, e funcdes exdcrinas, relacionadas a gametogénese (PALHANO et al.,
2003). A forma e o tamanho das génadas variam de acordo com a espécie animal
e fase do ciclo estral (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O ovario € uma estrutura macica, elipsoide e irregular devido a projecédo da
superficie de grandes foliculos e corpos luteos (DYCE et al., 2004). Localizam-se
préximos ou em contato com os polos caudais dos rins. Em conformidade com a
posicdo assimétrica dos rins, o ovario esquerdo situa-se mais caudal quando
comparado ao ovario direito (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003;
DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



Cortes transversais do ovario revelaram presenca de duas zonas; zona
central denominada por¢do medular, e zona periférica denominada cortex.

A superficie do cortex € revestida de camada Unica de epitélio cubico
simples (ECS) em sua maior extensdo ou pavimentoso em algumas regioes,
denominada erroneamente de epitélio germinativo (BANKS, 1992; BACHA &
BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al.,, 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Abaixo do “epitélio germinativo” ha uma
camada de tecido conjuntivo denso avascular, rico em células pequenas
distribuidas entre as fibras colagenas, cujas fibras colagenas correm paralelas a
superficie ovariana, denominada tunica albuginea (BANKS, 1992; BACHA &
BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004,
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008), responsavel pela cor esbranqui¢cada do ovéario
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Abaixo da tunica albuginea, ha uma regido
cortical, constituida de células fusiformes semelhantes a fibroblastos, dispostos
em um arranjo caracteristico, formando redemoinhos. Estes fibroblastos
respondem aos estimulos hormonais de um modo diferente dos fibroblastos de
outras regioes do organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A regiao cortical
(estroma) é composta de fibras colagenas delgadas, substancia fundamental,
feixes de células musculares lisas, numerosos foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, e corpo luteo, de acordo com a fase do ciclo estral. No cortex
encontram-se as glandulas intersticiais, bem desenvolvidas, composta de corddes
de células epitelidides, onde predominam os foliculos ovarianos que contém
ovocitos (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008). O cortex possui humerosos vasos linfaticos que estédo
intimamente ligados a teca externa dos foliculos em desenvolvimento. Os vasos
coalescem, passam radialmente pela medula, saem pelo hilo e drenam para os
linfonodos lombares (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et
al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Os foliculos primordiais, localizados principalmente abaixo da tunica

albuginea, possuem um od0cito primario, célula volumosa com nucleo grande,



nucléolo esférico e bem evidente, envolvido por uma camada Unica de células
achatadas, denominadas células foliculares escamosas simples. Uma lamina
basal separa as células foliculares do estroma ovariano (BANKS, 1992; BACHA &
BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004,
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Os foliculos primérios consistem de um od0cito
de maior tamanho, circundado por uma camada de células foliculares de formato
cubdide. Os foliculos primarios possuem zona pellcida entre odcito e as células
foliculares. A proliferacdo de células foliculares resulta na formacéao de um foliculo
multilaminar, denominado foliculo primario tardio. As células foliculares sdo agora
denominadas de células da granulosa, e as varias camadas de células da
granulosa sdo denominadas de zona granulosa. Uma camada de células
fusiformes semelhantes a fibroblastos do estroma ovariano formam uma camada
ao redor do foliculo, denominada teca folicular, separada das células foliculares
por uma membrana basal (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003;
DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Os foliculos secundéarios apresentam maior zona granulosa, com maior
namero de camadas de células da granulosa e cavidades denominadas antro
folicular, preenchido por fluido folicular. O odcito localiza-se em uma érea espessa
da zona granulosa, denominada de cumulus oophorus. A teca folicular se prolifera,
dividindo-se em duas camadas; teca interna, composta de células arredondadas; e
teca externa, constituida de células fusiformes. Os foliculos de Graaf ou foliculos
terciarios possuem od6cito secundario, o antro folicular aumenta de tamanho e a
zona granulosa se torna delgada e forma uma camada de espessura igual ao
redor do foliculo, que fica preso a zona granulosa por um “pediculo” de células
foliculares. O cumulus oophorus diminui, deixando o odcito circundado por uma
camada de varias células, a corona radiata. O corpo liteo € constituido de células
granulosas luteinicas e células tecais luteinicas (BANKS, 1992; BACHA & BACHA,
2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).



A parte interna do ovario é composta por uma regido medular que contém
tecido conjuntivo frouxo com um rico leito vascular (BANKS, 1992; BACHA &
BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004,
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A medular localiza-se na parte central do
ovario, é pequena, ricamente vascularizada e constituida por tecido conjuntivo
frouxo, pobre em células e rico em fibras elasticas. Encontra-se na por¢do medular
uma estrutura denominada rede ovariana revestida de epitélio cubdide. O hilo,
localizado na medular, constitui-se de tecido conjuntivo e escassos feixes de
células musculares lisas e células hilares (grupos de células epitelidides). Os
vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos do ovario ingressam na medular pelo
hilo. As artérias possuem diametro relativamente grande, emitindo ramificacdes
radiais destinadas ao cortex. O limite entre a regido cortical e a medular ndo é
muito distinto (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al.,
2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A artéria
ovariana penetra no 6rgao pelo hilo e se distribui para a regido medular. Ramos da
artéria ovariana prosseguem em direcdo a junc¢ao cortico-medular, formando um
plexo extenso do qual se originam vasos que irrigam a regido cortical. Esses
vasos corticais nutrem o0s elementos corticais, a teca dos foliculos em
desenvolvimento e em crescimento e os corpos luteos. Os capilares formam uma
trama esférica em torno dos foliculos em desenvolvimento. A medida que os
corpos lateos se desenvolvem, ramos derivados do leito capilar periférico formam
uma extensa rede capilar no interior do corpo liteo. O sangue é facilmente
desviado para o cértex. A drenagem venosa do coértex é semelhante a irrigacdo
arterial (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004;
HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

2.2.2 Tubas uterinas

As tubas uterinas sdo estreitas e geralmente muito tortuosas, € uma

estrutura muscular, dividida em trés porgdes; istmo (por¢cdo proxima ao corno



uterino), ampola (segmento intermediario) e infundibulo (préximo ao ovério). O
infundibulo possui forma de um funil de parede delgada e situa-se proximo ao polo
cranial do ovario. A borda livre do funil é “picotada” e os “picotes”, denominados de
fimbrias, entram em contato com a superficie do ovario, podendo aderir-se a esta
superficie. Um pequeno orificio na profundidade do funil, de localizacdo
abdominal, leva a parte tubular mais longa, dividida em dois segmentos
semelhantes. O segmento proximal, conhecido como ampola, é seguido pelo
istmo, mais contorcido e mais estreito (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003;
HIB, 2003; DYCE et al, 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

A parede da tuba uterina é composta de trés camadas; uma camada
mucosa; uma espessa camada de musculatura lisa disposta em uma camada
circular ou em espiral interna e uma camada longitudinal externa; e uma camada
serosa formada de lamina visceral de peritonio.

A mucosa tem dobras longitudinais, que atingem o centro da tuba uterina,
numerosas na ampola, que ficam menores nos segmentos da tuba mais proximos
ao Utero. A mucosa € formada de um epitélio colunar simples e de uma lamina
propria de tecido conjuntivo frouxo. O epitélio contém dois tipos celulares; tipo
ciliado e secretor (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et
al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Sao
comuns nucleos extrudados que surgem a partir das células epiteliais (BANKS,
1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ,
2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). O infundibulo apresenta grande
guantidade de células ciliadas e pouca quantidade de células secretoras, o0 istmo
apresenta grande quantidade de células secretoras e pequena quantidade de
células ciliadas (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE et al.,
2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Em mulheres,
os cilios se movimentam em dire¢do ao Utero, movimentando nesta dire¢cdo uma
pelicula de muco que cobre sua superficie. Este liquido consiste principalmente de

produtos das células secretoras, que estdo interpostas entre as células ciliadas.



No momento da ovulacdo, a tuba uterina apresenta movimentacdo ativa e a
extremidade afunilada da ampola, contendo numerosas fimbrias, se coloca perto
da superficie do ovario, favorecendo a captacdo do odécito que foi ovulado. A
secrecdo possui funcdes nutritivas e protetoras com relacdo ao odcito, e promove
ativacdo dos espermatozéides (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A fertilizagédo
ocorre na ampola; se a fertilizacdo ndo ocorrer, o oécito sofre autélise na tuba
uterina sem completar a segunda divisdo de maturacdo. A contracdo de musculo
liso e atividade das células ciliadas transportam o 00cito ou zigoto ao longo do
infundibulo e do restante da tuba uterina.

E revestida de camada serosa, delgada, constituida de tecido conjuntivo
frouxo e recoberta por epitélio cubico simples ou pavimentoso em algumas
regides. A camada serosa aumenta de espessura a medida que se aproxima do
corno uterino, reduzindo a luz do 6rgéo no istmo.

A camada muscular é constituida de células musculares lisas dispostas
em dois estrados; estrato interno, denominado camada muscular circular, mais
espessa, composta de grande quantidade de células musculares lisas dispostas
de forma circular; e estrato externo, denominado camada muscular longitudinal,
mais estreita, composta de fibras musculares lisas dispostas longitudinalmente. As
fibras musculares em ambas as camadas sao entremeadas por tecido conjuntivo
frouxo, que se continua com a lamina prépria. A camada muscular, assim como a
camada serosa, se torna mais espessa no istmo (BANKS, 1992; BACHA &
BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE ET AL., 2004, HAFEZ & HAFEZ, 2004;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

2.2.3 Corno uterino e corpo do utero

O utero se situa dorsal ao intestino delgado e consiste de um corpo bem
curto a partir do qual divergem dois cornos longos e esguios. O corpo se localiza
proximo da margem pubica, mas pode se encontrar em posi¢cdo abdominal ou
pélvica (DYCE et al., 2004).
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O corno uterino e corpo do Utero sdo constituidos de trés camadas;
perimétrio (camada serosa), miométrio (camada muscular lisa) e endométrio
(camada mucosa), constituida de epitélio de revestimento mais lamina propria de
tecido conjuntivo. O perimétrio € a camada externa composta de uma delgada
camada serosa, constituida de mesotélio e tecido conjuntivo ou, dependendo da
porcdo do 6rgdo, uma camada adventicia, constituida de tecido conjuntivo sem
revestimento de mesotélio. As outras camadas uterinas sdo 0 miomeétrio, uma
espessa camada de musculo liso, e 0 endométrio ou mucosa uterina (BANKS,
1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE ET AL., 2004; HAFEZ & HAFEZ,
2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O miométrio, a camada mais espessa do Utero, é composto de pacotes de
fibras musculares lisas separadas por tecido conjuntivo, em camada muscular
longitudinal, estrato vascular e camada muscular circular. A camada muscular
longitudinal externa € composta de fibras musculares lisas (FML) dispostas de
maneira circular e poucas fibras musculares lisas dispostas de maneira
longitudinal, entremeadas por fibras colagenas e tecido conjuntivo frouxo. O
estrato vascular é constituido de fibras musculares lisas dispostas de maneira
longitudinal, grande quantidade de vasos sanguineos e linfaticos. A camada
muscular circular interna é composta de fibras musculares longitudinais
entremeadas por fibras colagenas (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB,
2003; DYCE ET AL., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).

Durante a gestagdo ocorre hiperplasia do miométrio, com aumento do
namero de células musculares lisas e hipertrofia, que é o aumento destas células.
Durante esta fase, as células musculares lisas adquirem caracteristicas ultra-
estruturais de células secretoras de proteinas e sintetizam ativamente colageno.
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008), como ocorre na fase de diestro sem
gestacdo. Apos a gestacdo ocorrem degeneracdo e reducdo de algumas células
musculares lisas e degradacdo enzimatica de coldgeno (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).
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O endométrio consiste em epitélio e lamina propria que contém glandulas
tubulares simples que podem se ramificar nas por¢ges mais profundas (proximo
ao miométrio). As células que revestem a cavidade uterina se organizam em
epitélio colunar simples, formado de células ciliadas e células secretoras. O
epitélio das glandulas uterinas € semelhante ao epitélio superficial, mas células
ciliadas sao raras dentro das glandulas. O tecido conjuntivo frouxo da lamina
prépria é formado por fibras conjuntivas reticulares, rico em fibroblastos, com
abundante matriz extracelular (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003;
DYCE ET AL., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008) e
escassos vasos sanguineos. O tecido conjuntivo da lamina propria pode ser
subdividido em duas camadas; uma camada basal, mais profunda, adjacente ao
miométrio, constituida por tecido conjuntivo e porcéo inicial das glandulas uterinas;
e uma camada funcional, formada pelo restante do tecido conjuntivo da lamina
propria, onde se desembocam as glandulas, além do epitélio superficial (BANKS,
1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB, 2003; DYCE ET AL., 2004; HAFEZ & HAFEZ,
2004; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A camada funcional sofre mudancas
intensas durante o ciclo estral e a camada basal permanece quase inalterada
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Em mulheres, os estrégenos atuam no
endométrio induzindo proliferacdo celular. Durante a fase proliferativa o
endométrio € coberto por epitélio colunar simples. As glandulas, formadas por
epitélio colunar simples, tomam forma de tubos retilineos e seu limen é estreito.
As células epiteliais gradualmente acumulam cisternas de reticulo endoplasmatico
granuloso e o aparelho de Golgi aumenta de tamanho, em preparacdo para um
aumento da sua atividade secretora (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A fase
proliferativa é influenciada pela progesterona secretada pelo corpo lateo. Atuando
sobre glandulas que se desenvolveram pela acdo do estrogeno, a progesterona
continua estimulando as células glandulares. As células epiteliais comecam a
acumular glicogénio na porg¢do infranuclear. Em seguida, a quantidade de
glicogénio das células diminui, e produtos de secrecdo dilatam o lumen das

glandulas, que se tornam muito tortuosas. Nesta fase, sob acédo da progesterona,
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o0 endométrio alcanca sua maxima espessura como resultado do crescimento da
mucosa, do acumulo de secrecdo e do edema no estroma (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

2.3 Mecanismos endocrinos da reproducédo na fémea canina

O ciclo reprodutivo relaciona-se com varios fenébmenos como puberdade,
maturidade sexual, e senescéncia, relacionados com fatores ambientais,
genéticos, fisioldégicos, hormonais e comportamentais. O ciclo estral € regulado por
mecanismos endocrinos e neuroenddcrinos, principalmente  hormdnios
hipotalamicos, pelos esterdides secretados pelos ovéarios e gonadotrofinas
secretadas pela neurohipofise. A regulacdo desses diversos horménios durante o
ciclo estral requer um balanceamento entre complexas interagcdes hormonais,
como modificacdes nas taxas de sintese, liberacdo e degradacédo de varios outros
hormaonios envolvidos (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O eixo hipotalamo-hipofisario é a unidade funcional de integragdo dos
sistemas nervoso central e endocrino, que regula importantes funcdes
metabdlicas, como crescimento, lactacdo, reproducdo e equilibrio hidrico
(RIVERA-GONZALEZ et al.,, 2002), por meio dos hormdnios hipotalamicos
(horménio liberador de gonadotrofinas — GnRH), hipofisarios (hormdnio
luteinizante — LH e hormonio foliculo estimulante — FSH) e gonadais (estradiol -
E2, progesterona — P4 e inibina).

O horménio foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH) séo
chamados de gonadotrofinas por estimularem as células no interior dos ovarios e
testiculos (gbnadas). As gonadotrofinas sdo liberadas de maneira pulsatil na
circulacdo sistémica e atuam nas génadas regulando a gametogénese e secrecao
dos estrogenos gonadais (STANISLAUS et al., 1998). A liberacédo de FSH e LH da
hipdfise anterior € controlada pelo GnRH, que € secretado pelo hipotalamo em
resposta aos baixos niveis de LH ou FSH e sua liberacdo resulta em aumento na

secrecdo das gonadotrofinas. As concentragcdes de FSH e LH existentes no
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plasma sdo controladas por feedback negativo das génadas (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

O FSH estimula o crescimento e a maturacdo do foliculo ovariano ou
foliculo de Graaf. Este horménio por si s6 ndo causa secrecdo de estrégenos no
ovario, ao contrario, ele necessita da presenca do LH para estimular a produgéo
estrogénica (HAFEZ & HAFEZ, 2004). O FSH influencia a producgé&o de estrége no,
fazendo com que as células da granulosa convertam androgenos, produzidos pela
teca sob influéncia do LH, em estrogenos (FORTUNE et al., 2004). O FSH induz
receptores adicionais para o FSH, além de induzir a formagéo de receptores para
o LH, enquanto o LH diminui o nimero de receptores para FSH na granulosa
(STABENFELD & EDQVIST, 1996).

O LH secretado pela adeno-hipdfise, é regulado pela P4 e E2 ovarianos
(GOODMAN & KARSCH, 1980). Durante a maior parte do ciclo estral, ambos
hormoénios inibem a secrecdo de LH por meio de retroalimentacéo negativa sobre
o eixo hipotalamico-hipofisario. Niveis tbnicos ou basais de LH atuam em conjunto
com o FSH no sentido de induzir a secrecdo de estrégenos do foliculo ovariano
desenvolvido. O pico préovulatério do LH é responsavel pela ruptura da parede
folicular e ovulagéo (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

O aumento na concentracdo de estrébgeno provoca aumento ha
sensibilidade da hipdéfise anterior ao GnRH, resultando em aumento na liberacéo
de gonadotrofinas. A progesterona diminui a sensibilidade da hipéfise anterior ao
GnRH e a concentragcdo de LH e FSH diminuem. Essas influéncias,
particularmente do estrégeno, dependem da elevacao gradual das concentracfes
de estrégenos durante um periodo de tempo, que resulta no pico pré-ovulatério de
LH. Quando a concentragdo de estrogenos se encontra em niveis basais, com
curta duracdo, as secrecbes de LH e FSH sao suprimidas (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

O GnRH é um decapeptideo sintetizado por células neuroendécrinas na

area pré-optica do hipotalamo e apoés ser liberado sob a forma de pulsos (Clarke,
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1988) atinge a adenohipoéfise através do sistema porta-hipotalamico-hipofisario
(STANISLAUS et al., 1998).

Os ovérios sao responsaveis pela producao dos oécitos (gametogénese) e
esterdides sexuais femininos (GONZALEZ, 2002). Os estrogenos sdo produzidos
durante o desenvolvimento folicular por células secretoras de esterbides
localizadas entre os fibroblastos da teca interna; no decorrer da fase lutea séo
produzidas pelo corpo Idteo juntamente com a progesterona. A secrecéo
estrogénica do ovario € controlada pelos horménios hipofisarios. No utero, a acao
do estrégeno foi correlacionada a formacdo de um complexo estrogénico—
cromatina nos nucleos celulares, aumentando a sintese de RNA induzidas por
esses hormonios, que sdo dependentes de sintese protéica anterior (HAFEZ &
HAFEZ, 2004). O mecanismo de acdo do estrogénio no Utero é semelhante ao seu
mecanismo de acdo em outros tecidos. Sao produzidos pelos ovarios, placenta, e
cortex adrenal (GONZALEZ, 2002).

Os estrogenos, 17B-estradiol e estrona predominam em animais
domésticos ndo-gestantes e gestantes, respectivamente, e suas principais funcdes
€ induzir a proliferacdo celular e o crescimento de tecidos relacionados a
reproducdo. As respostas teciduais induzidas pelos estrégenos incluem a
estimulacdo do crescimento glandular endometrial, estimulagéo do crescimento de
ductos na glandula mamaria, aumento na atividade secretora dos ductos uterinos,
inducdo da receptividade sexual, regulacdo da secrecdo de horménio lutenizante
(LH) pela glandula pituitaria anterior, possivel regulacdo da liberacdo de PGF2a
pelo utero ndo-gravidico e gravidico e unido precoce da epifise com o corpo dos
0ssos longos, cessando 0 crescimento desses 0ss0s, anabolismo protéico e
atividade epiteliotréfica. O efeito anabdlico do estrogeno sobre as proteinas €
menos evidente que aquele associado a testosterona. Estd associado, mais
especificamente, aos 6rgdos sexuais do que a um efeito generalizado. A fungéo
epiteliotréfica manifesta-se no Utero, quando o epitélio da vagina se prolifera com
maior intensidade (GONZALEZ, 2002).
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7

O progesterona (P4), como os estrégenos, € um horménio esterdide
produzido pelo corpo luteo (CL) do ovario, placenta e cortex adrenal. As atividades
associadas a progesterona sao realizadas em associacdo aos estrogenos, e
normalmente requerem a prévia atuacdo de estrogenos. As funcdes da
progesterona incluem a promocdo do crescimento glandular endometrial,
estimulacdo da atividade secretdria do oviduto e glandulas endometriais para
produzir nutrientes para o desenvolvimento do embrido antes da implantacéo,
promocdo do crescimento I6bulo alveolar na glandula mamaria, prevencdo na
contratiidade do Uutero durante a gestacdo e regulacdo da secrecdo de
gonadotrofinas (GONZALEZ, 2002).

Outros horménios como TSH, prolactina, relaxina, PGF2a e ocitocina

exercem influéncia sobre o sistema reprodutor.

2.4 Puberdade

Puberdade é definida como o periodo no qual a capacidade reprodutiva é
atingida, reconhecida com o inicio do primeiro estro nas fémeas caninas
(JOHNSTON et al., 2001), quando séo capazes de liberar gametas e manifestar
caracteristicas de comportamento sexual completo, como monta e copula,
resultado de um ajuste gradativo entre 0 aumento da atividade gonadotrdéfica e a
habilidade das gbnadas em assumir simultaneamente a esteroidogénese e a
gametogénese (JOHNSTON et al., 2001).

Durante os primeiros seis meses de vida em filhotes da espécie canina,
ocorre 0 desenvolvimento e estabelecimento do eixo hipotalamico-hipofiséario-
gonadal, que é responsavel pela regulacdo hormonal da fase reprodutiva dos
animais. Na fase pré-puberdade os Orgaos sexuais desses animais ainda néo
atingiram sua completa maturagdo funcional, e os niveis de gonadotrofinas
permanecem baixos (HAFEZ & HAFEZ, 2004). No inicio da puberdade a
amplitude e frequéncia elevadas dos impulsos periddicos de gonadotrofinas,

resultante dos esterdides sexuais e do aumento na resposta de LH (HAFEZ &
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HAFEZ, 2004). O hipotalamo comeca a liberagéo pulsatil do GnRH. Os hormonios
esterdides sexuais (progestagenos, androgenos e estrogenos) sdo sintetizados
dentro dos foliculos ovarianos, sob influéncia do LH e FSH. Os andrégenos
(androstenediona e testosterona) sdo produtos intermediarios na sintese de
estrogénios e acredita-se que esta transformacédo seja um dos mecanismos
responsaveis pelo comportamento passivo caracteristico do estro. No entanto,
diferentemente de outras espécies, o LH ndo é essencial para a integridade
funcional e morfolégica do corpo lateo, e aparece mais como um hormdnio
luteotréfico facultativo, estimulando direta ou indiretamente a secrecdo de
progesterona. Nesta espécie, atualmente a prolactina tem sido implicada como o
principal horménio luteotréfico (MARTINS, 2007).

A fase de transicdo entre a infancia e a puberdade varia conforme raca,
peso e idade dos animais. Fémeas caninas iniciam a puberdade quando atingem
dois tercos do seu peso adulto final. Caes de pequeno porte atingem a puberdade
aos 6 e 8 meses de idade, de porte médio em 8 a 12 meses de idade e de grande
porte em 12 a 20 meses de idade (JOHNSTON et al., 2001).

Padrdes reduzidos ou incoerentes sado encontrados nas concentracoes
séricas de estradiol, LH e progesterona em fémeas puberes (JOHNSTON et al.,
2001).

2.5 Ciclo estral

O ciclo estral € o ritmo funcional dos 6rgéos reprodutivos femininos, definido
de acordo com modificacdes ciclicas na fisiologia e morfologia dos 6rgaos
genitais, caracteristicas comportamentais, citolégicas e enddcrinas, que se
estabelece a partir da puberdade (JOHNSTON et al., 2001; ANTONIOLLI, 2002;
OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2008).

As fémeas caninas domésticas apresentam dois ciclos estrais por ano,
podendo variar de um a quatro, dependendo da raca ou de caracteristicas

individuais dos animais (JOHNSTON et al.,, 2001). Por isso, sdo consideradas
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monoéstricas ndo sazonais, podendo apresentar ciclos em qualquer época do ano
(SOKOLOWSKI, 1977). No estro, dia zero do ciclo estral, é o periodo da fase
reprodutiva do animal no qual a fémea apresenta sinais de receptividade sexual,
seguida de ovulacdo (STABENFELDT & EDQVIST, 1996; ALVES et al., 2003).

O ciclo estral da fémea canina possui caracteristicas distintas de outras
espécies. A cadela é monociclica com sua fase luteinica considerada semelhante
em individuos gestantes e nao gestantes, apresentando periodo de varios meses
de quiescéncia (anestro) até o surgimento de novo ciclo (CONCANNON et al.,
1989). Os estadios e suas fases funcionais correspondentes sdo o proestro que
corresponde a fase folicular, estro e diestro que representam a fase luteinica e o
anestro que é descrito como uma fase de quiescéncia (ETTINGER, 1992). A
ocorréncia de estro (receptividade sexual) na fase luteinica é caracteristico da
cadela, pois este inicia-se com o declinio do estr6geno e aumento da
progesterona associado a uma onda pré-ovulatéria do hormdnio luteinizante (LH),
nao observado em outras espécies (CONCANNON et al., 1989).

2.5.1 Proestro

A fase de proestro é definida clinicamente como o estadgio do ciclo
responsavel por mudancas externas, que pode ter uma duracéo de trés a 21 dias,
com média de nove dias. Nesta fase, a fémea canina apresenta vulva edemaciada
e hipertrofiada, edema na regido perineal, cérvix dilatada, mucosa vaginal
congesta, corrimento vaginal sero-sanguinolento aquoso (FELDMAN & NELSON,
2004), resultante de diapedese eritrocitaria e ruptura de capilares subepiteliais,
devido as rapidas mudancgas que ocorrem no endométrio em resposta a secrecéo
folicular de estrégeno, o endométrio encontra-se espessado e ha aumento na
atividade glandular e no crescimento dos ductos e tubulos da glandula mamaria.
Essas alteracbes sdo causadas pelo aumento na concentracdo de estrogeno
nesta fase do ciclo estral. A manifestagdo comportamental da fémea caracteriza-

se pela atracdo do macho com recusa a cobertura, caracterizada por
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comportamento de fuga passiva, curvatura ipsolateral direita ou esquerda da
vulva, e desvio contralateral ou vertical da cauda, em resposta ao toque na fémea
(JOHNSTON et al., 2001; FELDMAN & NELSON, 2004).

O proestro representa a fase folicular, caracterizada por desenvolvimento
folicular ovariano, na qual a condicdo reprodutiva é predominantemente
determinada pelos niveis crescentes de estradiol produzido pelas células
granulosas dos foliculos ovarianos, até o amadurecimento e sua liberacdo do
ovario (CONCANNON et al., 1989). Nesta fase os valores hormonais séo: 0,2 a 2
ng/mL de progesterona, 50 a 100 pg/mL de estradiol, 100 ng/mL de FSH, 8,5
ng/mL de LH, 2 ng/mL de PRL e 0,3 a 1 ng/mL de testosterona (JOHNSTON et al.,
2001). O nivel maximo de estradiol sérico ocorre em 24 a 48 horas antes do
término do proestro e tem duracdo de dois dias, precedendo o pico pré-ovulatorio
de LH (VALTONEN & JALKANEN, 1993), retornando progressivamente as
concentracfes basais (15pg/mL) durante os préximos 5 a 20 dias (ETTINGER,
1992). No inicio do proestro observa-se uma série de pequenas, porém potentes,
ondas de LH (FELDMAN & NELSON, 2004), retornando a concentracdo basal em
seguida, e elevando-se em amplitude e frequéncia ao final do periodo, até
alcancar um pico em aproximadamente 48 horas antes da ovulacédo (ETTINGER,
1992). Esta onda pré-ovulatéria de LH tem uma duragdo de 24 a 72 horas
(CONCANNON et al., 1989) e é mais longa que a observada na maioria das
outras espécies (STABENFELDT & SHILLE, 1977).

2.5.2 Estro

A fase do estro, com duracdo média de uma semana, podendo variar de 3 a
21 dias, € caracterizada pela receptividade sexual e aumento crescente das
concentracbes plasmaticas de progesterona e declinio da concentracdo de
estrogeno circulante, (CONCANNON et al., 1989; FELDMAN & NELSON, 2004),
devido a luteinizacdo das células da granulosa dos foliculos maduros, que passam

a produzir progesterona. A queda nos valores de estradiol sérico e elevacao de
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progesterona resultam em feedback positivo sobre o hipotdlamo e hipdfise,
resultando na secrecdo de FSH e onda pré-ovulatéria de LH (FELDMAN &
NELSON, 2004).

A fémea manifesta edema de vulva, mucosa vaginal ligeiramente
hipocorada, corrimento vaginal de coloracdo amarelo palha ou sanguinolento e
atracdo do macho com aceitacdo de cobertura. A aceitacdo é caracterizada pela
lateralizacdo da cauda e apresentacdo da genitdlia externa para o macho
(FELDMAN & NELSON, 2004). O endométrio encontra-se nesta fase menos
edemaciado (ALLEN, 1995).

Na maioria dos ciclos, o pico pré-ovulatorio do horménio luteinizante (LH)
ocorre um dia antes da transicdo comportamental do proestro ao estro, embora o
inicio do estro e a primeira cobertura possam ocorrer 2 ou 3 dias antesou 4 a5
dias depois do pico de LH (CONCANNON et al.,, 1989). A ovulacdo, que é
espontanea na fémea canina, ocorre 24 a 72 horas apos a onda de LH (OLSON &
NETT, 1986; ETTINGER, 1992; FELDMAN & NELSON, 2004), entre o segundo ou
terceiro dia do estro (TSUTSUI, 1989), 24 a 48 horas apds a aceitacdo do macho
pela fémea (HOLST & PHEMISTER, 1971). A fémea canina ovula odcitos
primarios, e a primeira divisdo meidtica se completa no oviduto dentro de trés dias
apos a ovulacao (ETTINGER, 1992; BYSTED, 1999; FARSTAD, 2000; FELDMAN
& NELSON, 2004). Altos indices de fertilidade estdo associados a coberturas
ocorridas entre os dias zero a cinco apos o pico de LH (HOFFMANN et al., 1996;
FELDMAN & NELSON, 2004). No momento da onda pré-ovulatéria de LH, a
concentracéo de progesterona encontra-se em torno de 2 a 4 ng/mL, tal elevacéo
dos niveis séricos de P4 é responsavel pelo comportamento receptivo da fémea
ao macho (FELDMAN & NELSON, 2004).

Nesta fase os valores séricos de progesterona estdo compreendidos entre 5
e 10 ng/mL, 5 a 200 pg/mL de estradiol, 200 ng/mL de FSH, 8 a 50 ng/mL de LH, 2
ng/mL de PRL e valores inferiores de 0,1 ng/mL de testosterona (JOHNSTON et
al., 2001).
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2.5.3 Diestro

O diestro representa a fase lutea do ciclo estral, quando a influéncia
hormonal dominante é exercida pela progesterona, produzida pelos corpos luteos
(DYCE et al., 2004). Tem duracdo média 75 dias, podendo variar entre 60 a 90
dias (SILVA, 1995).

O diestro € caracterizado por reducdo progressiva do edema vulvar,
permanecendo dobras discretas na vulva, auséncia de secrecdes vaginais,
mucosa vaginal hipocorada, auséncia de atracdo dos machos e desenvolvimento
da glandula mamaria, com presenca ou auséncia de secrecéo lactea.

A progesterona durante o diestro atinge um pico maximo de 15 a 60 ng/mL
duas a trés semanas apoés o inicio deste estagio, o qual persiste por uma a duas
semanas, declinando gradualmente até atingir valores basais no final deste
periodo, enquanto os outros horménios encontram-se em concentragfes basais
(ETTINGER, 1992). O Uutero responde ao aumento da concentracdo de
progesterona mantendo a estrutura glandular e vascularizacdo adequadas para a
gestacdo. A duracdo do diestro, baseada na funcéo lutea, € similar para fémeas
gestantes e ndo gestantes (OLSON & NETT, 1986).

O inicio da formacdo dos corpos luteos se da através da luteinizacéo
folicular pré-ovulatéria, que se completa apds as ovulagdes, desencadeadas pelo
pico pré-ovulatério de LH. A duracdo do diestro varia conforme a classificacao
utilizada; duracdo de dois meses, considerando-se semelhanca ao periodo
gestacional; dois ou trés meses em funcdo do desenvolvimento da glandula
mamadria associado a pseudogestacdo, caracterizada ou ndo por sinais clinicos;
duracdo de 80 dias considerando-se o decréscimo da progesterona a valores
séricos de 1 ng/mL; duracdo de 100 a 160 dias, considerando-se reducdo nos
valores séricos de progesterona a valores basais de anestro, inferiores a
0,5ng/mL; ou duracdo de 120 a 140 dias, considerando-se o periodo de
efetividade da progesterona no miométrio (CONCANNON & DI GREGORIO,
1986).
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Os valores séricos de progesterona durante a fase de diestro compreendem
de 10 a 50 ng/mL, 5 a 20 ng/mL de estradiol, 100 ng/mL de FSH, 8,5 ng/mL de LH,
3 a 4 ng/mL de PRL e valores inferiores a 0,1 ng/mL de testosterona (JOHNSTON
et al., 2001).

2.5.4 Anestro

O anestro € a fase de quiescéncia reprodutiva. Em espécies monoéstricas,
como a espécie canina, um periodo longo de inatividade sexual ocorre antes que o
ciclo se renove (DYCE et al., 2004), associado a baixas concentragdes circulantes
de P4, estradiol e LH (JEFFCOATE, 1992), e altas concentracbes de FSH
(OLSON et al., 1982). E a fase do ciclo estral caracterizada por intervalo entre o
final da fase luteal na fémea n&o-gestante ou recém-parida, e o inicio da préxima
fase de proestro (JEFFCOATE, 1998), ou é considerada a fase de involucao
uterina, que se completa aos 120 dias do ciclo sem gestacdo e aos 140 dias do
ciclo com gestacao, podendo explicar o longo periodo de intervalo interestral em
fémeas caninas normais (FELDMAN & NELSON, 2004).

Nao ha diferencas clinicas aparentes entre um animal em final de diestro
nao gestante e um animal em anestro. Possui duracdo de um a seis meses, com
média de 125 dias (FELDMAN & NELSON, 2004).

Mudancas transcripcionais ocorrem nos receptores do FSH no anestro,
impedindo a resposta a estimulos gonadotréficos (MCBRIDE et al.,, 2001). De
acordo com KOOISTRA & OKKENS (2001) a progressao do inicio ao final do
anestro esta associada com aumento da secrecdo de FSH, sem aumento
concomitante de LH, indicando que o aumento de FSH deve ser considerado
como o evento critico para o inicio da foliculogénese e consequentemente término
do anestro. Em outros estudos envolvendo os aspectos endocrinologicos do
anestro em cadelas, foi observada auséncia de liberagédo ou circulagéo insuficiente

de gonadotrofinas, e responsividade reduzida dos ovarios as gonadotrofinas
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provocada pela prolactina, sugerindo que este hormoénio exerca papel inibidor
sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano (JEFFCOATE, 1993).

No inicio e meio do anestro as concentracdes de estradiol e progesterona
encontram-se basais, havendo elevacdo do estradiol no final desta fase. A
concentragcdo de FSH encontra-se basal no inicio e meio do anestro,
apresentando aumento no final deste periodo. Um discreto aumento periodico de
LH pode ser detectado durante o anestro, apresentando maior intensidade no final
desta fase (ETTINGER, 1992; KOOISTRA et al., 1999).

Os valores séricos de progesterona sdo inferiores a 0,1 ng/mL, 5 a 20
ng/mL de estradiol, 300 ng/mL de FSH, 8,5 ng/mL de LH, 2 ng/mL de PRL e
valores inferiores a 0,1 ng/mL de testosterona (JOHNSTON et al., 2001).

2.6 Citologia Vaginal

As fases do ciclo estral podem ser determinadas por macroscopia vulvar e
colposcopia associadas a citologia vaginal, a qual se baseia nas alteracdes
quantitativas e qualitativas das células, com a finalidade de detectar a fase do ciclo
estral, determinar a funcao folicular ovariana, a presenca de cistos foliculares e
avaliacdo indireta dos niveis de estrogenos (CASTRO et al., 1996; FELDMAN &
NELSON, 2004). A técnica de citologia vaginal é utilizada em associacdo a
observacdo dos sinais clinicos e anamnese associados ao sistema reprodutor
(OLSON et al., 1984, VANNUCCHI et al., 1997).

O epitélio vaginal é classificado histologicamente como epitélio estratificado
pavimentoso, particularmente sensivel as alteracfes hormonais (MIALOT, 1984).
A mucosa vaginal e as células epiteliais vaginais sofrem alteragdes morfologicas
sob a acdo das concentracdes crescentes de estrégenos, responsaveis por
estimular a proliferacdo do epitélio vaginal, que evolui de uma espessura de
poucas camadas celulares no anestro para uma espessura de 20 a 30 (até 100-
150) camadas de células no final do proestro. O “afastamento” das células

epiteliais da membrana basal epitelial acarreta um processo degenerativo de
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morte celular associado a queratinizagdo citoplasmatica, decorrente do
afastamento das células superficiais do aporte sanguineo. A variacdo na
guantidade de células superficiais (indice de queratinizacdo celular) ao longo de
esfregacos vaginais pode ser utilizada na determinacdo da fase do ciclo estral
(VANNUCCHI et al., 1997).

As células parabasais sdo as células vaginais mais saudaveis e de menor
tamanho, arredondadas ou ligeiramente ovais. Possuem grande nucleo vesiculado
e pouca quantidade de citoplasma. Sao as células que estdo em intimo contato
com o aporte sanguineo (FELDMAN & NELSON, 2004).

As células intermediarias podem atingir o dobro do tamanho das células
parabasais. Possuem aspecto arredondado ou ovalado, nucleo pequeno e
citoplasma amplo. Esta alteracdo da morfologia é o primeiro sinal de morte celular
(FELDMAN & NELSON, 2004).

As células superficiais s@o células mortas que revestem a parede vaginal
das fémeas caninas em estro. SA0 as maiores células e possuem bordas
citoplasmaticas angulares, planas, nitidas e nucleos geralmente picnéticos quando
presentes (FELDMAN & NELSON, 2004).

As células escamosas anucleares sédo células vaginais grandes, mortas,
irregulares, sem nucleo visivel, representando o final do processo iniciado com as
células parabasais. A morte celular ocorre devido a falta de suprimento sanguineo
na parede vaginal que se encontra espessada por acdo do estrégeno sérico
(FELDMAN & NELSON, 2004).

A citologia vaginal da fase de proestro é caracterizada pela presenca de
neutréfilos, hemacias, células parabasais, intermediarias, e superficiais. No final
do proestro os neutrofilos tendem a desaparecer e aumentam o nimero de células
intermediarias. As hemacias podem estar abundantes ou até mesmo ausentes. A
analise quantitativa e qualitativa das células varia de acordo com o estagio da fase
de proestro. O inicio da fase € caracterizado por um esfregaco vaginal com
variavel numero de células sanguineas, numerosas células parabasais e

intermediarias. Neutréfilos sdao comumente  encontrados, mas nao
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abundantemente, e bactérias podem ser visualizadas em pequenas ou grandes
quantidades. O fundo do esfregaco é aparentemente sujo, devido a presenca de
secrecdes cervicais e vaginais viscosas que se coram facilmente (JOHNSTON et
al., 2001). Na fase intermediaria do proestro a primeira evidéncia do efeito da acéo
continua do estrégeno na citologia vaginal é o desaparecimento dos neutrofilos,
visto que tais células neste momento ndo conseguem atravessar a espessa
parede de células. As células parabasais e intermediarias pequenas s&o
substituidas por células intermediarias grandes e por células superficiais ou
intermediarias. Eritrécitos podem ou ndo estar presentes, e o fundo pode continuar
sujo ou apresentar-se claro (JOHNSTON et al., 2001). A fase final do proestro é
caracterizada por esfregaco com auséncia total de neutrofilos, presenca variavel
de células sanguineas, e fundo claro. Mais de 80% das células sdo superficiais
com nucleos picnéticos ou anucleadas (JOHNSTON et al., 2001).

No estro a citologia apresenta poucas hemacias, 90% de células
superficiais, acidofilas e angulares e quantidade consideravel de bactérias. O
fundo do esfregaco é claro e ndo apresenta detritos celulares. O nucleo das
células é picnético, pequeno em relagdo ao tamanho das células, podendo muitas
vezes estar ausentes. As células tendem a agrupar-se (JOHNSTON et al., 2001).
Eritrocitos podem estar presentes em pequena quantidade e alguns esfregacos
estrais podem apresentar grande quantidade de bactérias. Neutrofilos ndo sdo
encontrados nesta fase do ciclo estral em condi¢cdes normais (BACHA & BACHA,
2003).

Durante o diestro ocorre uma alteracdo significativa no niamero de tipos
celulares epiteliais (BACHA & BACHA, 2003). A citologia vaginal caracteristica da
fase de diestro apresenta neutrofilos, células parabasais, 50% de células
intermediarias e 20% de células superficiais (JOHNSTON et al.,, 2001). Como
eritrocitos podem ser encontrados em esfregacos de fémeas caninas no inicio da
fase de diestro, ndo é possivel distinguir um proestro de um diestro com base em
um unico esfregaco (BACHA & BACHA, 2003).
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No anestro a citologia vaginal é caracterizada pela predominancia de
células parabasais, pequenas e redondas, nucleadas e basdfilas, e poucas células
intermediarias. O fundo do esfregaco apresenta-se mucoso (JOHNSTON et al.,
2001). Neutrdfilos e bactérias podem estar presentes em pequena quantidade
(BACHA & BACHA, 2003).

2.7 Piometra

A piometra é uma das afec¢cfes mais comuns na rotina clinica de pequenos
animais, principalmente em fémeas caninas (NISKANEM & THRUSFIELD, 1998).
Sua importancia esta relacionada a frequéncia e gravidade que ocorrem e seu
estabelecimento é resultado da influéncia hormonal, fatores de viruléncia e toxinas
secretadas pelos agentes infecciosos e capacidade individual do sistema imune
em combater essas infec¢coes (DE BOSSCHERE et al., 2002; WEISS et al., 2004;.
JONES et al., 2007). Em fémeas caninas com endotoxemia e efeitos sépticos da
piometra, varios sistemas e func¢des organicas, incluindo homeostasia, sdo
prejudicados (TANJA et al., 2006). A afeccédo, que progride para endotoxemia,
sepse, sindrome da resposta inflamatéria sistémica, apresenta grande risco de
morte, morbidade de 5 a 8% (NELSON & COUTO, 1998) e taxa de mortalidade de
4 a 20% (NELSON & COUTO, 1998; BRADY & OTTO 2001; EGENVALL et al.,
2001; HAGMAN et al., 2006). Quando a sepse esta associada a insuficiéncia renal
aguda, a taxa de mortalidade é de 62%, segundo BEHREND et al. (1996) e de
76% segundo VADEN et al. (1995).

A incidéncia é alta, EGENVALL et al. (2001) afirma que 25% das fémeas
caninas apresentam piometra antes dos 10 anos de idade. A afeccdo pode se
manifestar em qualquer idade, mas apresenta maior incidéncia em animais de
meia-idade ou idosos. NISKANEM & THRUSFIELD (1998) afirmam que 66% das
fémeas acometidas por piometra possuem idade superior a nove anos,
BOSSCHERE et al. (2002) afirma que a idade dos animais acometidos é de

aproximadamente 8,1+2,8 anos. Animais jovens podem apresentar essa afeccéo
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decorrente de tratamentos hormonais (MARTINS et al., 2002). Na Suécia, a
incidéncia é de 23 a 24% (FRANSSON & RAGLE, 2003).

A piometra se distingui na patogenia, sinais, tratamento e prognostico da
metrite pos-parto e mucometra (VERSTEGEN & DHALIWAL, 2008). Uma
associacao entre piometra e a afecgéo uterina mais comum em fémeas caninas, a
hiperplasia endometrial cistica, foi estabelecida. O processo degenerativo
progressivo desenvolvido pela hiperplasia endometrial cistica, decorrente de
distensdo glandular e fibrose, é proposto como lesdo inicial da piometra em
fémeas caninas, mediada por progesterona e agravada por estrogenos (BARRAU
et al., 1975; DE BOSSCHERE et al.,, 2001). NOMURA (1994) E NOMURA &
NISHIDA (1998) afirmam que a sequéncia determinada por progesterona
resultando em hiperplasia endometrial cistica, e hiperplasia endometrial cistica
resultando em piometra, pode ndo estar correta, e bactérias podem ser o agente
causador inicial. A infeccdo subclinica do utero ou do endométrio causada por
corpos estranhos no final do estro ou durante primeira metade do diestro
proporciona estimulo para hipertrofia e hiperplasia excessiva do endométrio, como
observado no momento da implantacdo do embrido. As secrecdes resultantes da
proliferacdo glandular endometrial epitelial e luminal podem iniciar o
desenvolvimento de piometra ou mucometra, dependendo se o agente promotor é
de origem bacteriana ou ndo, respectivamente (DE BOSSCHERE et al., 2001).
Essa hipdtese € suportada pela observacdo da piometra em animais jovens sem
histérico de terapia hormonal, onde a hiperplasia endometrial cistica ndo estava
presente (DE BOSSCHERE et al., 2001).

A piometra € uma inflamacdo supurativa e degenerativa do endométrio,
associada ou ndo ao miométrio, aguda ou crénica, caracterizada por acumulo de
exsudato nas glandulas endometriais e lumen uterino (FIENI, 2006). A resposta
exagerada do endomeétrio a exposicdo cronica de progesterona endogena ou
exégena, somadas aos efeitos do estrogeno enddgeno ou exdgeno, permite o
acumulo de secrecdes uterinas glandulares (VOORWALD et al., 2009),

desenvolvimento de criptas, cistos e reducdo da resposta imune local devido a
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degeneragédo tecidual (NOMURA & NISHIDA, 1998; DE BOSSCHERE et al.,
2001), que se repetem nos sucessivos ciclos reprodutivos, resultando em uma
evolucdo local crbnica, ocasionando comprometimento progressivo do local
(FIENI, 2006), proporcionando excelentes condi¢cbes para crescimento bacteriano
oriundo da flora vaginal, trato urinério ou fezes, resultando em bacteremia, afeccéo
hepatorrenal e toxemia (TONIOLLO et al., 2000; WEISS et al., 2004; FIENI, 2006;
JONES et al., 2007; VOORWALD et al., 2009).

Elevacédo das concentracdes de estrégenos é responsavel pelo aumento da
taxa de migracdo de neutrofilos para o lamen uterino promovendo efeito
bactericida, relaxamento e dilatacdo da cérvix, aumento da intensidade de
contracdo do miométrio promovendo drenagem do conteldo uterino durante a
fase de proestro e inicio de estro (FIENI, 2006), entretanto o estrégeno é
responsavel pela elevacdo da sensibilidade dos receptores uterinos a
progesterona, edema, aumento da vascularizacdo e proliferacdo endometrial,
resultando em hiperplasia do endométrio com o surgimento de criptas. Tais
alteracdes associadas as altas concentracdes de progesterona sérica no final do
estro e fase de diestro, que estimula a proliferacdo glandular, aumenta atividade
secretoria das glandulas endometriais, promove fechamento da cérvix, reducdo da
atividade leucocitaria, inibicdo da atividade contratii do miométrio impedindo a
drenagem de fluido intra-uterino, favorecem as modificagdes estruturais do Utero e
contribuem para o desenvolvimento da afeccdo (HARDY & OSBORNE, 1974;
JOHNSTON et al., 2001; FIENI, 2006). As concentracdes hormonais nas fémeas
acometidas por piometra sdo normais, a afeccéo é consequéncia da irregularidade
nos receptores endometriais de estrégeno e progesterona (SCHOON et al., 1992;
FALDYNA et al., 2001; STONE, 2003; ROOT KUSTRITZ, 2005).

O disturbio ocorre mais comumente no diestro, fase lUtea, caracterizada
pela ocorréncia de secrecdo ativa de progesterona, geralmente trés a seis
semanas apo6s o final do estro, podendo, contudo, aparecer no final do estro
(SLATTER, 2007; JOHNSON, 1995) ou inicio de anestro (NOAKES et al., 2001).

Nos casos de piometra diagnosticadas na fase de anestro (aproximadamente um
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terco dos casos), é incerto se os animais desenvolveram a afeccdo de forma mais
lenta, ou se ocorreu reducdo prematura da fase litea (NOAKES et al., 2001). O
encurtamento prematuro da fase litea pode ser induzido por producdo enddgena
de prostaglandinas em resposta a inflamacao uterina, como observado em outras
espécies (NOAKES et al., 2001).

Acredita-se que alguns fatores possam predispor ao desenvolvimento da
hiperplasia endometrial cistica e piometra, como pseudogestacao, irregularidade
de ciclo estral, condicdo de nulipara, administracdo exdégena de progestagenos
(FIENI, 2006) e idade da fémea canina (ALLEN, 1995).

Os sinais clinicos sdo bem descritos e derivam do sitio de infec¢cdo, como
descarga vaginal mucopurulenta ou serosanguinolenta, em 75% dos casos e dor
abdominal, e efeitos sistémicos como prostracdo, anorexia, polilria, polidipsia,
émese (JOHNSTON et al., 2001), desidratacao e hipertermia, em 20% dos casos
(VERSTEGEN et al.,, 2008). Endotoxinas, segmento de lipopolissacarideo da
membrana celular da bactéria gram-negativo, sdo liberadas para a circulacdo
durante crescimento ou morte bacteriana; possuem varias propriedades biolégicas
e sdo responsaveis pelos sinais sistémicos da piometra (GOODWIN & SCHAER,
1989), estando envolvida na patogénese da afeccdo, onde cdes nao sobreviventes
ao tratamento apresentam niveis plasméaticos elevados no momento do
diagnéstico (OKANO et al., 1998; HAGMAN et al., 2006). Em doses moderadas,
resultam em leucocitose, hipertermia, émese, prostracdo, hiporexia, hipotensao
progressiva, choque e 6bito (PANCIERA et al., 2003).

Muitas fémeas caninas com piometra apresentam leucocitose, neutrofilia,
monocitose, linfopenia (OHLSON, 2005), hipoalbuminemia, bilirubinemia,
hipercolesterolemia, aumento nos niveis séricos de ALP e AST e azotemia renal e
pré-renal (NOAKES, 2001; FRANSSON, 2003).

Até a presente data, a intervencao cirargica por meio de ovariohisterectomia
€ recomendada para pacientes em criticas condi¢cdes clinicas, entretanto,

pacientes em condi¢bes clinicas ndo muito graves, com alto valor zootécnico,
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podem ser submetidos a tratamento clinico e monitoracdo intensiva, para
assegurar cura completa e evitar recidivas (MEMON & MICKELSEN, 1993).

Atualmente, o estudo da etiopatogenia da piometra vem recebendo atencéo
especial por diferentes pesquisadores, face ao conhecimento limitado da
patogenia, bem como pelo advento de novas técnicas de biologia molecular que
tém possibilitado a melhor compreensdo do complexo hiperplasia endometrial
cistica/piometra (DE BOSSCHERE et al., 2001; FELDMAN & NELSON, 2004;
ARORA et al., 2006).

2.8 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica (IHQ), segmento da histoquimica, € um conjunto de
técnicas cuja crescente utilizacdo tem provocado grande impacto na patologia
humana e veterinaria, devido a sua elevada sensibilidade e especificidade
(OLIVEIRA, 1998). Teve origem na década de 40 com o desenvolvimento das
técnicas de imunofluorescéncia (COONS, 1961; GIMENO, 1995). A IHQ, além de
combinar técnicas anatdmicas, imunolégicas e bioquimicas, tem como principais
vantagens a localizacdo de componentes teciduais definidos (in situ) mediante o
emprego de anticorpos especificos, moléculas marcadoras e a utilizacdo de
amostras conservadas por diferentes métodos, como fixacdo em formol e
congelamento (GIMENO, 1995), possibiltando observacdo das alteracdes
patoldégicas ocorridas nos tecidos humanos e animais, devido a acao defeituosa de
moléculas, proteinas em sua grande maioria, as quais tém sido identificadas e
correlacionadas com as caracteristicas da doenca em questédo (PINHO, 2005).

Além de representarem uma importante ferramenta na area de pesquisas, a
imunoistoquimica é utilizada de forma frequente na definicdo de diagndsticos e
indicacao de tratamentos na pratica clinica (PINHO, 2005), por ser um método que
permite a localizacdo de substancias, como proteinas séricas, imunoglobulinas,

enzimas, horménios e patdgenos, em tecidos integros (GIMENO, 1995).
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2.9 CYR61

A proteina CYRG61 faz parte da familia das CCN (familia conectivo cisteina
nefroblastoma), caracterizada por 50 a 90% de homologia na sequéncia de
aminoacidos, entre Cystein rich proteins 61 (CYR61 - CCN1), Conective tissue
growth factor (CTGF - CCN2), Nephroblastoma-overexpressed gene (NOV -
CCNB3) e Wnt-induced secreted proteins-1 (WISP1 - CCN4), -2 (WISP2 - CCN5) e
-3 (WISP3 - CCN6) (PERBAL et al., 2003; BRIGSTOCK, 2003). A maioria dos
membros da familia CCN compartilha estrutura modular uniforme, exibindo
diversas funcbes celulares fisiolégicas e patoldgicas (BRIGSTOCK, 1999;
PERBAL, 2004). Os produtos da transducdo de membros da familia CCN séo
proteinas secretadas de 343 a 381 residuos aminoacidos, que compreendem
quatro modulos estruturais distintos, cada um contendo 38 residuos conservados
de cisteinas (SAKAMOTO et al., 2004). As proteinas, membros da familia CCN 1)
apresentam elevado grau de conservagdo entre os membros da CCN e entre
espécies, 2) sdo proteinas ricas em cisteinas e estruturalmente similares na
associacdo das moléculas a matriz extracelular, 3) sdo compostas de dominios
modulados multifuncionais, e 4) modulam func¢des diversas no comportamento
celular; crescimento, diferenciacédo, adesao, migracdo e mitogénese (KIREEVA et
al., 1996; BABIC et al., 1998; KOLESNIKOVA & LAU, 1998). Todos os membros
da familia CCN possuem peptideo sinalizador secretério no terminal N, indicando
que sao proteinas secretorias (XIE et al., 2001a,b).

A proteina CYR61 é um immediate early gene (IEG), reguladora de fatores
de crescimento, expressa em varios tipos celulares, como fibroblastos, células
endoteliais (KIREEVA et al., 1996) e osteoblastos (SCHUTZE et al., 1998), em
resposta a fatores de crescimento, citocinas (SAKAMOTO et al., 2004) e
estrégeno (LAU & NATHANS, 1987; SCHUTZE et al., 1998; TSAI et al., 2002). O
marcador CYR61 é codificado por um gene induzido por fatores de crescimento
que se associam com matriz extracelular e superficie celular (O'BRIEN et al.,
1990; MARTINERIE et al., 1997).
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A CYRG61 esta bem caracterizada como fungédo de ligante de integrina
(BABIC et al., 1999; JEDSADAYANMATA et al.,, 1999) e seus efeitos sé&o
mediados através desta ligacdo, conhecida por modular migracéo celular e fatores
de crescimento sinalizados em outros sistemas (GIANCOTTI & RUOSLAHTI,
1999). A proteina CYRG61, através de mecanismos mediados pela heparina
(BRIGSTOCK, 2003; PERBAL et al.,, 2003) e integrina, estd envolvido na
regulacdo de processos como proliferacao celular, diferenciacédo celular, sintese
de matriz extracelular (BRIGSTOCK, 1999; PERBAL, 2001), adesao celular,
protecdo contra apoptose, quimiotaxia, angiogénese (KIREEVA et al., 1996;
BABIC et al., 1998; KOLESNIKOVA & LAU, 1998), condrogénese (BABIC et al.,
1998), formacéo de tecido de cicatrizacao, fibrose e tumorgénese (BRIGSTOCK
2003). Promove quimiotaxia de fibroblastos aumentando o efeito mitogénico dos
fatores de crescimento sobre estas células (KIREEVA et al., 1996). O gene CYR61
codifica uma proteina rica em cisteina secretada por ligante da heparina
(KIREEVA et al., 1996) e se acumula apés ser secretada na matriz extracelular,
onde permanece estavel (YANG & LAU, 1991; KIREEVA et al., 1997), e
associada a superficie € rapidamente degradada por um mecanismo
desconhecido (YANG & LAU, 1991).

Apresenta-se em niveis baixos nas células em repouso, como fibroblastos
guiescentes, mas sao rapidamente induzidas em resposta ao fator de crescimento
epidermal (EGF) (SIMMONS et al., 1989; O'BRIEN et al., 1990), fator basico de
crescimento dos fibroblastos (bFGF), divisdo celular (O'BRIEN et al., 1990), em
resposta ao estrégeno no tecido uterino (RIVERA-GONZALEZ et al., 1998),
vitamina D3, nos osteoblastos fetais (SCHUTZE et al., 1998), fator a de necrose
tumoral e pelo fator Vll-a, interleucina-1 e trombina nos fibroblastos humanos
(O'BRIEN et al.,1990; PENDURTHI et al., 2000).

Este marcador tem alta expressdo no desenvolvimento de vasos
sanguineos, migracdo de células endoteliais, cicatrizacdo de feridas e
diferenciagcao progressiva de tumores e condrécitos (O’'BRIEN & LAU, 1992;
BABIC et al., 1998). No desenvolvimento embrionéario, a expressao da CYR61 é
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elevada em locais de neovascularizagéo e condensagao mesenquimal (O'BRIEN &
LAU, 1992) o que confirma seu papel na regulacdo de processos como
angiogénese, condrogénese (KIREEVA et al., 1996; BABIC et al., 1998; BABIC et
al.,, 1999) e tumorgénese (XIE et al.,, 200la,b; SAMPATH et al.,, 2001a,b;
MENENDEZ et al., 2003). A proteina também foi observada em todas as partes do
encéfalo de humanos adultos (NAUS et al.,, 2000), durante a diferenciacédo
neuronal das linhagens de células do hipocampo (CHUNG & AHN, 1998) e em
resposta a estimulacdo dos receptores muscarinicos de acetilcolina nas células
HEK293 (NAUS et al., 2000).

Apesar da CYR61 estar mais envolvida com desenvolvimento e
diferenciacdo embrionaria, se encontra presente em processos patologicos
(BRIGSTOCK, 1999). Pesquisas recentes indicam que a expressao aberrante da
CYR61 esta associada com diversas afec¢des, incluindo arteriosclerose
(HILFIKER et al., 2002; SCHOBER et al., 2002), reestenose vascular (WU et al.,
2002), trombose (PENDURTHI et al., 2000), neoplasia pancreatica e glioma (TSAI
et al.,, 2002; XIE et al., 2004; HOLLOWAY et al., 2005). XIE et al. (2004)
demonstrou que glioblastomas possuem alta expressdo de CYRG61, e os tumores
com alta expressdo possuem pior prognostico que 0s mesmos tumores com baixa
expressdo. Paradoxalmente, a proteina CYR61 age como supressor tumoral em
neoplasias de pulméo (TONG et al., 2001; TONG et al., 2004), devido a regulacéo
positiva de p53, p21 e decréscimo na atividade da kinase ciclina-dependentes
(TONG et al., 2001; TONG et al., 2004).

Foi identificada alta expressdo em neoplasias mamarias (SAMPATH et al.,
2001a,b; XIE et al., 2001a,b; MENENDEZ et al., 2003), como adenocarcinomas
mamarios (TSAIl et al., 2002; XIE et al.,, 2004; HOLLOWAY et al.,, 2005) e
expressado alta de CYR61 esta associada com neoplasias mamarias em estagios
mais avancados (XIE et al., 2001a,b; TSAI et al., 2002) e tipos tumorais que
metastizam para os 0ssos (SAMPATH et al., 2001a,b; XIE et al., 2001a,b;
PENDURTHI et al., 2000; WU et al., 2000; HILFIKER et al., 2002; SCHOBER et
al., 2002; MENENDEZ et al., 2003).



33

No trato reprodutor foi relatado importante expressdo da proteina no
desenvolvimento de alteragBes prostéticas, principalmente em hiperplasia
prostatica benigna (HPB) em humanos e cdes (SAKAMOTO et al.,, 2003;
SAKAMOTO et al., 2004b; OLIVEIRA et al., 2006), neoplasias prostaticas em caes
(OLIVEIRA et al., 2006) e em enfermidades uterinas e ovarianas em mulheres
(MACLAUGHLAN et al., 2007), como afec¢cbes do endométrio, com marcacao
positiva também em fémeas de babuino (Papio anubis) (GASHAW et al., 2006).

GELLHAUS et al. (2006) demonstrou que a proteina CYR61 se encontra
em niveis elevados na placenta de mulheres gestantes, mas em niveis baixos em
mulheres acometidas por pré-eclampsia.

CHIEN et al. (2004) verificou niveis baixos de CYR61 em neoplasias
endometriais, como o0 adenocarcinoma, e demonstrou que esta proteina suprime o
crescimento de células cancerigenas por promover apoptose das células de
carcinoma do endométrio. SAMPATH et al. (2001a,b) demonstrou expresséo
reduzida da CYR61 em leiomiomas uterinos comparados a miométrios normais
em mulheres. CHIEN et al. (2004) demonstrou reducdo na expressao do CYR61
em neoplasias endometriais, quando comparados & endométrios normais de
mulheres e ratas, pois a expressao forcada de CYR61 nas células cancerigenas
indiferenciadas inibiu o crescimento celular, reducdo na formacao tumoral e
promoveu apoptose de células cancerigenas endometriais.

PILARSKY et al. (1998) encontraram expressdo reduzida do CYR61 em
neoplasias prostaticas em homens, demonstrando que a baixa expressdo da
proteina pode promover crescimento tumoral e invasdo da neoplasia epitelial para
0S componentes estromais do érgao.

A endometriose é uma importante condicdo ginecologica estrégeno
dependente que afeta mulheres em idade reprodutiva, caracterizando fragmentos
de tecido endometrial em locais diferentes do limen uterino (GIUDICE & KAO,
2004). As lesbes de endometriose alteram o funcionamento do endométrio normal
mantendo um estagio estrogénico no tecido, prejudicando o estabelecimento de

uma prenhez. A expressao da CYR61 € maior no endométrio eutopico e ectopico
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de mulheres afetadas pela endometriose, quando comparadas as mulheres
normais (ABSENGER et al., 2004). A regulagdo da CYR61 pelo estrogeno foi
descrita nos endométrios ectopicos, mas o tratamento com GnRH1 agonista em
mulheres acometidas por esta afeccdo nao resultou em alteracdes na expressao
desta proteina nos endométrios ectépicos, sugerindo a existéncia de outros
fatores que regulam sua expressédo além dos horménios ovarianos (ABSENGER
et al., 2004). A identificacdo da expressdo elevada do gene ou proteina CYR61
sugere a predisposicdo das mulheres a desenvolverem endometriose. GASHAW
et al. (2006) utilizou fémeas de babuino (Papio anubis) como modelo experimental
devido a grande semelhanca com o ciclo menstrual das mulheres, evidenciando
em seu estudo que os niveis de CYR61 se encontram elevados nos endométrios
eutopicos e ectopicos dos animais induzidos experimentalmente a endometriose.
A expressdo aberrante de CYR61 € associada com parametros clinicos e
patologicos (XIE et al., 2001a,b), regulados por 17B-estradiol (SAMPATH et al.,
2001), como demonstrado em ratos (RIVERA-GONZALEZ et al., 1998) e mulheres
(SAMPATH et al., 2001; XIE et al., 2001a,b). O 17B-estradiol aumenta a expressao
do CYR61 em células normais ou neoplasicas de glandula mamaria. O CYR61
desenvolve papel importante na progressao tumoral, visto que a alta expressao
em células normais da glandula mamaria, resultaram em formacgdo tumoral em
camundongos, segundo XIE et al. (2001b). Tumores de mama que expressaram 0
CYR61 apresentaram maior expressao de receptores de estrogeno (ER), do que
0s tumores com baixa expressdo ou que ndo expressaram CYR61. XIE et al.
(2001b) afirma que o estrégeno atua através de um ou mais genes primarios
responsivos ao estrégeno, cujos produtos regulam a expresséo do CYR61.
PLANQUE & PERBAL (2003) e BRIGSTOCK (2003) afirmam que a CYR61
desempenha funcdes diferentes de acordo com o tecido de origem, assim como
outros membros da familia de proteinas CCN. As propriedades biolégicas dessas
proteinas dependem da interacdo molecular aplicada, para resultar em efeitos

negativos ou positivos ao tecido.
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Varias fungbes mediadas pela CYR61, como crescimento tumoral,
angiogénese e neovascularizacdo, sao especificamente inibidas pelo anticorpo
anti-CYR61 e/ou anticorpos anti-integrina (BABIC et al., 1998; TSAI et al., 2000;
SAMPATH et al., 2001). Portanto, a inibicado da ligacdo da CYR61 ao seu receptor,
interferindo em uma ou mais vias intracelulares mediadas por CYRG61, e/ou a
supressao da producdo de CYRG61 pelas células, sdo consideradas alvos de varios
projetos de pesquisa (SAKAMOTO et al., 2003).

[ll. OBJETIVO

Objetivou-se com este trabalho determinar a marcacéo da proteina CYR61,
por meio de IHQ, nos 6rgdos reprodutores de fémeas caninas pré-puberes,
fémeas nas diferentes fases do ciclo estral e acometidas por piometra; identificar e
avaliar a acdo da CYR61 atuando como potente regulador na iniciacdo e
progressao da hiperplasia endometrial cistica e piometra e determinar a influéncia
e correlacdo de diferentes niveis séricos de 173-estradiol e progesterona sob a
expressao da proteina CYR61 nos 6rgéos reprodutores.

IV. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido com a devida aprovacido da Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal no uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — Campus de Jaboticabal (FCAV/UNESP), protocolo numero 007834-
09, no Setor de Obstetricia Veterinaria e Reproducdo Animal do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel’, em parceria com o Laboratorio de
Imunoistoquimica Veterinaria do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria
(FCAV/UNESP), Laboratorio de Histologia e Embriologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (FCAV/UNESP), Associacdo Protetora dos Animais
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de Jaboticabal (APA) e Servico de Patologia Veterinaria, do Departamento de
Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Campus
de Botucatu (FMVZ/UNESP).

4.1 Selegdo dos animais

As amostras do trato reprodutor das fémeas caninas pré-puberes e nas
diferentes fases do ciclo estral foram obtidas durante ovariohisterectomias (OH)
eletivas no Servico de Obstetricia e Reproducdo Animal do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV/UNESP) — Campus de Jaboticabal, e no Projeto de Esterilizacdo Animal da
Associacao Protetora dos Animais (APA) de Jaboticabal.

As fémeas caninas selecionadas para este estudo, para comporem 0S
grupos das fémeas normais nas diferentes fases do ciclo estral, eram animais
higidos, sem qualquer alteracdo ou afec¢cdo no trato reprodutor ou em outros
sistemas. Sessenta e uma fémeas (n=61) com idade compreendida entre dois e
cinco anos, pesando entre 5 e 35kg, foram separadas em grupos, de acordo com
a fase do ciclo estral que se encontravam, 13 fémeas em fase de proestro, 16
fémeas em estro, 16 fémeas em diestro e 16 fémeas em anestro. Quinze fémeas
caninas (n=15) eram animais pré-puberes, com até cinco meses de idade, sem
restricdo de peso. Os animais eram submetidos a exames clinicos e laboratoriais
para confirmacdo da higidez, e submetidos ao protocolo anestésico adequado
para cada caso. As 61 fémeas caninas selecionadas para comporem 0S grupos
das diferentes fases do ciclo estral foram selecionadas entre 200 fémeas caninas,
submetidas a histérico reprodutivo detalhado, exame de macroscopia vulvar,
citologia vaginal, dosagem de progesterona e estradiol. Foram selecionadas as
fémeas que apresentavam citologia vaginal, dosagem sérica de progesterona e
estradiol caracteristicas com a fase do ciclo estral a qual se encontravam;
portanto, foram selecionadas fémeas na fase intermediaria do proestro,

intermediaria do estro, nas trés primeiras semanas da fase de diestro e fase
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intermediaria do anestro. Devido ao grande numero de fatores que influenciam no
resultado das dosagens séricas hormonais de progesterona e estradiol, foram
padronizados os horarios da coleta de sangue, entre oito e dez horas da manha,
em dias com temperatura ambiente entre 27 e 32°C.

Foram utilizadas vinte e quatro fémeas caninas acometidas por piometra
(n=24), atendidas no Setor de Obstetricia Veterindria e Reproducdo Animal do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”’, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV/UNESP) — Campus de Jaboticabal. A afeccdo era
diagnosticada por meio do histérico do animal, sinais clinicos, exame fisico,
exames laboratoriais e exames de imagem (radiografia e ultrassonografia
abdominal). Os animais eram estabilizados e submetidos a ovariohisterectomia

terapéutica de emergéncia.

4.2 ldentificagdo da fase do ciclo estral

As fases do ciclo estral foram identificadas por meio do histérico do animal,
macroscopia vulvar, dosagem de progesterona e por citologia vaginal,
confeccionando-se quatro esfregacos, dois corados por coloracdo de Pandtico
Rapido (Triariimetano 0,1%, Xantenos 0,1% e Tiazinas 0,1%, 620100, Laborclin,
Pinhais, PR, Brasil), e dois por coloracdo de Papanicolaou (Tincion Rapida —
Hemacolor®, n° 1116610001, Merck, KGaA, Darmstadt, Alemanha), onde as

células eram analisadas quantitativamente e qualitativamente, conforme Figura 1.
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Figura 1. Citologia vaginal de fémea canina, Pandtico Rapido, 10x e 40x. (A) Prdéestro:
eritrécitos, células intermediarias e superficiais nucleadas e anucleadas, 40x. (B)
Estro: células superficiais nucleadas e anucleadas, 10x, (C) Diestro: células
parabasais, células intermediarias, células superficiais, 10x, (D) Anestro: células
parabasais e células intermediarias, 10x (E e F) Piometra: células parabasais,
células intermediarias, células superficiais, neutréfilos, bactérias e eritrécitos, 10x e
40x respectivamente.
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4.3 Coleta do material

Foram coletadas amostras dos ovarios, tuba uterina, cornos uterinos e
corpo do utero, de todas as fémeas nas diferentes fases do ciclo estral e das 15
fémeas pré-puberes, totalizando 76 fémeas caninas saudaveis (n=76) e amostras
de 24 fémeas caninas acometidas por piometra (n=24), totalizando 100 fémeas
caninas utilizadas (n=100). Foram utilizadas uma amostra de cada tecido (ovario,
corno uterino, corpo do Utero e tuba uterina), quatro amostras por animal,
totalizando 400 amostras (n=400).

Apébs ovariohisterectomia pela técnica usual, como demonstrada na Figura
2, fragmentos de 0,5x1,5cm de tecido dos ovarios, tuba uterina, corno uterino e
corpo de utero, foram fixados em solucdo de formaldeido 10% tamponada com
fosfatos (pH 7.4) e armazenados em potes coletores por 24 horas. Apés fixacao,
as amostras foram submetidas a cortes longitudinais de aproximadamente 3mm
de espessura de cada tecido. Os cortes foram armazenados em cassetes
previamente identificados e mantidos em alcool 70% por 24 horas até o

processamento histoldgico.
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Figura 2. Cirurgia de ovariohisterectomia, realizada no Setor de Obstetricia
Veterinaria e Reproducé@o Animal, do Hospital Veterinario da FCAV
— UNESP. Arquivo pessoal. (A) OH eletiva, anestro. (B) OH
terapéutica para piometra e, (C) terapéutica para piometra.

4.4 Dosagem de progesterona e estradiol

Foram coletados de 5 a 10mL de sangue de cada fémea canina, antes do
procedimento anestésico. O sangue era armazenado temporariamente em tubo de
ensaio de vidro e centrifugado por 20 minutos em velocidade de rotagdo de 1400g,

2mL de soro foram armazenados em eppendorf e enviados sob refrigeracéo, para
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dosagem de progesterona e estradiol pelo método de quimioluminescéncia no
Laboratorio Alvaro — Centro de Andlises e Pesquisas Clinicas, localizado na

cidade de Cascavel — PR.

4.5 Processamento do material

A preparacdo das laminas histologicas foi desenvolvida no laboratério de
Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV -
UNESP, através da técnica de rotina histolégica descrita por TOLOSA et al.
(2003), que compreende a desidratacdo dos tecidos, diafanizacao, infiltracdo e
inclusdo em Histosec®, para confeccdo dos blocos. Os blocos foram seccionados
no microtomo para obtencdo de cortes de 4um de espessura, dispostos em
laminas de vidro previamente preparadas com Poli-L-Lisina (P8920, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), para as laminas submetidas a técnica de

imunoistoquimica.

4.6 Coloracdo em Hematoxilina de Harris e Eosina de Lyson (HE)

Para coloragdo em Hematoxilina de Harris e Eosina de Lyson, as 400
laminas foram previamente desparafinizadas, hidratadas e coradas com
Hematoxilina Monohidratada (59380025, Merck, KGaA, Darmstadt, Germany), e
Eosina de Lyson (59350025, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). As laminas

coradas foram desidratadas, diafanizadas e montadas em laminula.
4.7 Imunoistoquimica
A técnica de IHQ foi fundamentada no sistema polimero-peroxidase (Dako

Envision System) e desenvolvida no Laboratério de Imunoistoquimica, do

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, da FCAV — UNESP.
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As 400 laminas foram mantidas em estufa a 60°C por duas horas, com
subsequente desparafinizacao dos cortes com banhos de xilol PA duas vezes — 30
minutos cada, solucdes decrescentes de alcool (absoluto PA 99,5% trés vezes —
10 minutos cada, 95% - 10 minutos, 80% - 10 minutos e 70% - 10 minutos),
seguidos de lavagem em agua destilada. A peroxidase enddgena foi neutralizada
utilizando solucdo de 5% de peroxido de hidrogénio PA 30% (P2233.01.BJ,
Labsynth, Diadema, SP, Brasil), diluido em &lcool metilico PA (A1085.01.BJ,
Labsynth, Diadema, SP, Brasil), duas vezes, por 10 minutos. Apos trés lavagens
de 5 minutos em solugéo PBS (pH 7.4), foi realizada a recuperagao antigénica por
meio de solucao tampéo de citrato de sddio (pH 6.0) em panela de pressao por 3
minutos apos atingir temperatura de 120°C. As laminas foram mantidas em
temperatura ambiente por 30 minutos e lavadas trés vezes de cinco minutos em
solucdo PBS (pH 7.4). As proteinas inespecificas foram bloqgueadas com Protein
Block (X0909, Dako, Carpinteria, CA, USA) por 30 minutos a temperatura
ambiente em sistema umido e fechado.

O anticorpo anti-CYR61 foi diluido em 1:300, em Antibody Diluent with
Background Reducing Components (S3020, Dako, Carpinteria, CA, USA) e
adicionado aos cortes para incubacdo em sistema Umido e fechado, por toda
noite, a temperatura de 4°C. Apds permanéncia em temperatura ambiente por 30
minutos, as laminas foram lavadas com solucdo de PBS (pH 7.4) trés vezes por
cinco minutos para subseqguente adicdo do anticorpo secundario Envision+Dual
Link System-HRP (K4061, Dako, Carpinteria, CA, USA), mantido sob os tecidos
por um periodo de uma hora a temperatura ambiente em sistema Umido e
fechado. Apos trés lavagens de cinco minutos com solucédo de PBS (pH 7.4), a
reacdo foi detectada pela adicdo de 3,3 “dihydrate diaminobenzidine-
tetrahydrochloride” (DAB, Dako, Carpinteria, CA, USA) aos cortes por dois minutos
e a contracoloracgéao foi realizada com hematoxilina de Harris.

O controle negativo foi realizado com os cortes de ovéario, tuba uterina,

corno uterino e corpo do utero, com a substituicdo do anticorpo anti-CYR61 por
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imunoglobulina de coelho disponivel no Universal Negative Control Rabbit (N1699,
Dako, Carpinteria, CA, USA), nas mesmas condi¢des do anticorpo primario.
As laminas foram montadas com Entellan (107960, Merck, KGaA,

Darmstadt, Germany) e laminulas.

4.8 Analise morfolégica

As laminas coradas em HE foram analisadas no Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, em microscopio Nikon Eclipse E200
trinocular, com camera digital Moticam 2300, 3.0MP. Foram realizadas analise
qualitativa e descritiva dos componentes estruturais dos 6rgaos reprodutores nas
diferentes fases do ciclo estral, pré-puberdade e piometra.

As laminas de IHQ foram analisadas no Laboratério de Morfometria do
Servico de Patologia Veterinaria, do Departamento de Clinica Veterinaria, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/UNESP, Campus de
Botucatu, em microscépio LEICA Qwin Plus DMR - DFC500.

4.9 Analises imunoistoquimica

4.9.1 Analise subjetiva de intensidade e distribuicdo marcacéo positiva

Foram realizadas analise subjetiva de intensidade e distribuicdo de
marcacao, por dois observadores diferentes em microscopio Nikon Eclipse E200
trinocular; e analise morfométrica de area e porcentagem de area com marcacao
positiva para o anticorpo anti-CYR61, realizada no programa Leica QWin Plus
V3.5.0, em microscopio LEICA Qwin Plus DMR - DFC500.

A andlise subjetiva de intensidade de marcacéo foi realizada através da
atribuicdo de nimeros de um a trés, correspondendo a marcacao fraca, moderada

e forte, respectivamente, em cada componente estrutural dos 6rgaos reprodutores,
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como demonstrado nas Figuras 3, 4 e 5. A analise subjetiva de distribuicdo da
marcacdo foi realizada através da atribuicho de numeros de um a cinco,
correspondendo a marcacédo de 1 a 5% das células do componente analisado, 6 a
25%, 26 a 50%, 51 a 75% e 76 a 100% respectivamente. Os componentes
estruturais de cada 6rgdo feminino foram observados em objetiva de 40x para

conferir a localizagdo da marcacgéo positiva na célula.
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Figura 3. Expressdo do CYR61 nos ovérios das fémeas caninas, 10x e 20x. (A e B) Marcacgéo
forte: foliculos ovarianos, fibroblastos, glandulas intersticiais e epitélio ctbico simples,
20x e 10x respectivamente, (C e D) Marcacdo moderada: foliculos ovarianos,
fibroblastos da regido cortical, glandulas intersticiais e epitélio cubico simples, 20x e 10x
respectivamente, (E e F) Marcagéo fraca: foliculos ovarianos, corpo ldteo, fibroblastos
da regido cortical e epitélio cibico simples, 20x e 10x, respectivamente.
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Figura 4. Expressdo do CYR61 nos ovarios das fémeas caninas, 10x, 20x e 40x. (A) Marcacéao
forte: corpo luteo, 20x, (B) Marcagao forte: foliculo ovariano priméario multilaminar, 40x,
(C) Marcacdo moderada: corpo lateo, 20x, (D) Marcagdo moderada: foliculo ovariano
primério multilaminar, 40x, (E) Marcagéo fraca: corpo lateo, 20x, e (F) Marcagao fraca:
foliculo ovariano primério multilaminar, 10x.
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Figura 5. Express@o do CYR61 no corno uterino e corpo do Utero (10x), e tuba uterina (20x) das
fémeas caninas. (A) Marcacéo forte: epitélio cubico simples e fibras musculares lisas da
tuba uterina, (B) Marcacéo forte: glandulas endometriais, epitélio de revestimento, fibras
musculares lisas e fibroblastos, (C) Marcagdo moderada: epitélio cubico simples e fibras
musculares lisas da tuba uterina, (D) Marcacdo moderada: glandulas endometriais,
epitélio de revestimento, fibras musculares lisas e fibroblastos, (E) Marcagéo fraca:
epitélio cubico simples e fibras musculares lisas da tuba uterina e (F) Marcagéo fraca:
glandulas endometriais, epitélio de revestimento, fibras musculares lisas e fibroblastos.
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Os componentes estruturais de cada 6rgdo feminino foram subdivididos
para avaliacdo da intensidade e distribuicdo da marcacdo positiva conforme o
Quadro 1.

Quadro 1. Relagdo das estruturas e componentes avaliados na analise de intensidade e
distribuicdo de marcacéo positiva, em cada tecido.

Ovério Corno Uterino Corpo do Utero Tuba Uterina
Epitélio Germinativo Perimétrio Perimétrio Serosa
(ECS) (TC) (TC) (TC e ECS)
Tunica Albuginea Miométrio Longitudinal Miométrio Longitudinal Miométrio Longitudinal
(TC) (FML) (FML) (FML)
Estroma Estrato Vascular Estrato Vascular Mesométrio
(FB) (FB) (FB) (TC, FB)
Fo(llct::g;os Vasos Sanguineos Vasos Sanguineos Vasos sanguineos
(MLA) (MLA) (MLA)
(%ngl‘éjieeo) Miométrio Circular Miométrio Circular Miométrio Circular
(FML) (FML) (FML)
Glandulas Intersticiais Lamina Prépria Lar(rjljgaePFrCég)rla Lamina Propria
(CCs) (TC e FB) (TCeFB)
\Vasos Sanquineos Glandulas endometriais Glandulas endometriais Epitélio de revestimento
9 (CCS) (cCS) P

(MLA)

Epitélio de revestimento
(CCs)

(ECS)

Epitélio de revestimento
(CCs)

As andlises referentes a intensidade e distribuicdo de marcacdo positiva,
por meio das variaveis ML (miométrio longitudinal), MC (miométrio circular), EV
(estrato vascular), LP (lamina prépria), GE (glandulas endometriais) e ER (epitélio
de revestimento), referentes ao corno uterino e corpo do Utero, EG (epitélio
germinativo), E (estroma), F (foliculos), CL (corpo Iuteo) e GI (glandulas

intersticiais), referentes ao ovario e variaveis S (serosa), ML (miométrio
longitudinal), MC (miométrio circular), LP (lamina prépria) e ER (epitélio de
revestimento), referentes a tuba uterina, foram analisadas pelo teste de qui-

quadrado, com nivel de significancia a 5%.
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4.9.2 Analise de &rea a porcentagem de area com marcacao positiva

Para realizacdo das analises de area e porcentagem de area com
marcacado positiva nas 100 laminas de tuba uterina, das fémeas caninas nas
diferentes fases do ciclo estral e fémeas caninas acometidas por piometra, foram
capturadas, através de camera digital em microscépio LEICA Qwin Plus DMR -
DFC500, cinco fotos, englobando miométrio e endométrio, de cada lamina de tuba
uterina em aumento de 20x, obtendo measure frame de 265041,03 pm?. As
medidas foram efetuadas em cada foto, por meio do programa Leica QWin Plus
V3.5.0, como demonstrado na Figura 6.

Para as andlises das 100 laminas de ovario, foram capturadas cinco fotos
da regido do cortex ovariano em aumento de 10x, obtendo measure frame de
1060164.13 um?, como demonstrado na Figura 7.

Para as andlises das 100 laminas de corno uterino e 100 laminas de corpo
do atero, foram capturadas cinco fotos da regido do miométrio e mais cinco fotos
da regido do endométrio uterino, totalizando 10 fotos de cada lamina de corno
uterino e 10 fotos de cada lamina de corpo do Utero, em aumento de 10x nas
fémeas das fases de proestro, estro, diestro, anestro e fémeas acometidas por
piometra (measure frame de 1060164.13 um?), e em aumento de 20x em fémeas
pré-plberes (measure frame de 265041,03 pm?).

Apos captura das fotos por meio do programa Leica QWin Plus V.3.5.0, as
imagens foram analisadas neste mesmo programa automatico em processamento
binario aRGB. Em cada imagem, alguns nucleos de células com marcacéo
positiva eram selecionados e o programa identificava automaticamente todos os
ndcleos com um intervalo pré-determinado da intensidade de coloragdo em tons
de vermelho e marrom (DAB) selecionada, obtendo medidas de area e
porcentagem de area marcada. Apos obtencdo das medidas de nudcleo, eram
selecionados citoplasmas de algumas células com marcagdo positiva, e 0
programa identificava automaticamente todos os citoplasmas com um intervalo

pré-determinado da intensidade de coloracdo em tons de vermelho e marrom
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(DAB) selecionada, resultando em medidas de area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva na imagem, como demonstrado nas Figuras 8, 9
e 10..



Figura 6. Analise morfométrica de area e porcentagem de area com marcagao
citoplasmatica positiva do CYR61, na regido do endométrio e
miométrio da tuba uterina, das fémeas caninas, 20x. (A e E)
expressdo da proteina no epitélio de revestimento, fibroblastos e
fibras musculares lisas, (B e F) selecdo do nucleo das células que
expressaram a proteina, (C e G) selecdo do citoplasma das células
com marcacdo positiva, (D e H) identificacdo da éarea nuclear e
citoplasmatica das células com expressao do CYR61.
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Figura 7. Analise morfométrica de &rea e porcentagem de &rea com marcacgao
citoplasmatica positiva na regido cortical do ovario, das fémeas
caninas, 10x. (A e E) expressdo da proteina nos componentes
estruturais da regido cortical dos ovérios, (B e F) selecdo do nucleo
das células que expressaram a proteina, (C e G) selecdao do
citoplasma das células com marcagédo positiva, (D e H) identificagédo
da area nuclear e citoplasméatica das células com expressdo do
CYRG61.
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Figura 8. Andlise morfométrica de area e porcentagem de area de marcacgao
citoplasmatica positiva, na regido do endométrio do corno uterino e
corpo do utero, das fémeas caninas, 10x. (A e E) expressdo da
proteina no epitélio de revestimento, glandulas endometriais e
fibroblastos, (B e F) selecdo do nucleo das células que expressaram a
proteina, (C e G) selecao do citoplasma das células com marcagéo
positiva, (D e H) identificacdo da area nuclear e citoplasmética das
células com expressédo do CYR61.
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Figura 9. Analise morfométrica de area e porcentagem de area com marcagao
citoplasmatica positiva na regido do miométrio do corno uterino e
corpo do utero, das fémeas caninas, 10x. (A e E) expressdo da
proteina nas fibras musculares lisas e fibroblastos, (B e F) selecéo do
ndcleo das células que expressaram a proteina, (C e G) selecéo do
citoplasma das células com marcacao positiva, (D e H) identificacédo
da é&rea nuclear e citoplasmética das células com expressao do
CYR61.
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Figura 10. Analise morfométrica de area e porcentagem de area com marcacao
citoplasmatica positiva na regido do endométrio do corno uterino e
corpo do utero, das fémeas caninas acometidas por piometra, 10x.
(A e E) expressédo da proteina no epitélio de revestimento, glandulas
endometriais e fibroblastos, (B e F) selecéo do nucleo das células que
expressaram a proteina, (C e G) selecdo do citoplasma das células
com marcagdo positiva, (D e H) identificacdo da area nuclear e
citoplasmatica das células com expressao do CYR61.
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Para analise estatistica, as variaveis area e porcentagem de éarea dos
componentes estruturais, endométrio e miométrio (AENDC, PAENDC, AMIOC,
PAMIOC, AC e PAC) referentes ao corno uterino e corpo do utero; AC e PAC,
referentes aos ovarios e tubas uterinas, foram analisadas a partir de um
experimento fatorial com dois fatores (fase e componente do 6rgéo). O fator fase
possuia seis niveis (proestro, estro, diestro, anestro, pré-pubere, e piometra) e o
fator estrutura do 6rgdo possuia quatro niveis (ovario, corno uterino, corpo do
Gtero e tuba uterina). Para as variaveis AC e PAC néo havia o fator componente
estrutural do 6rgdo, portanto a andlise de variancia foi utilizada para testar a
diferenca entre fases.

Em ambas as analises, quando havia diferenca significativa entre médias, a
comparacdo entre elas era efetuada pelo teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5%.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacéo da fase do ciclo estral

As fémeas rigorosamente selecionadas nas diferentes fases do ciclo estral
apresentavam citologia vaginal e dosagens hormonais caracteristicas com a
descricéo da literatura (JOHNSTON et al., 2001). As fémeas na fase intermediaria
do proestro apresentavam citologia vaginal contendo raros neutrdfilos, heméacias,
5% de ceélulas parabasais, 20% de células intermediarias, 65% de células
superficiais nucleadas e 10% de células superficiais anucleadas; dosagem de
progesterona entre 0,5 e 5ng/mL e de estradiol entre 10 e 200pg/mL. As fémeas
na fase inicial do estro apresentavam raras hemacias, 90% de células superficiais
anucleadas e 10% de células superficiais nucleadas; dosagem de progesterona
entre 3 e 7ng/mL e de estradiol entre 8 e 60pg/mL. As fémeas nas primeiras trés
semanas da fase de diestro apresentavam neutrdéfilos, 10% de células parabasais,
75% de células intermediarias (incluindo células espumosas) e 15% de células
superficiais nucleadas; dosagem de progesterona acima de 7ng/mL e de estradiol
entre 5 e 100pg/mL. As fémeas na fase intermediaria de anestro apresentavam
85% de células parabasais e 15% de células intermediarias; dosagem de
progesterona inferior a 3ng/mL e de estradiol entre 5 e 200pg/mL. As fémeas pré-
puberes apresentavam citologia vaginal com células parabasais em pequena
quantidade; dosagem de progesterona inferior a 3ng/mL e de estradiol inferior a
5pg/mL.

5.2 Andlise morfoldgica e histopatolégica

A estrutura histologica dos 6rgdos genitais de fémeas domeésticas estéao
bem retratadas por BANKS (1992), BACHA & BACHA (2003), HIB (2003), DYCE
et al., (2004); HAFEZ & HAFEZ (2004) e JUNQUEIRA & CARNEIRO (2008), mas

estudos detalhando as alteracbes morfologicas nos oOrgaos reprodutores de
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fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra ndo
sao encontrados na literatura. AUGSBURGER & KURZI (2004) realizaram estudos
comparativos entre cadelas da raca Beagle, nuliparas e multiparas e MONTEIRO
et al. (2009) analisaram os efeitos do uso de contraceptivos nos o6rgaos
reprodutores de fémeas caninas.

As analises de HE permitiram a verificacdo da influéncia dos hormonios
ovarianos na morfologia dos 6rgaos reprodutores de fémeas caninas e serviram
de controle para analise das laminas de imunoistoquimica com marcacgao positiva
de CYRG61.

5.2.1 Ovarios

A grande prevaléncia de foliculos primordiais, com um odcito rodeado por
uma camada de células sométicas (pré-granulosa) achatadas, e foliculos
primarios, com a Unica camada de células da granulosa ao redor do odcito
composta de células com formato cuboidal, na regido cortical, proximo a tunica
albuginea, nos ovarios das fémeas pré-puberes sdo semelhantes aos encontrados
em mulheres antes da menarca (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008), foliculos
secundarios e foliculos de Graaf foram encontrados em pouca quantidade em
fémeas com idade préxima a puberdade. As fémeas caninas na fase de proestro,
estro, diestro e anestro apresentaram foliculos ovarianos nos diferentes estagios
de desenvolvimento, em quantidades variaveis, assim como encontrado em
mulheres durante o ciclo menstrual. Na fase de estro foi encontrado corpo Iuteo
em formacg&o, em pequena quantidade e na fase de diestro foram encontrados
numerosos corpo liteo ocupando grande parte da camada cortical dos ovarios,
como em mulheres apds a ovulacdo no 14° dia de um ciclo de 28 dias, composto
de células luteinicas tecais (CLT), em menor quantidade, e células luteinicas da
camada granulosa (CLG), ovaladas. Os ovarios em diestro apresentaram em
pequena quantidade foliculos de diferentes estagios de desenvolvimento, como

foliculos primarios, foliculos primarios multilaminar, foliculos secundarios e
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foliculos terciarios em menor quantidade, visto que grande parte do cortex
ovariano era preenchida corpo Idteo em quase sua totalidade. Na fase
intermediaria e final de diestro foram encontrados corpo liteo em degeneracéo,
como em mulheres no final do ciclo menstrual, onde as células luteinicas sofrem
degeneracdo por apoptose, fagocitose por macrofagos e invasdo de fibroblastos
vizinhos da regido cortical, produzindo cicatriz de tecido conjuntivo denso, com
grande quantidade de colageno (BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003; HIB,
2003; DYCE et al., 2004; HAFEZ & HAFEZ, 2004 e JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008). As fémeas caninas acometidas por piometra apresentavam caracteristicas
histoldgicas ovarianas semelhantes as fémeas em fase de diestro, visto que esta
afeccdo ocorre comumente nesta fase (NOAKES et al., 2001). Os ovarios das
fémeas acometidas por piometra apresentaram caracteristica especial de
irregularidade na superficie e formacdo de lamelas exageradas, preenchidas por
tunica albuginea e regido cortical ovariana com foliculos, como apresentado na
Figura 11.

Na fase de anestro foram encontrados foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento, como foliculos primarios, foliculos primarios multilaminar,
pequena quantidade foliculos secundéarios e foliculos terciarios, como em
mulheres no final do ciclo menstrual (HIBS, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).
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Figura 11. Analise morfoldgica de ovério, das fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases
do ciclo estral e acometidas por piometra, 5x, 10x e 20x. (A) fémea pré-pubere, 20x, (B)
fémea na fase de préestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D) fémea na fase de
diestro, 5x, (E) fémea na fase de anestro, 10x e, (F) fémea acometida por piometra, 5x.
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5.2.2 Corno Uterino e Corpo do Utero

As fémeas caninas pré-puberes apresentaram miométrio pouco
desenvolvido, com pouca quantidade de fibras musculares, delgadas e alongadas,
e grande quantidade de tecido conjuntivo. A lamina propria apresentou grande
quantidade de células fusiformes, grande quantidade de fibras reticulares (tecido
conjuntivo frouxo) e pouca quantidade de glandulas endometriais, pouco
desenvolvidas. O endométrio nesta fase é revestido por epitélio cilindrico simples.

Nas fases de proestro e estro, 0 endométrio torna-se espesso, as glandulas
se desenvolvem e aumentam de tamanho, e as células epiteliais luminais da fase
de anestro tornam-se colunares. O epitélio que recobre o endométrio nas fémeas
caninas na fase de anestro € cubico simples, na fase de diestro é cilindrico
simples com células secretoras e células ciliadas, com grande quantidade de
nacleos extrudados. O endométrio na fémea canina em anestro € delgado e
possui pouca quantidade de glandulas endometriais, distribuidas na camada basal
da lamina prépria, camada mais proxima ao miométrio circular; nas fémeas em
diestro o endométrio apresenta-se muito desenvolvido, com grande quantidade de
fibroblastos na lamina prépria, grande quantidade de glandulas endometriais, bem
desenvolvidas, espalhadas na camada basal e camada funcional (mais préxima ao
epitélio de revestimento) da lamina prépria. As células que compdem as glandulas
endometriais nas fémeas em diestro sdo secretoras e ciliadas e nas fémeas
caninas em anestro sao secretoras ndo ciliadas, como apresentado nas Figuras
12 e 13.

As fémeas caninas acometidas por piometra sem distensdo exagerada do
corno uterino apresentaram miométrio com fibras musculares estreitas com
aumento das fibras de colageno e camada de tecido conjuntivo frouxo,
proporcionando espessamento do miométrio como um todo; apresentaram
aumento das fibras reticulares do tecido conjuntivo frouxo da lamina propria, com
grande quantidade de glandulas endometriais contendo células hiperplasicas,

epitélio de revestimento cilindrico com células secretoras hiperplasicas, com
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grande guantidade de vacuolos citoplasmaticos. As fémeas caninas acometidas
por piometra com distensdo exagerada do corno uterino apresentaram aumento
exacerbado das fibras de colageno e tecido conjuntivo frouxo no miométrio, com
pequena quantidade de fibras musculares lisas, reduzindo significativamente a
espessura do miométrio como um todo; apresentaram grande quantidade de
fibroblastos e polimorfonucleares na lamina propria, endométrio reduzido com
perda da caracteristica anatbmica da estrutura em questdo, com grande
quantidade de glandulas endometriais compostas de células secretoras
hiperplasicas, contendo numerosos vacuolos citoplasmaticos e vasos sanguineos
distribuidos na lamina prépria, epitélio colunar secretor hiperplasico contendo
numerosos vacuolos citoplasmaticos, grande quantidade de polimorfonucleares e

bactérias, como apresentado nas Figuras 12, 13 e 14.
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Figura 12. Andlise morfolégica de corno uterino, das fémeas caninas pré-puberes, nas
diferentes fases do ciclo estral e acometidas por piometra, 1,6x e 10x. (A) fémea pré-
pubere, 10x, (B) fémea na fase de préestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D)
fémea na fase de diestro, 10x, (E) fémea na fase de anestro, 10x e, (F) fémea
acometida por piometra, 1,6x.
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Figura 13. Andlise morfolégica de corpo uterino, das fémeas caninas pré-plberes, nas
diferentes fases do ciclo estral e acometidas por piometra, 4x, 5x e 10x. (A) fémea pré-
pubere, 4x, (B) fémea na fase de préestro, 10x, (C) fémea na fase de estro, 10x, (D)
fémea na fase de diestro, 10x, (E) fémea na fase de anestro, 10x e, (F) fémea
acometida por piometra, 5x.



Figura 14. Andlise morfolégica de corno uterino das fémeas caninas acometidas por hiperplasia
endometrial cistica e/ou piometra, 10x e 40x. (A) epitélio de revestimento hiperplésico e
hipertrofiado, alta atividade secretéria, 40x, (B) destruicdo endometrial e alteracdes na
morfologia do miométrio, 40x, (C) epitélio das glandulas endometriais hiperplésicas,
hipertrofiadas e com alta atividade secretora caracterizando hiperplasia cistica, 40x, (D)
destruicdo miometrial com reducdo na quantidade e tamanho das fibras musculares
lisas e proliferagéo de tecido conjuntivo entremeado, 10x.
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5.2.3 Tuba Uterina

As tubas uterinas das fémeas pré-puberes apresentaram-se pouco
desenvolvidas, com auséncia de cilios no epitélio cilindrico e pouca quantidade de
pregas. A camada mucosa formada pelas pregas mostrou-se pouco desenvolvida,
com altura inferior as fémeas caninas nas diversas fases do ciclo estral.

As tubas uterinas das fémeas em proestro e estro apresentavam cilios
bastante desenvolvidos e em maior quantidade e pregas bem desenvolvidas. As
tubas uterinas das fémeas caninas em fase inicial de diestro apresentavam cilios
longos e numerosos, ja em fase final de diestro, os cilios eram menores e menos
numerosos. As fémeas caninas em anestro e acometidas por piometra
apresentavam cilios pequenos e em pequena quantidade, como apresentado na
Figura 15.

As alteracbes na morfologia deste 6rgdo séo explicadas por suas funcdes
principais de captura dos oOvulos liberados e conducdo dos mesmos ao Utero,
transporte de espermatozoides e promocdo de condi¢des satisfatérias para que
ocorra a fertilizagdo em seu interior, apés a fase ovulatéria, caracterizada pelo
estro na fémea canina, como apresentado na Figura 15.

Foram coletados fragmentos da ampola e istmo, confirmando as diferencas
no desenvolvimento miometrial, tamanho e quantidade de pregas na lamina
prépria e quantidade de cilios, de acordo com a proximidade com o corno uterino
ou ovario, como descrito na literatura por BACHA & BACHA (2003), HIB (2003) e
JUNQUEIRA & CARNEIRO (2008).
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Figura 15. Anéalise morfoldgica de tuba uterina, das fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes
fases do ciclo estral e acometidas por piometra, 20x. (A) fémea pré-pubere (B) fémea na
fase de préestro, (C) fémea na fase de estro, (D) fémea na fase de diestro, (E) fémea na
fase de anestro e, (F) fémea acometida por piometra.
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5.3 Dosagens séricas de progesterona e estradiol

A Tabela 1 apresenta valores de p<0,05 para as dosagens séricas de
progesterona e estradiol, de fémeas nas diferentes fases do ciclo estral, fémeas
pré-puberes e acometidas por piometra, demonstrando diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 1. Valores de p obtidos pelo teste de Tukey
a 5% de significAncia, para as
variaveis progesterona e estradiol
comparadas entre fases.

Variaveis analisadas p Fase
P4 <0,0001
E2 <0,0001

p=<0,05 diferem significativamente pelo teste de Tukey.

Os valores séricos extremos de progesterona e estradiol nas diferentes
fases do ciclo estral resultaram em altos valores de coeficiente de variagédo. Para
reduzir esse efeito e melhorar a analise estatistica, aplicaram-se na analise os

valores transformados de P4 e E2, obtidos por meio das férmulas:

P4T =log (P4 +0,5) e E2T =log (E2 +0,5)

Para os valores obtidos de P4, o teste de Tukey mostrou diferenca
significativa (p<0,05) entre as fases de pré-estro, estro, diestro, anestro e
piometra. O grupo de fémeas da fase de proestro ndo diferiu das fémeas pré-
puberes, como demonstrado na Tabela 2, que pode ser explicado devido a
inatividade sexual das fémeas pré-puberes, decorrente de imaturidade do eixo
hipotalamo-hipdéfise-gonadal, e valores séricos basais de progesterona
encontrados nas fémeas na fase de proestro. A concentracdo plasmatica de P4
comeca a se elevar gradativamente no final do proestro, concomitante com a
reducdo nos valores de estradiol, devido a luteinizacéo pré-ovulatoria das células

foliculares que aumenta acentuadamente apés a ovulacdo (CONCANNON et al.,
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1975; ROOT KUSTRITZ, 2001) atingindo pico maximo de 15 a 60 ng/mL duas a
trés semanas apoOs o inicio deste estagio, o qual persiste por uma a duas
semanas, declinando gradualmente até atingir valores basais no final do diestro
(ETTINGER, 1992). Os resultados de progesterona obtidos neste experimento
foram semelhantes aos descritos por ETTINGER (1992), VALTONEN &
JALKANEN (1993) e JOHNSTON et al. (2001), com concentra¢gfes plasmaticas de
0,2 a 2ng/mL na fase de proestro, 5 a 10ng/mL na fase de estro, 10 a 50ng/mL na
fase de diestro e concentracdes inferiores a 1ng/mL na fase de anestro. As
fémeas acometidas por piometra diferiram significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05) das fémeas na fase de diestro com relacdo as concentracfes plasmaticas
de progesterona, devido ao fato das fémeas acometidas por piometra serem
diagnosticadas normalmente no final da fase de diestro, e as fémeas selecionadas
para 0 grupo de cadelas normais deste experimento, se encontravam nas
primeiras trés semanas da fase de diestro, com citologia vaginal e dosagem de

progesterona bem caracteristica, na fase de manutencao dos valores maximos.

Tabela 2. Médias, desvio padrdo, valores minimos e valores maximos de
progesterona, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.
Teste de Tukey para comparagdo das médias, a 5% de

significancia.

Fase (nMgé/(rjriﬁ) Desvio padréo Valor((ra]sé/nr;ir;imos Valorc(e:g/r:’nn;é_\;dmos
Pré-pubere 1,44D +0,74 0,4 2,5
Proestro 195D +1,58 0,4 50
Estro 53C +1,03 3,3 6,5
Diestro 2154 A +13,32 6,5 51,5
Anestro 1,06 E +0,79 0,1 29
Piometra 13,76 B + 15,17 0,7 60,0

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para os valores obtidos de E2, o teste de Tukey mostrou diferenca

significativa (p<0,05) entre as fémeas pré-puberes, fase de proestro, estro, diestro
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e anestro. O grupo de fémeas acometidas por piometra n&o diferiu das fémeas em
diestro e anestro, como demonstrado na Tabela 3.

Cerca de um més antes do inicio do proestro ocorre uma ligeira elevacao
da concentracdo de estradiol, produzidos pelos foliculos em crescimento,
resultando em manifestacdo clinica do inicio da fase folicular (CONCANNON et
al., 1975; ROOT KUSTRITZ, 2001). O inicio do proestro esta associado a
concentracbes de estréogeno acima de 25pg/ml, atingindo o pico maximo com
concentracbes em torno de 60 a 70 pg/ml, 24 a 48 horas antes do término do
mesmo (FELDMAN & NELSON, 1996). Esta onda de estrégeno dura de um a dois
dias e precede o pico pré-ovulatério do LH (VALTONEN e JALKANEN, 1993),
retornando progressivamente as concentracdes basais (15pg/ml) durante os
proximos 5 a 20 dias (ETTINGER, 1992). As concentracfes plasmaticas de
estrogeno encontradas neste experimento nas diferentes fases do ciclo estral
foram semelhantes as descritas na literatura por SLATTER (2007), JOHNSON
(1995) e NOAKES et al. (2001), que demonstraram 50 a 100pg/mL de estrégeno
em fémeas na fase de proestro, 5 a 200pg/mL na fase de estro, 5 a 20pg/mL na
fase de diestro e 5 a 20pg/mL na fase de anestro. As fémeas acometidas por
piometra apresentaram valores plasmaticos semelhantes significativamente pelo
teste de Tukey (p<0,05) as fémeas na fase de diestro e anestro, devido ao fato
das fémeas doentes apresentarem o disturbio mais comumente no diestro e
anestro (SLATTER, 2007; JOHNSON, 1995; NOAKES et al., 2001), periodos
caracterizados por valores basais de estrégeno (5-20pg/mL). Apbs o pico deste
hormbnio que antecede a ovulagdo, ocorre queda gradual dos valores séricos no
final da fase de estro e inicio de diestro, mantendo valores basais da terceira
semana de diestro até o final da fase de anestro, justificando a semelhanca
encontrada neste experimento.

A Tabela 3 apresenta os valores minimos, valores maximos, média e desvio
padrdo, dos valores séricos de estradiol nas fémeas caninas deste experimento,
nas diferentes fases do ciclo estral, fémeas pré-puberes e acometidas por

piometra, e teste de Tukey para comparacao das meédias, a 5% de significancia.



Tabela 3. Médias, desvio padrdo, valores minimos e valores maximos de
estradiol, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra. Teste
de Tukey para comparacgdo das médias, a 5% de significancia.

Fase Média Desvio padréo Valores minimos Valores maximos
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Pré-pubere 50F - 5,0 5,0
Proestro 49,71 B + 47,05 10,9 173,6
Estro 77,07 A + 57,58 8,6 52,4
Diestro 30,70 C +1,47 5,0 78,4
Anestro 27,14 D + 48,40 5,0 181,4
Piometra 31,9CD +41,8 5,0 146,7

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As Figuras 16 e 17 apresentam os valores séricos de progesterona e 17f3-

estradiol, nas fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e

acometidas por piometra.
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Figura 17. Valores séricos de P4 e E2. (A) valores de P4 nas fases de diestro,

anestro e piometra, (B) valores de E2 nas fases de diestro, anestro

e piometra (C) média dos valores de P4 e E2 nas fases do ciclo

estral e, (D) média dos valores de P4 e E2 nas fases de diestro,

anestro e piometra.
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5.4 Analise de imunoistoquimica

Todos os fragmentos dos tecidos avaliados, de fémeas normais em fase de
proestro, estro, diestro e anestro, fémeas pré-puberes e fémeas acometidas por
piometra, apresentaram marcacdo positiva citoplasmatica para a proteina CYR61
nos componentes epiteliais secretores como glandulas endometriais no corno
uterino e corpo do utero, epitélio de revestimento no endométrio do corno uterino,
corpo do (tero e tuba uterina, epitélio cubico simples no ovario (epitélio
germinativo), foliculos ovarianos, corpo lateo ativo e em regressao, corpo albicans

e glandulas intersticiais, como demonstrado na Figura 18.
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Figura 18. Marcacédo positiva do CYR61 nos componentes epiteliais dos 6rgaos
reprodutores das fémeas caninas, 20x. (A) Endométrio: epitélio
colunar simples das glandulas endometriais do corno uterino e corpo
do Gtero, (B) Endométrio: epitélio colunar simples de revestimento,
na tuba uterina, (C) Endométrio: epitélio colunar simples de
revestimento no corno uterino e corpo do Utero, (D) Ovario: foliculos
e fibroblastos da regiéo cortical, (E) Ovario: corpo luteo, (F) Ovario:
glandulas intersticiais, (G) Ovario: foliculos e epitélio clbico simples e
(G) Ovario: corpo albicans.
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Os componentes estromais que apresentaram marcagdo citoplasmatica
positiva incluiram fibras musculares lisas, musculatura lisa das artérias e
fibroblastos da lamina propria do corno uterino, corpo do Utero e tuba uterina e
regido cortical dos ovarios, com intensidades de marcacdo menor quando
comparadas aos componentes epiteliais secretores, como demonstrado na Figura
19.

Figura 19. Marcacéo positiva do CYR61 nos componentes estromais dos 6rgéos
reprodutores das fémeas caninas, 20x e 40x. (A) Miométrio: células
musculares lisas do miométrio longitudinal do corno uterino, corpo do
Utero e tuba uterina, (B) Miométrio: células musculares lisas do
miométrio circular do corno uterino, corpo do Gtero e tuba uterina, (C)
Estrato vascular: células musculares lisas dos vasos dos ovarios,
corno uterino, corpo do Utero e tuba uterina, (D) Ovario: fibroblastos
da regido cortical, (E) Endométrio: fibroblastos da lamina propria.
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Esses resultados s&o semelhantes aos resultados encontrados por
SAKAMOTO et al. (2004), OLIVEIRA et al. (2006) e OLIVEIRA (2009), que
demonstraram a expressdo de CYR61 nas células epiteliais e estromais em
préstata de homens, e caes respectivamente.

SAKAMOTO et al. (2004) afirmam que a expressao do CYRG61 nas fibras de
coldgeno do tecido conjuntivo dos homens acometidos por HPB, é atribuida a
secrecdo da proteina no estroma adjacente as células epiteliais em proliferacao; e
gue a comparacao na analise da intensidade de expressao no estroma e epitélio &
atil para determinar se a hiperplasia prostética é de origem estromal, epitelial ou
ambos, dependendo da regido encontrada com maior expressao.

A marcacdo nos componentes epiteliais encontrados corresponderam as
células epiteliais secretérias ou ciliadas dos 6rgaos reprodutores da fémea canina,
e a marcagdo nos componentes estromais corresponderam a musculatura lisa e
fibroblastos neste experimento, como demonstrado por KIREEVA et al (1996),
OLIVEIRA et al. (2006), SAKAMOTO et al. (2004), TAMURA et al. (2001) e
OLIVEIRA (2009), que afirmam expressdo do CYR61 em varios tipos celulares,
como fibroblastos, células epiteliais e musculatura lisa.

Acredita-se que a presenca desta proteina em determinadas células como
fibroblastos, células endoteliais e musculatura lisa, seja a razao pela qual esta
intimamente ligada a processos angiogénicos, reparacao tecidual, proliferacdo e
adesao celular (BRIDGSTOCK, 1999).

Alguns componentes apresentaram marcacdo nuclear positiva,

demonstrados na Figura 20 e Tabelas 19, 22, 25 e 28.



Figura 20. Marcacdo nuclear positiva e negativa do CYR61 nos diferentes
componentes dos 6rgéos reprodutores das fémeas caninas, 20x
e 40x. (A, C, E) Ovério: marcacdo nuclear e citoplasmética
positivas nas glandulas intersticiais, corpo liteo e foliculos, (B,
D, F) Ovério: marcagdo citoplasmética positiva e nuclear
negativa nas glandulas intersticiais, corpo liteo e foliculos, (G)
Tuba uterina: marcagdo citoplasmatica e nuclear positivas no
epitélio de revestimento e, (H) Tuba uterina: marcagdo
citoplasmatica positiva e nuclear negativa no epitélio de
revestimento.
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A marcacdo do CYR61 foi positiva no nucleo e citoplasma dos
componentes epiteliais e estromais dos 6rgaos reprodutores das fémeas caninas
deste experimento, semelhantes aos resultados encontrados por KIREEVA et al.
(1997), TAMURA et al. (2001) e OLIVEIRA (2009), que demonstram marcacao
nuclear e citoplasmatica positiva nos fibroblastos, células epiteliais e musculatura
lisa em préstata de caes acometidos por HPB e neoplasia prostatica, placenta
durante o desenvolvimento embrionario e estudos em células de musculo liso.

Acredita-se que a marcacao nuclear e citoplasmatica pode ser explicada
pelo fato da proteina CYR61 ser distribuida de forma diferente na matriz
extracelular, em partes das células ou na superficie da mesma (YANG & LAU,
1991). Existe uma estreita relacdo da proteina e seus principais receptores e
ligantes, e por isso, acredita-se que a proteina seja sintetizada perto de seu local
de acdo (KIREEVA et al., 1997). A marcacao citoplasmética e nuclear encontrada
com a utilizagdo do anticorpo anti-CYR61, pode ocorrer devido a inespecificidade
do anticorpo contra somente uma proteina ou epitopo antigénico desta proteina,
resultando em reacdo cruzada, que pode ocorrer quando se utiliza anticorpo
policlonal. Como as laminas de controle negativo, utilizando imunoglobulinas de
coelho, demonstraram auséncia da expressdo do CYR61, a marcagao nuclear
pode ter ocorrido devido a reagéo cruzada do anticorpo primario.
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5.4.1 Analise de area e porcentagem de area com marcacao positiva

As analises de area com marcacdo citoplasmatica positiva (AC) e
porcentagem de area com marcagdo citoplasmatica positiva (PAC),
demonstraram diferenca significativa na comparacdo entre fases, entre
orgdos reprodutores e entre fases e 6rgaos, pelo teste de Tukey com 5% de

significancia, como demonstrado nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Valores de p para as variaveis de marcacao citoplasmatica positiva das células
da regiao cortical do ovario, endométrio e miométrio do corno uterino, corpo do
Gtero e tuba uterina, comparadas entre fases, 6rgaos e fases x érgaos.

Variaveis analisadas p Fase p Estrutura p Fase x Estrutura
AC <0,0001 <0,0001 <0,0001
PAC <0,0001 0,0044 <0,0001

p<0,05 diferem significativamente pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio
padrdo dos valores de &rea e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva das células da regido
cortical do ovario, endométrio e miométrio do corno
uterino, corpo do Utero e tuba uterina, comparadas entre
fases e piometra, a 5% de significancia, em ordem de
classificacéo da fase com menor marcacéo para a fase
com maior marcacao.

Fase AC (um?) PAC (%)
Pré-pubere 80773,61£79198,09 C 19,56+9,45 E
Anestro 265271,1+153673,76 B 27,77£12,35 D
268364,15+164703,74 B 28,89+14,55 CD
Proestro

Estro 289250,6+56152,02 B 32,59+14,5 BC
Piometra 335209,6+173480,39 A 34,46+13,5 AB
Diestro 336618,8+177906,42 A 36,26%£13,73 A

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

A Tabela 6 demonstra diferenca significativa, pelo teste de Tukey com
5% de significancia, com relacdo as analises de area e porcentagem de area com
marcacao citoplasméatica positiva (AC e PAC), entre os 0rgdos reprodutores

analisados.
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Tabela 6. Teste de Tukey para comparacao das médiastdesvio padrdo dos valores
de area e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva das
células em todas as fases, comparando-se os 6rgdos reprodutores, a 5%
de significancia, em ordem de classificacdo do 6érgdo com menor
marcacao para o 6rgado com maior marcacao.

Estrutura AC (umz) Estrutura PAC (%)
Tuba uterina 82582,78+32707,77 C Corpo do utero 28,99+14,46 B
Corpo do Utero  286078,37+172123,82 B Ovério 30,02+12,82 AB
Corno uterino 311153+183938,47 A Tuba uterina 31,16+12,34 A
Ovario 318262,79+135905,92 A Corno uterino 31,28+15,23 A

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os gréficos da Figura 21 demonstram relagdo linear positiva significativa
(p<0,05) na fracdo de area e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica
positiva nos componentes estruturais do ovario, corno uterino, corpo do Utero e
tuba uterina (AC, PAC), para o anticorpo anti-CYR61 em relacdo aos valores
séricos de progesterona; e os graficos da Figura 22 demonstram relacdo linear
neutra ndo significativa (p>0,05) com relacdo aos valores séricos de estradiol,
demonstrando que quanto maior as concentracdes séricas de progesterona, maior
a fracdo de area com marcacao positiva nos 06rgdos reprodutores, e que a
variacdo nos valores de estradiol ndo exercem relacao linear com a fracéo de area

com marcacao positiva nos 6rgaos reprodutores.
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Figura 22. Gréfico da relagdo linear neutra ndo significativa (p>0,05), na marcacao do CYR61 nos
orgédos reprodutores, (A) area com marcacao citoplasmatica positiva (AC) em relagéo
aos valores de E2 e, (B) porcentagem de &rea com marcacao citoplasmatica positiva
(PAC) em relagéo aos valores de E2.

Como demonstrado na Tabela 6, o ovario apresentou maior area e
porcentagem de area com marcacgdo citoplasmatica positiva do anticorpo anti-
CYRG61, seqguido pelo corno uterino, corpo do utero e tuba uterina. Isso pode ser
explicado devido a maior quantidade de células secretoras na regido cortical dos
ovarios, responsaveis pela producédo de estrégeno e progesterona pelos foliculos
ovarianos em desenvolvimento e corpo Idteo ativo, quando comparados as
células secretoras do epitélio de revestimento do corno uterino, corpo do Utero e

tuba uterina, e glandulas endometriais no corno uterino e corpo do Utero.

. - y=26,84+0,19P4 A y=29,26+0,15P4 B

‘ p<0,0001

p<0,0001

Figura 21. Gréfico da relagéo linear positiva significativa (p<0,05) na marcagdo do CYR61 nos
orgédos reprodutores, (A) area com marcacao citoplasmatica positiva (AC) em relagéo
aos valores de P4 e, (B) porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva
(PAC) em relagéo aos valores de P4.
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5.4.1.1 Corno uterino e corpo do utero

A Tabela 7 demonstra diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
comparando o endométrio mais miométrio (AC e PAC) entre fases, no corno

uterino e corpo do Utero das fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral e
acometidas por piometra

Tabela 7. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio padrdo dos valores de area e
porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva no endométrio mais
miométrio do corno uterino e corpo do Utero, comparados entre fases e piometra, em
ordem de classificag@o da fase com menor marcacédo para a fase com maior marcacéao.

Corno uterino Corpo do utero

Fase AC (um?) PAC (%) Fase AC (um?) PAC (%)

Pré-pubere 45135,1+18928,49 C 17,03+7,14 C Pré-pubere 46466,87+26098,49 C 17,534+9,85 C
Proestro 296573,15+169375,24 A 27,97+15,98 A Anestro  290918,67+139536,61 B 27,44+13,16 B
Anestro 317404,15+130780,58 A 29,94+12,34 A Estro 311034,1+158366,89 AB 29,34+14,94 AB

Estro 349333,63+157687,09 AB 32,95+14,87 AB  Proestro  316737,3+170162,3 AB 29,88+16,05 AB
Diestro 392346,72+150156,51 BD  37+14,16 BD Diestro 355405,74+140110,15 A 33,52£13,22 A

Piometra  420618,83+15149595D 39,67+14,29D Piometra 369976,19+133427,06 A  34,9+12,59 A

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para analise morfométrica detalhada da &rea com marcagdo positiva nas
laminas de imunoistoquimica de corno uterino e corpo do Utero, 0s componentes
dos 6rgaos foram divididos para analise de endométrio e analise de miométrio do
corno uterino e corpo do Utero.

A Tabela 8 demonstra diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
comparando o endométrio e miométrio do corno e corpo uterino (AENDC,
PAENDC, AMIOC e PAMIOC) entre fases, componentes estruturais dos 6rgaos, e

entre fases e componentes estruturais dos 6rgaos.
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Tabela 8. Valores de p para as variaveis do corno uterino e corpo do Utero, comparadas
entre fases, estruturas e fases x estruturas.

Variaveis analisadas p Fase p Estrutura p Fase x Estrutura
AENDC <0,0001 0,0012 0,06
PAENDC <0,0001 0,0002 0,1356
AMIOC <0,0001 0,0109 0,0001
PAMIOC <0,0001 0,0759 <0,0001

p=<0,05 diferem significativamente pelo teste de Tukey.

A Tabela 9 demonstra diferenca significativa, pelo teste de Tukey com 5%
de significancia, com relacdo as andlises de &area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva, no endométrio e miométrio do corno uterino
mais corpo do utero (AENDC, PAENDC, AMIOC e PAMIOC), comparadas entre
fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 9. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio padrdo dos valores de area e
porcentagem de 4rea com marcacao citoplasmatica positiva no endomeétrio e miométrio
do corno uterino e corpo do Utero, comparados entre fases e piometra, a 5% de
significancia, em ordem de classificagdo da fase com menor marcacao para a fase com
maior marcagao.

Fase AENDC (um?) PAENDC (%) Fase AMIOC (pm?) PAMIOC (%)

Pré-pubere 38470,17+17250,34 E 14,514+6,5 E Pré-pubere 53131,8+25189,97 C 20,05+9,5 C
Proestro 185069,50+122546,94 D 17,46+11,56 DE Anestro 368803,78+121242,33 B  34,79+11,44B
Estro 229032,22+110935,22 CD  21,60+10,46 CD Proestro 428240,96+x114170,59 A 40,39+10,77 A
Anestro 239519,04+117547,6 C 22,59+11,09 C Estro 431335,51+133359,27 A 40,69+12,58 A
Diestro 307813,01+121170,97 B 29,03+11,43 B Piometra 434614,42+144609,69 A 40,99+13,64 A

Piometra 354279,59+133339,44 A 33,42+12,58 A Diestro 441131,1+139038,04 A  41,61+13,11 A
Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os gréficos da Figura 23 demonstram a relacdo linear positiva significativa
(p<0,05) na fracéo de area com marcacao citoplasmatica positiva para o anticorpo
anti-CYR61 no endométrio e miométrio do corno uterino e corpo do utero (AENDC,
PAENDC, AMIOC, PAMIOC), em relacdo aos valores séricos de progesterona,
demonstrando que quanto maior o valor de progesterona sérico encontrado, maior

a fracdo de &rea com marcacéo citoplasmética positiva.
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Figura 23. Gréficos da relacéo linear significativa (p<0,05) da &rea e porcentagem de &area com
marcacao citoplasmatica positiva e valores séricos de progesterona, (A) area marcada
do endométrio (AENDC) em relagdo a P4, (B) porcentagem de area do endométrio
(PAENDC) em relagéo & P4, (C) area marcada do miométrio (AMIOC) em relacdo a P4
e, (D) porcentagem de area marcada do miométrio (PA) em relacao a P4.

Os graficos da Figura 24 demonstram a relacdo linear negativa nao
significativa (p>0,05) na fracdo de area e porcentagem de &rea com marcacao
citoplasmatica positiva para o anticorpo anti-CYR61 no endométrio e miométrio do
corno uterino e corpo do utero (AMIOC e PAMIOC), em relacdo aos valores
séricos de estradiol, demonstrando que quanto maior as concentracdes
plasmaticas desses hormonios, menor a fracdo de area com marcacao

citoplasmatica positiva nestes componentes estruturais dos 6rgaos.
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Figura 24. Gréaficos da relacdo linear neutra e negativa ndo significativa (p>0,05) da é&rea e
porcentagem de &rea com marcagdo citoplasmética positiva e valores séricos de
estradiol, (A) area marcada do endométrio (AENDC) em relacdo a E2, (B) porcentagem

de area do endométrio (PAENDC) em relacdo a E2, (C) area marcada do miométrio
(AMIOC) em relagédo a E2 e, (D) porcentagem de area marcada do miométrio (PA) em
relacdo a E2.

Os gréaficos da Figura 24 demonstram relacdo linear neutra (C e D) e

negativa (A e B) néo significativas (p>0,05), na fracdo de area e porcentagem de

area com marcacdo citoplasmatica positiva para o anticorpo anti-CYR61 no

miométrio do corno uterino e corpo do utero (AMIOC e PAMIOC), em relacdo aos

valores séricos de estradiol, demonstrando que as variacdes neste hormonio nas

diferentes fases do ciclo estral e piometra ndo influenciam a marcacao positiva no

miométrio do corno uterino e corpo do Utero.
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A Tabela 10 demonstra diferenca significativa, pelo teste de Tukey com 5%
de significancia, com relacdo as andlises de &area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva, no endométrio e miométrio do corno uterino e
corpo do utero (AENDC, PAENDC, AMIOC e PAMIOC), comparadas entre érgaos.

Tabela 10. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio padrédo dos valores de
area e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva no
endométrio e miométrio do corno uterino e corpo do utero, a 5% de
significancia, em ordem de classificacdo do 6rgdo com menor marcagao
para 0 6rgdo com maior marcacao.

Estrutura AENDC (um?) PAENDC (%) AMIOC (um?) PAMIOC (%)

Corpo do Gtero  215768,27+136284,36 B 21,77+t11,47B  355678,27+175699,9B  36,13+13,54 A

Corno uterino 251351,49+159821,02 A 25,6+13,4 A 370955,03+187150,93 A 36,96+14,84 A

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As Tabelas 11 e 12 demonstram diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05%) com relacéo as andlises de area e porcentagem de area com marcacao
citoplasmatica positiva, no endométrio e miométrio do corno uterino e corpo do

utero (AENDC, PAENDC, AMIOC e PAMIOC), comparados entre fases do ciclo
estral e piometra.

Tabela 11. Médiastdesvio padrdo dos valores de area e porcentagem de area com
marcacao citoplasma positiva no endométrio do corno uterino e corpo do
Gtero, comparados nas diferentes fases do ciclo estral e piometra, em
ordem de classificacdo da fase com menor marcacdo para a fase com
maior marcacao.

Corno uterino Corpo do utero

Fase AENDC (um?) PAENDC (%) AENDC (um?) PAENDC (%)

Pré-plabere 44226,16+17953,84 D 16,69+6,77 A 32714,18+14480,02 C 12,34+5,46 A
Proestro 189223,48+145505,01 A 17,85%13,72 A 180915,51+95201,89 A 17,06+8,98 A
Estro 253075,1+117337,35 B 23,87+11,07 AC  204989,35+99147,46 A 19,34+9,35 A
Anestro 268861,57+119359,75 B  25,36+11,26 C  210176,52+108716,45 A  19,83+10,25 A
Diestro 335056,97+138893,03 C 31,6%x13,1 B 278752,78+91116,46 B 26,29+8,6 B

Piometra  s3557 8741386656 C  3524+13,08 B 335001,31+125573,07 B 31,6+11,84 B

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 12. Médiastdesvio padrao dos valores de area e porcentagem de area com
marcacao positiva em citoplasma no miométrio do corno uterino e corpo
do utero, comparados nas diferentes fases do ciclo estral e piometra, e
nas duas estruturas, em ordem de classificacdo da fase com menor
marcacao para a fase com maior marcacao.

Corno uterino Corpo do utero
Fase AMIOC (um?) PAMIOC (%) AMIOC (um?) PAMIOC (%)
Pré-plbere 46044,04+£19934,94 C 17,37+7,52 C 60219,57+27900,02 C 22,72+10,53 CD

Proestro 403922,82+115084,56 AB  38,1+10,86 AB 452559,09+108755,87 A 42,69+10,26 AE

Anestro 365946,74+124114,67 B 34,52+11,71 B 371660,82+119014,67 BD  35,06+11,23 BDE
Estro 445592,16+132329,68 A 42,03+12,48 A 417078,85+133685,15 AB 39,34+12,6 ABE

Diestro 449636,48+139430,13 A 42,41+13,15 A  432058,71+138977,07 AB  40,75+13,11 ABE

Piometra 467679,78+149804,76 A 44,11+14,13 A 403202,33+132759,58 ABD 38,03+12,52 E

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

A Figura 25 corresponde a marcacao citoplasmatica positiva no epitélio de
revestimento, fibroblastos da lamina prépria, glandulas endometriais no
endométrio do corno uterino, fibras musculares lisas do miométrio circular e
miométrio longitudinal e fibras musculares lisas das artérias, em fémeas caninas

pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.
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Figura 25. Marcacgdo citoplasmatica positiva da proteina CYR61 nos componentes epiteliais e
estromais do corno uterino das fémeas caninas, 10x e 20x. (A) fémeas pré-puberes,
20x, (B) fémeas na fase de proestro, 20x, (C) fémeas na fase de estro, 20x, (D)
fémeas na fase de diestro, 20x, (E) fémeas na fase de anestro, 20x, (F) fémeas
acometidas por piometra, 10x.
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A Figura 26 corresponde a marcacao citoplasmatica positiva no epitélio de
revestimento, fibroblastos da l|amina prépria, glandulas endometriais no
endométrio do corpo do Utero, fibras musculares lisas do miométrio circular e
miométrio longitudinal e fibras musculares lisas das artérias, em fémeas caninas

pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

Figura 26. Marcacdo citoplasmaética positiva da proteina CYR61 nos componentes
epiteliais e estromais do corpo do Utero das fémeas caninas, 5x e 20x. (A)
fémeas pré-puberes, 20x, (B) fémeas na fase de préestro, 20x, (C) fémeas
na fase de estro, 20x, (D) fémeas na fase de diestro, 20x, (E) fémeas na
fase de anestro, 20x, (F) fémeas acometidas por piometra, 5x.
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Com relagdo aos resultados de marcacédo citoplasmatica positiva no corno
uterino e corpo do Utero, as fémeas pré-puberes apresentaram menor area e
porcentagem de area marcada no endométrio e miométrio do corno uterino e
corpo do utero, que pode ser explicado devido as baixas concentracfes
plasméticas de estradiol e progesterona, 5pg/mL e 1,44+0,74ng/mL
respectivamente, encontradas nessas fémeas, devido a quiescéncia ovariana,
resultante da imaturidade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, responsavel por
caracteristicas como pequena quantidade de glandulas endometriais, pouco
desenvolvidas, epitélio de revestimento pouco desenvolvido no corno uterino,
corpo do utero e tuba uterina e miométrio com fibras musculares lisas estreitas,
entremeadas por grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo (marcacéo
negativa de CYR61).

As fémeas acometidas por piometra apresentaram maior area e
porcentagem de &rea com marcacao citoplasmatica positiva no endométrio do
corno uterino e corpo do Uutero, que pode ser explicada devido as altas
concentracbes plasmaticas de estradiol e progesterona, 31,9+41,8pg/mL e
13,76+15,17ng/mL encontradas nesta fase, além de alteragBes no corno uterino e
corpo do Utero como epitélio de revestimento e glandulas endometriais muito
desenvolvidas, hiperplasicas e hipertrofiadas e grande quantidade de fibroblastos
na lamina prépria. Essas caracteristicas secretérias e proliferativas no endométrio
das fémeas acometidas por piometra, provocadas pelos efeitos acumulativos de
progesterona e estradiol nesses tecidos, resultam em correlacdo positiva com alta
expressao do CYR61.

Com relacdo ao miométrio, as fémeas na fase de diestro apresentaram
maior fracdo de é&rea e porcentagem de &rea com marcagdo citoplasmatica
positiva quando comparadas as fémeas acometidas por piometra, que pode ser
explicada devido as fémeas doentes apresentarem miométrio com fibras
musculares lisas estreitas entremeadas por maior quantidade de tecido conjuntivo
frouxo, resultante da distensdo exagerada por acumulo de fluido mucopurulento

no lumen do orgdo. As fémeas na fase de diestro apresentaram hiperplasia e
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proliferacdo acentuada do miométrio, decorrente da secrecdo elevada de
estrogeno por células da granulosa secretoras de esterdides entre os fibroblastos
da teca interna dos foliculos, durante o desenvolvimento folicular, que se inicia na
fase de proestro e continua na fase latea, sendo produzida pelo corpo IUteo
juntamente com a progesterona, e potencializacdo dos efeitos do estrogeno nos
tecidos uterinos, pela progesterona na fase litea do ciclo estral.

O endométrio normal sofre alteracGes estruturais importantes, combinado
com alteracdes nas funcbes especificas das células, em resposta as variacdes
ciclicas de estrégeno e progesterona durante o ciclo menstrual da mulher
(ABSENGER et al., 2004) e ciclo estral das fémeas caninas. Em mulheres, os
estrogenos atuam no endométrio induzindo proliferacdo celular, e a fase
proliferativa € influenciada pela progesterona secretada pelo corpo lateo, que
continua estimulando as células glandulares endometriais que se desenvolveram
pela acdo do estrogeno.

Na fase de diestro, sob acdo da progesterona, o endométrio e miométrio
alcancam maxima espessura resultante do desenvolvimento epitelial, acamulo de
secrecdo e do edema no estroma (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Fémeas na fase de proestro, que apresentaram valores baixos de
progesterona e valores altos de estradiol, 1,95+1,58ng/mL e 49,71+47,05pg/mL
respectivamente, fémeas na fase de estro, que apresentam valores baixos de
progesterona e valores altos de estradiol, 5,3+1,03ng/mL e 77,07+57,58pg/mL
respectivamente, e fémeas na fase de anestro, que apresentam valores baixos de
progesterona e valores altos de estradiol, 1,06+0,79ng/mL e 27,14+48,40pg/mL
respectivamente, apresentaram, apds as fémeas pré-puberes, menor area e
porcentagem de area com marcagdo citoplasmética positiva no endométrio e
miomeétrio do corno uterino. A fase de proestro que apresenta 0s menores valores
de progesterona e estradiol resultou, ap0s as fémeas pré-puberes, em menor
area e porcentagem de area marcada. As fémeas na fase de estro, que
apresentam valores de progesterona e estradiol superiores as fémeas na fase de

anestro, resultaram em maior area e porcentagem de area com marcacao
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citoplasmatica positiva no endométrio mais miomeétrio quando comparadas a fase
de anestro. Mas as fémeas em anestro, que apresentaram concentracdes
plasmaticas de estradiol superiores as fémeas em proestro, resultaram em maior
area e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva no endométrio
e miométrio quando comparadas as fémeas na fase de proestro.

Com esses resultados é possivel concluir que a expressdo do CYR61 no
tecido endometrial e miometrial do corno uterino e corpo do Utero esta mais
relacionada com concentracdes plasmaticas de progesterona do que com as
concentracbes plasmaticas de estradiol. No entanto, a menor expressdo do
CYRG61 no utero de fémeas em anestro quando comparadas as fémeas de estro,
sugerem regulacdo positiva do estrégeno, mas o fato das fémeas na fase de
diestro apresentarem valores de estradiol inferiores as fémeas em estro, mas
maior expressao do CYR61 nos tecidos endometriais e miometriais, sugere que a
expressdo do CYR61 no utero das fémeas caninas é regulada por estrogeno e
potencializada pela progesterona.

Os resultados deste experimento confirmam os resultados de LUNDEEN et
al. (2000), TAYLOR et al. (2002) e ABSENGER et al. (2004), que demonstraram
diferencas na regulacdo de varios genes em endométrio ectépico comparado a
endométrio normal de mulheres, identificados principalmente na fase secretora e
proliferativa, sob controle do estrégeno e progesterona, como o receptor 6rfao de
TR3 (UEMURA et al., 1995), EGR-1 (PRATT et al., 1998), c-fos (DUAN et al.,
2002) e jun-B (CICATIELLO et al.,, 1992). Entre 0os genes responsivos ao
estrogeno, o CYR61 demonstra regulacao positiva significativa no endométrio de
mulheres com endometriose, durante a fase secretora e proliferativa (ABSENGER
et al, 2004). A alta expressédo do CYR61 demonstra influencia no
desenvolvimento e sobrevivéncia do endométrio ectopico, e foi demonstrado em
mulheres (LUNDEEN et al., 2000; TAYLOR et al., 2002; ABSENGER et al., 2004),
ratas adultas (RIVERA-GONZALEZ et al.,, 1998) e fémeas de babuino (Papio
anubis) (GASHAW et al., 2006). A piometra nas fémeas caninas e endometriose

em mulheres s&o caracterizadas por proliferacdo e desenvolvimento endometrial,



94

mas na endometriose, tal crescimento anormal ocorre em sitios ectopicos, e nas
fémeas caninas acometidas por piometra, ocorre no limen uterino.

GASHAW et al. (2006) afirma que a alta expressdo de CYR61 no
endométrio de fémeas de babuino foi identificada na fase secretora do
endométrio, e ndo na fase proliferativa. Os resultados deste experimento
confirmam os resultados de GASHAW et al. (2006), visto que a area e
porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva no corno uterino e
corpo do utero, foram maiores na fase secretora quando comparadas a fase
proliferativa. Isto pode ser explicado devido aos efeitos da fase proliferativa
induzidos por concentracBes plasméaticas elevadas de estrégeno nas fases de
proestro e estro do ciclo estral, serem potencializados por acdo da progesterona,
na fase secretora, diestro, nas fémeas caninas, somando os efeitos e culminando
com maiores alteracdes na morfologia do 6rgdo quando comparada a fase
proliferativa de proestro. Elevacdo das concentracdes de estrégenos na fase
proliferativa do ciclo estral é responsavel por elevacdo da sensibilidade dos
receptores uterinos a progesterona, edema, aumento da vascularizacdo e
proliferacdo endometrial, resultando em hiperplasia do endométrio com o
surgimento de criptas. Tais alteracdes associadas as altas concentracdes de
progesterona sérica no final do estro e fase de diestro, que estimulam proliferacédo
glandular e aumentam atividade secretoria das glandulas endometriais, favorecem
ainda mais as modificacdes estruturais do utero (HARDY & OSBORNE, 1974,
JOHNSTON et al., 2001; FIENI, 2006).

MACLAUGHLAN et al. (2007) afirmam que o endométrio normal apresenta
maior expressdao de CYR61 na fase proliferativa quando comparadas a fase
secretoria basal. Visto que o0s niveis séricos de estrogenos sdo iguais em
mulheres saudaveis e acometidas por endometriose, acredita-se que ocorra uma
inadequada resposta do endométrio ao estrogeno, resultando em fase proliferativa
prolongada anormal. Niveis elevados de CYR61 foram encontrados no endométrio
de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos, hiperplasia endometrial e

adenocarcinoma, demonstrando que a proteina apresenta elevada capacidade de
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resposta ao estrogeno, atuando como biomarcador precoce para o
desenvolvimento dessas afec¢bes (MACLAUGHLAN et al., 2007).

As diferencas encontradas na alta expressdo do CYR61 na fase
proliferativa e secretdria da mulher e principalmente na fase secretéria das fémeas
de babuino (GASHAW et al., 2006) e fémeas caninas encontradas neste
experimento podem ser explicadas pelas diferencas nas caracteristicas do ciclo
menstrual da mulher e ciclo estral da fémea canina. A fase proliferativa é
considerada como fase pré-ovulatéria na mulher, caracterizada por
desenvolvimento folicular e concentracbes plasmaticas pouco elevadas de
estradiol e reduzidas de progesterona, que resultam em degeneracdo e
descolamento do endométrio. As alteracdes endometriais durante esta fase sdo
mais intensas quando comparadas a fase folicular da fémea canina. Na fémea
canina a fase litea, marcada pelo estro e diestro, representa a fase de maiores
alteragbes no endométrio e miométrio do corno uterino e corpo do utero da fémea
canina, apresentando proliferacéo, hiperplasia, hipertrofia e aumento na atividade
secretoria das glandulas endometriais e epitélio de revestimento do endométrio,
iniciadas na fase de proestro e potencializadas na fase de estro e diestro pela
acado da progesterona, enfatizando que a expressdo do CYR61 se correlaciona
com as alteracdes morfologicas e funcionais dos érgaos reprodutores, assim como
com as concentracfes séricas de progesterona e estradiol.

A maior expressdo do CYR61 no endométrio de fémeas caninas
acometidas por piometra quando comparadas as fémeas na fase de diestro indica
gue outros mediadores estdo envolvidos na regulacdo do CYR61 neste tecido,
além do estrogeno e progesterona, visto que as concentragdes hormonais nas
fémeas acometidas por piometra sdo normais, semelhantes as concentracdes na
fase de diestro, demonstrando que a afeccao, resultante da irregularidade nos
receptores endometriais de estrogeno e progesterona (SCHOON et al., 1992;
FALDYNA et al., 2001; STONE, 2003; ROOT KUSTRITZ, 2005) apresenta outros

mediadores importantes na regulagéo do CYRG61.
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Niveis altos de CYR61 sdo encontrados no endométrio na fase menstrual
da mulher e das fémeas de babuino (GASHAW et al., 2006), correspondendo aos
padrées de expressdo de outros fatores angiogénicos, como o VEGF e receptor
de VEGF, que também é identificado como estrogeno dependente no tecido
uterino (BAUSERO et al., 1998). SHARKEY et al. (2000) acreditam que o CYR61
pertenca a familia de genes induzidos por estresse oxidativo no endométrio, como
0 VEGF. MATSUZAKI et al. (1998), MATSUZAKI et al. (2001), TAN et al. (2002) e
GASHAW et al. (2006), demonstraram diferenca no padrédo da expressao do
CYR61 em endométrios ectdpicos, com maior expressdo nas regides mais
vascularizadas, com vasos sanguineos imaturos e que apresentam alta expressao
de VEGF, demonstrando correlacdo positiva entre CYR61 e VEGF, indicando
regulacdo comum entre ambos os fatores proangiogénicos e influéncia
diretamente proporcional no desenvolvimento de endométrios ectopicos.
GASHAW et al. (2006) afirmam que a alta expressao em lesbes excessivamente
vascularizadas ocorre devido ao aumento no niumero de células endoteliais que
expressam o CYR61. Durante a fase de proestro e estro ocorre um aumento da
vascularizacédo e turgidez do trato genital da fémea canina (HEDLUND, 2002;
HOWE, 2006), sob influéncia do estrégeno, que permanece na fase de diestro e é
potencializada nas fémeas acometidas por piometra, devido a formacéo de vasos
e aumento no afluxo sanguineo no uUtero enfermo (NASCIMENTO & SANTOS,
2003).

Estudos demonstram que o fator-1a induzido por hipéxia (HIF1a) interage
com jun-B, contribuindo para a regulacdo do CYR61 nas células sob hipdxia, de
melanoma humano (KUNZ et al., 2003), em adi¢ao, o fator de transcrigdo HIF1a
apresentou alta expressdo em endométrio menstrual de mulheres (CRITCHELEY
et al., 2006), demonstrando que o aumento no estresse oxidativo contribui para o
desenvolvimento da endometriose (JACKSON et al., 2005). Com estes resultados,
€ possivel afirmar que o CYR61 funciona como gene alvo associado a hipdxia
para promover angiogénese em tecido endometrial menstrual, que apresenta alta

expressao deste gene e de outros fatores angiogénicos, resultado em formacao
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exagerada de capilares em sitios proliferativos ectépicos (FAZLEABAS et al.,
2002; FAZLEABAS et al., 2003).

E conhecido que em situacBes graves de sepse e isquemia, como na
piometra, ocorre incremento exagerado na producao de radicais livres de oxigénio,
resultando em situacdes de estresse oxidativo (COLS, 2001), justificando maior
expresséo do CYRG61 nestas fémeas caninas doentes.

GASHAW et al. (2006) afirmam que outros genes estrogeno-dependentes,
como o FOS (cfos) sdo altamente regulados na endometriose, sugerindo que o
endométrio na fase secretéria responde inadequadamente a progesterona, em
mulheres e fémeas de babuino. FAZLEABAS et al. (2002) sugerem que a alta
expressao de aromatase ou desequilibrio na 173-hidroxiesteréide desidrogenase 1
e 2 (ZEITOUN et al.,, 1998; ABSENGER et al.,, 2004) pode contribuir para a
regulacdo positiva dos genes dependentes de estrégeno na fase secretora, mas
GASHAW et al. (2006) demonstraram aumento significativo de CYR61 entre 1 e 3
meses apos o estabelecimento da doenca, tempo insuficiente para a deteccdo da
aromatase (FAZLEABAS et al.,, 2003). O mecanismo paracrino que direciona a
elevacdo de CYR61 no endométrio continua a ser explorado. Varios outros
mediadores tém sido estudados na regulacdo da expressdo de CYR61, como
citocinas inflamatérias, tais como interleucinas, particularmente IL6, IL10
(BEDAIWY & FALCONE, 2003; TABIBZADEH et al., 2003) e as interleucinas IL1B,
IL2 e IL6 sdo conhecidas como indutores na expressdao de CYRG61 in vitro
(SCHUTZE et al., 1998). Sabe-se que o processo inflamatério instalado no utero é
responsavel pela liberacdo de interleucinas (IL1 e IL6) e fator de necrose tumoral
(TNF) (ANDREWS et al., 1994). A piometra resulta em sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) (NELSON & COUTO, 1998). A SIRS é mediada pela
producao inicial de citocinas e estimulacdo na producao do fator de crescimento
(PURVIS & KIRBY, 1994). Sugere-se que esses mediadores inflamatorios
influenciam a regulacdo do CYR61 na piometra em fémeas caninas.

RACHFAL & BRIGSTOCK (2005) afirmam que a funcdo de fatores
proangiogénicos como o CYR61 é mediada por integrinas, como ITGAV, ITGAG,
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ITGB1 e ITGB3, que demonstraram importante papel na regulacdo da CYR61 em
adesOes celulares e angiogénese. Essas integrinas sdo encontradas em baixa
expressdo em tecidos endometriais e alta expressdo em tecidos ectopicos de
endometriose (van der LINDEN et al., 1995; HIl & ROGERS, 1998; CREUS et al.,
2002). Os polimorfonucleares mobilizados pela piometra expressam moléculas de
adesao na membrana celular (integrina e L-selectina) (MACKAY, 2000), sugere-se
gue as integrinas expressas na piometra regulam a expressao do CYR61 no utero
das fémeas caninas.

Os mecanismos exatos pelos quais o CYR61 media a patogénese do
crescimento e proliferacdo endometrial ndo foram completamente elucidados, mas
€ evidente que ocorre regulacdo positiva no endométrio de cédes, de babuinos
segundo GASHAW et al. (2006), e humanos, implicando em mecanismo de
feedback positivo nas alteracfes inicias do endométrio, como em fémeas na fase
de diestro, alterando sua funcédo e mantendo o endométrio secretor em um estado
estrogénico. Sugere-se que citocinas, interleucinas, estresse oxidativo induzido
por fator-1a induzido por hipdxia, VEGF, integrina e outros mediadores estdo
relacionados com a alta expressdo do CYR61 no Utero de fémeas caninas
acometidas por piometra.

5.4.1.2 Tuba uterina

As Tabelas 13 e 14 demonstram diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05), nos endométrio e miométrio da tuba uterina, comparados entre fases.

Tabela 13. Valores de p para as variaveis AC e
PAC da tuba uterina comparadas entre

fases.
Variaveis analisadas p Fase
AC <0,0001
PAC <0,0001

p=<0,05 diferem significativamente pelo teste de Tukey.
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Tabela 14. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio padrao
dos valores de area e porcentagem de area com marcagao
citoplasmatica positiva em endométrio e miométrio da tuba
uterina, comparada nas diferentes fases do ciclo estral e
piometra, a 5% de significancia, em ordem de classificacao da
fase com menor marcacao para a fase com maior marcacao.

Fase AC (um?) PAC (%)
Anestro 58214,34+23424,7 C 21,9648,84 C
Piometra 66814,95+25633,31 C 25,21+9,67 C

Pré-pabere 71942,57+26036,45 C 27,14+9,82 C
Diestro 93701,904£25443,34 B 35,35+9,6 B
Proestro 95689,88+27331,43 B 36,10+10,31 B

Estro 118692,58+26019,87 A 44,7849,82 A

Letras diferentes ha mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

O grafico da Figura 27 demonstra a relacéo linear positiva na fracdo de area
e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva para o anticorpo
anti-CYR61 no endométrio e miométrio da tuba uterina, em relacdo aos valores
séricos de progesterona (ndo significativo, p>0,05) e estradiol (significativo,
p<0,05), demonstrando que quanto maior as concentracdes plasmaticas destes

horménios, maior a fracdo de area com marcacao positiva na tuba uterina.
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Figura 27.

Gréfico da relagéo linear positiva significativa para os valores de estradiol e n&ao significativa para os
valores de P4, da area e porcentagem de &area com marcagdo citoplasmética positiva no

endométrio e miométrio da tuba uterina, com os valores séricos de progesterona e estradiol, (A)

area marcada (AC) em relacdo a P4, (B) porcentagem de area (PAC) em relagédo a P4, (C) area

marcada (AC) em relagdo a E2 e, (D) porcentagem de area marcada (PA) em relagdo a E2.

Somente a tuba uterina apresentou correlagéo linear positiva entre a area e

porcentagem de éarea de marcacdo citoplasmatica do CYR61, em tecidos

endometriais e miometriais, quando comparadas aos valores séricos de estradiol,

que pode ser explicado pelas funcbes da tuba uterina, que estdo intimamente

relacionadas a fase ovulatoria e pés-ovulatéria imediata, como captura dos 6vulos

liberados e conducdo dos mesmos ao Utero, transporte de espermatozoides, e
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permitir a fertilizagdo em seu interior. As tubas uterinas nestas fases apresentaram
caracteristicas secretorias superiores quando comparadas as fémeas em diestro.

E possivel concluir que a expressdo do CYR61 esta diretamente
relacionada com as alteracdes morfolégicas e funcionais dos 6rgaos reprodutores
femininos, provocadas pelos hormoénios ovarianos nas diferentes fases do ciclo
estral, de forma particular sobre cada tecido, de acordo com suas funcdes
fisiolégicas. O Utero das fémeas caninas apresentou maior area e porcentagem de
area com marcacao citoplasmatica positiva de CYR61, na fase latea do ciclo
estral, caracterizada por significativo desenvolvimento secretério e proliferativo
endometrial e miometrial, influenciado pela secrecéo na fase folicular de estrégeno
pelos foliculos ovarianos e potencializacdo e somatoria dos efeitos do estrogeno
associados com alta producéo de progesterona pelas células luteinicas do corpo
liteo, nos tecidos, nesta fase. O tecido endometrial e miometrial da tuba uterina
das fémeas caninas apresentaram maior expressdo do CYR61 na fase
proliferativa do ciclo estral, regulada positivamente de forma significativa pelo
estradiol, que pode ser explicada devido as caracteristicas morfolégicas e
funcionais desenvolvidas por este 6rgdo na fase ovulatéria das fémeas caninas.
Utero de mulheres apresenta alta expressédo de CYR61 na fase proliferativa do
ciclo menstrual, caracterizada por desenvolvimento, proliferacdo e descamacao de
componentes endometriais mais significativos na fase pré-ovulatéria, do que na
fase lutea do ciclo menstrual.

A Figura 28 demonstra marcacdo citoplasméatica positiva no epitélio de
revestimento, fibroblastos da lamina propria do endométrio e musculatura lisa do

miomeétrio da tuba uterina.
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Figura 28. Marcacdo citoplasmatica positiva da proteina CYR61 nos componentes epiteliais e
estromais da tuba uterina das fémeas caninas, 10x, 20x e 40x. (A) fémeas pré-puberes,
10x e 40x, (B) fémeas na fase de proestro, 20x e 40x, (C) fémeas na fase de estro, 20x
e 40x, (D) fémeas na fase de diestro, 20x e 40x, (E) fémeas na fase de anestro, 20x e
40x, (F) féemeas acometidas por piometra, 10x e 40x.
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Os resultados demonstram maior area e porcentagem de area com
marcacgao citoplasmatica positiva no endométrio e miométrio da tuba uterina de
fémeas na fase de estro, seguidas das fémeas na fase de proestro, que pode ser
explicada pelas caracteristicas funcionais do 6rgdo, que compreendem captura
dos Ovulos liberados, conducdo dos Ovulos ao utero, transporte de
espermatozoides e fertilizagcdo em seu interior (DYCE et al., 2004), necessitando
de maior atividade secretora pelo epitélio de revestimento da tuba uterina apos a
ovulacdo, na fase de estro da fémea canina.

As fémeas na fase de anestro e pré-puberes ndo diferiram
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia, que pode ser
explicada pela inatividade na funcdo secretéria do 6rgao nestas fases. As fémeas
acometidas por piometra resultaram em menor area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva quando comparadas as fémeas em diestro, que
pode ser explicada pela atividade secretora elevada do epitélio de revestimento do
orgao, no inicio da fase de diestro, e as fémeas caninas acometidas por piometra
sao diagnosticadas no final da fase de diestro e inicio da fase de anestro.

E possivel fazer correlagéo positiva na expressdo do CYR61 na tuba uterina
de fémeas caninas com concentragbes plasméticas de progesterona e
principalmente de estradiol (Figura 27). As fémeas na fase de estro e proestro que
apresentaram concentracfes plasmaticas elevadas de estradiol apresentaram
maior expressdo do CYR61 no endométrio e miométrio da tuba uterina, quando
comparadas as fémeas em anestro e pré-puberes.

N&o foram encontrados estudos sobre a expressdo do CYR61 na tuba
uterina de outras espécies, mas 0 mecanismo de acdo que regula a expresséao é
semelhante ao mecanismo supracitado no corno uterino e corpo do Utero das

fémeas caninas.
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5.4.1.3 Ovario

As Tabelas 15 e 16 demonstram diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p<0,05), na analise do cértex ovariano, comparados entre fases.

Tabela 15. Valores de p para as variaveis do
ovario comparadas entre fases.

Variaveis analisadas p Fase
AC <0,0001
PAC <0,0001

p=<0,05 diferem significativamente pelo teste de Tukey.

Tabela 16. Teste de Tukey para comparacdo das médiastdesvio padrao
dos valores de area e porcentagem de area com marcacgao
citoplasmatica positiva no cortex ovariano, comparados entre
fases e piometra, a 5% de significAncia, em ordem de
classificagdo da fase com menor marcagdo para a fase com
maior marcagao.

Fase AC (um?) PAC (%)
Pré-pubere 228906,4+87379,48 C 21,59+8,24 C
Estro 285415,71+96121,42 BC 26,92+9,07 BC
Proestro 289499,92+97476,75 BC 27,31+9,20 BC
Anestro 316766,64+126851,74 B 29,88+11,97 B
Piometra 333170,71+121253,51 B 31,43+11,44 B
Diestro 432854,31+169572,70 A 40,83+£16 A

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

O gréfico da Figura 29 demonstra relacéo linear positiva na fracao de area e
porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva para o anticorpo anti-
CYR61 no cortex ovariano em relacdo aos valores séricos de progesterona
(significativo, p<0,05) e estradiol (ndo significativo, p<0,05), demonstrando que
guanto maior as concentragcdes plasmaticas desses hormonios, maior a fracao de
area com marcacao positiva no citoplasma das células dos foliculos em diferentes
estagios de desenvolvimento, corpo luteo ativo, corpo lateo em regressao, corpo

albicans, glandulas intersticiais e fibroblastos do estroma ovariano.
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Figura 29. Gréfico da relacao linear positiva significativa para os valores de progesterona (p<0,05) e
nao significativa para os valores de estradiol (p>0,05) da area e porcentagem de area com
marcacgdo citoplasmatica positiva no coOrtex ovariano, com o0s valores séricos de
progesterona e estradiol, (A) area marcada (AC) em relagédo a P4, (B) porcentagem de &rea
(PAC) em relacdo a P4, (C) area marcada (AC) em relacdo a E2 e, (D) porcentagem de
area marcada (PA) em relagao a E2.

A Figura 30 demonstra marcacao citoplasmatica positiva no epitélio cubico
simples (epitélio germinativo), fibroblastos do estroma, foliculos ovarianos nos
diferentes estagios de desenvolvimento, glandulas intersticiais, corpo luteo, corpo

em degeneracgdo e corpo albicans e musculatura lisa das artérias.
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Figura 30. Marcacgdo citoplasmatica positiva da proteina CYR61 nos componentes epiteliais e
estromais do ovério das fémeas caninas, 5x e 20x. (A) fémeas pré-puberes, 20x, (B)
fémeas na fase de proestro, 20x, (C) fémeas na fase de estro, 20x, (D) fémeas na
fase de diestro, 5%, (E) fémeas na fase de anestro, 20x, (F) fémeas acometidas por
piometra, 20x.
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Os resultados demonstram menor area e porcentagem de area com
marcacao citoplasmatica positiva na regido cortical dos ovéarios de fémeas pré-
puberes, quando comparadas as fémeas nas diferentes fases do ciclo estral e
acometidas por piometra, que pode ser explicado devido a quiescéncia ovariana
nas fémeas pré-puberes, devido a imaturidade no eixo hipdfise-hipotalamo-
gonadal, que resulta em inatividade secretéria pelas células dos foliculos
ovarianos, que sao, na sua maioria, foliculos primordiais e foliculos primarios, que
apresentam uma ou mais camadas de células foliculares escamosas simples,
caracterizadas por nucleos grandes e esféricos, resultando em menor area de
citoplasma marcada.

As fases de estro e proestro ndo demonstraram diferenca significativa pelo
teste de Tukey a 5% de significancia, demonstrando menor area e porcentagem
de area com marcacéao citoplasmatica positiva na regido cortical dos ovarios, apos
as fémeas pré-puberes, que pode ser explicado devido a semelhanca nas
caracteristicas morfoldgicas dos ovarios nestas fases do ciclo estral, apresentando
foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento, como foliculos primordiais,
foliculos primérios, foliculos secundarios e foliculos de Graaf. A fase de estro
apresentou maior expressdo do CYR61 quando comparada a fase de proestro,
que pode ser explicada pelo inicio da formacao de corpo luteo na regido cortical
dos ovérios das fémeas nesta fase do ciclo estral, com concomitante producao de
progesterona.

Os resultados demonstram maior area e porcentagem de &rea com
marcacao citoplasmatica positiva na regido cortical dos ovarios de fémeas caninas
na fase de diestro, seguidas por fémeas acometidas por piometra, que se
encontravam, na sua maioria, no final da fase de diestro. As fémeas na fase de
diestro apresentaram regido cortical do ovario ocupada por grande quantidade e
volume de corpo luteo constituido de células granulosas luteinas e células tecais
luteinas secretoras de estradiol e progesterona. E possivel afirmar que a
expressdo do CYRG61 é regulada pelo estradiol na fase proliferativa e pelo estradiol

e principalmente pela progesterona, na fase secretoria.
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A fase de anestro nao diferiu significativamente pelo teste de Tukey a 5%
de significancia, das fases de estro e proestro. A fase de anestro, proestro e estro,
caracterizadas por valores baixos de progesterona, 1,06+£0,79ng/mL,
1,95+£1,58ng/mL e 5,3+1,03ng/mL, respectivamente, apresentam diferencas
significativas nas concentragdes plasméticas de estradiol, 27,14+48,40pg/mL,
49,71+47,05pg/mL e 77,07+57,58pg/mL, respectivamente. E possivel afirmar que
a fase folicular, caracterizada pelo proestro, a fase de inatividade ovariana,
caracterizada pelo anestro e inicio da fase IUtea, caracterizada pelo estro,
apresentam menor expressdo da CYR61 quando comparadas a fase litea
secretoria, caracterizada pelo diestro nas fémeas caninas, devido a menor area
representada pelas células foliculares secretoras de estrégeno nos diferentes
foliculos em desenvolvimento, quando comparados ao corpo liteo no cértex
ovariano, composto de células luteinas granulosa e células luteinicas tecais,
secretoras de estrogeno e progesterona, que preenchem a regido cortical em sua
guase totalidade, e menor producdo de progesterona quando comparadas a fase
secretoria.

Semelhante ao encontrado nos tecidos endometriais e miometriais do corno
uterino e corpo do Utero, a expressdo do CYR61 € identificada na fase
proliferativa, mas principalmente na fase secretoria do ciclo estral da fémea
canina, assim como os resultados de GASHAW et al. (2006), que afirmam maior
expressdo do CYR61 no endométrio de fémeas de babuino na fase secretéria
quando comparada a fase folicular, demonstrando com este experimento, relacédo
linear positiva entre concentracdes plasmaticas de progesterona com a area e
porcentagem de area com marcacdo citoplasmatica positiva nos ovarios das
fémeas caninas.

N&o foram encontrados estudos evidenciando a expressao do CYR61 em
tecidos ovarianos normais de fémeas de outras espécies, mas foi demonstrado
gque o CYR61 inibe a apoptose induzida por tratamento quimioterapico com
cisplatina em carcinomas ovarianos (RHO et al., 2009), assim como o0 CYRG61, sob

regulacdo positiva do estrogeno, promove proliferacdo, migracdo celular e
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angiogénese em adenocarcinomas mamarios em mulheres, e que a inibicdo de
sua expressdo ou bioatividade resulte em tratamento ou prevengdo dessas
afeccdes (SAMPATH et al., 2001).

5.4.2 Analise de intensidade e distribuicdo de marcacéao positiva

A Tabela 17 demonstra os resultados do teste estatistico de qui-quadrado a
5% de significancia, na andlise subjetiva de intensidade de marcacéo
citoplasmatica positiva do CYRG61, forte, moderada e fraca, nos componentes
estruturais do ovario de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral e

piometra.

Tabela 17. Teste de qui-quadrado para comparacdo das médiastdesvio
padrdo dos valores de intensidade de marcacao citoplasmatica
positiva nos componentes estruturais do ovario, nas diferentes
fases do ciclo estral e piometra.

EG E F CL Gl
L 2,4+0,67 B 1,96+0,76 B 2,33+0,55 B 1,97+0,56 B
Pré-pubere (forte) (moderada)  (moderada) ) (moderada)
Proestro 2,7+0,62 AB 2,38+0,77 A 2,83+0,38 A ) 2,58+0,6 A
(moderada) (forte) (forte) (forte)
Estro 2,75+0,44 AB 2,44+05A 2,66x0,48 A 1,93+0,66 ABD 2,03+0,6 B
(forte) (moderada) (forte) (moderada) (moderada)
Diestro 2,78+£0,42 A 2,53t05 A 2,69+0,47 A 2,66x0,55 AC 2,63+0,49 A
(forte) (forte) (forte) (forte) (forte)
A 2,69+0,54 AB 2,44+0,56 A 2,56+0,56 A 1,72+0,58 B 2,25+0,44 B
nestro

(forte) (moderada) (forte) (moderada) (moderada)

Piometra 2,84+0,37 A 2,42+0,68 A 2,79+0,41 A 2,24+0,54 D 2,18+0,51 B
(forte) (forte) (forte) (moderada) (moderada)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-

quadrado a 5% de significancia.

Os graficos da Figura 31 demonstram correlacédo linear positiva entre
intensidade de marcacao citoplasmética positiva do CYR61 e valores seéricos de

progesterona, nos componentes estruturais do ovario de fémeas caninas nas



110

diferentes fases do ciclo estral e piometra; e correlacdo linear neutra entre
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Figura 31. Gréafico da relacdo linear positiva e neutra da intensidade de marcacdo citoplasmatica,
demonstrada pelas férmulas, com os valores séricos de progesterona e estradiol,
respectivamente, nos componentes estruturais do ovario, com diferenca significativa em
algumas variavels (p<0,05) e sem em outras (p>0,05). (A) foliculos ovarianos comparada
aos valores séricos de P4, (B) foliculos ovarianos comparados aos valores séricos de E2,
(C) corpo luteo comparado aos valores séricos de P4, (D) corpo liteo comparado aos
valores séricos de E2, (E) fibroblastos do estroma ovariano, comparados aos valores
séricos de P4 e, (F) fibroblastos do estroma ovariano, comparados aos valores de E2.
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Os ovarios na fase secretéria do ciclo estral, apresentam maior intensidade
de marcacdo citoplasmatica da proteina CYR61, quando comparadas a fase
proliferativa do ciclo estral, demonstrando correlacdo positiva com a progesterona,
e negativa com o estradiol. Confirmando os resultados obtidos nas analises de
area e porcentagem de éarea, nas quais os 6rgaos reprodutores apresentaram
maior area e porcentagem de area com marcacao citoplasmatica positiva na fase
secretoria, quando comparada a fase proliferativa, enfatizando que os efeitos da
progesterona potencializados pelo estradiol secretado anteriormente ou
concomitantemente a fase litea do ciclo estral, exerce regulacéo positiva sobre a
proteina CYRG61.

A Tabela 18 demonstra a comparacao das médiastdesvio padrdo pelo teste
de qui-quadrado a 5% de significancia, na marcacao citoplasmatica positiva do
anticorpo anti-CYR61 com distribuicdo de 76-100% em todos os componentes
estruturais presentes na regido cortical do ovario, ndo apresentando diferenca

significativa entre as fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 18. Teste de qui-quadrado para comparacdo das médiastdesvio
padrdo dos valores de distribuicho de marcacdo
citoplasmatica positiva nos componentes estruturais do
ovario, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

EG E F CL Gl

Pré-pubere SA 5B SA - SA
(76-100%) (76-100%) (76-100%) (76-100%)
Proestro 4,96+0,2 A  4,33t1,09 A 5A 4,78+0,73 A 4,96+0,2 A
(76-100%) (76-100%) (76-100%) (76-100%) (76-100%)

Estro 5A 4,81+0,54 B 5A 4,86+0,36 A 5A
(76-100%) (76-100%) (76-1005) (76-100%) (76-100%)

Diestro 4,88+0,42 A 4,72+0,58 A 5A 4,88+0,34 A 5A
(76-100%) (76-100% (76-100%) (76-100%) (76-100%)

Anestro 5A 5B 5A 5A 5A
(76-100%) (76-100%) (76-100%) (76-100%) (76-100%)

. 5A 4,63+0,49 A 5A 5A 5A

Piometra

(76-100%)  (76-100%)  (76-100%)  (76-100%)  (76-100%)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de

qui-quadrado a 5% de significancia.
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A Tabela 19 demonstra marcacéo nuclear positiva do anticorpo anti-CYR61
em alguns componentes estruturais presentes na regido cortical do ovario das

fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 19. Comparacdo das médiastdesvio padrdo para presenca ou
auséncia de marcacdo nuclear positiva nos componentes
estruturais do ovario, nas diferentes fases do ciclo estral e

piometra.
EG E F CL Gl
brépibere 1378049 157305 1474051 ) 1,63+0,49
P (sim) (n&o) (sim) (n&o)

1,42+0,5 1,54+0,51 1,38+0,49 1,94+0,24 1,63+0,5
Proestro

(sim) (néo) (sim) (néo) (ndo)
1,22+0,42 1,28+0,46 1,25+0,44 1,6+0,5 1,63+0,5
Estro ; ; : ~ -
(sim) (sim) (sim) (néo) (ndo)
. 1,22+0,42  1,41+0,5 1,44+0,5 1,56+0,5 1,56+0,5
Diestro : . . - -
(sim) (sim) (sim) (ndo) (ndo)
Anestro 1,38+0,49 1,47+0,51 1,38+0,5 1,88+0,37 1,66+0,48

(sim) (sim) (sim) (ndo) (ndo)

Piometra 1,34+0,48 1,39+0,5 1,29+0,46 1,47+0,51 1,58+0,5
(sim) (sim) (sim) (sim) (ndo)

A Tabela 20 demonstra os resultados do teste estatistico de qui-quadrado a
5% de significancia, na analise subjetiva de intensidade de marcacéo
citoplasmatica positiva do CYR61, forte, moderada e fraca, nos componentes
estruturais do corno uterino de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral

e piometra.



Tabela 20. Teste de qui-quadrado para comparacéo das médiastdesvio padrao dos valores

de

intensidade de marcacdo citoplasmatica positiva nos componentes

estruturais do corno uterino, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP GE ER

Pré-pibere 2,57+0,54 A 2,73+0,45C  2,73+0,45B 2,7+0,53 A 2,83+0,38 CD 2,83+0,38 B
P (forte) (forte) (forte) (forte) (forte) (forte)

Proestro 2,42+0,58 A 1,73+045 A 1,73+0,83 AC 2,04+0,82 A 2,62+0,5 A 2,5£0,51 A
(moderada)  (moderada) (moderada) (moderada (forte) (forte)

Estro 2,28+0,52 A 2,03+0,4 A 2,06+0,56 A 1,88+0,83 A 2,47+0,62 AB 2,44+0,67 A
(moderada) (moderada) (moderada) (moderada) (forte) (forte)

Diestro 2,44+0,62 A 2,09+0,53 A 2,47+0,57 CD 2,4+0,67 A 2,2+0,66 B 2,34+0,55 A

(forte) (moderada) (forte) (forte) (moderada) (moderada)

Anestro 2,5+0,51 A 2,25¢0,51 B 2,16+0,72 AC  2,59+0,56 A 2,56+0,56 AD 2,56+0,56 A
(forte) (moderada) (moderada) (forte) (forte) (forte)

Piometra 2,58+0,5 A 2,43+0,5 A 2,58+0,5BD  2,86+0,42 B 2,89+0,31 D 2,91+0,28 C
(forte) (moderada) (forte) (forte) (forte) (forte)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.
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A Tabela 21 demonstra diferenca significativa pelo teste de qui-quadrado a

5% de significAncia, na distribuicdo da marcacdo citoplasmatica positiva do

anticorpo anti-CYR61, em todos os componentes estruturais presentes no corno

uterino, nas fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 21. Teste de qui-quadrado para comparacdo das médiastdesvio padrdo dos valores
de distribuicdo de marcacdo citoplasmatica positiva nos componentes
estruturais do corno uterino, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP GE ER
Prénibere  447TH082B  497:0,18BC  27:079A  273:t123A  4,8:048A  4,63:0,81A
P (76-100%) (76-100%) (26-50%) (26-50%) (76-100%) (76-100%)
Proestro  492:0.27AB  473t0,6 AC  242:t158 AC  2,08£113A  477:051AB  4,65:0,85 AC
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (6-25%) (76-100%) (76-100%)
Estro 4,84+t0,37 A  4,88t0,34 AB  2,38+107 A  1,88+1,18 A  4,84+0,37 AB  4,81+0,54 A
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (26-50%) (76-100%) (76-100%)
Diestro  48810,34 AB  463:0,75AC  2,75:0,84B  3,09+1,15 A 5B 4,94+0,35 C
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (26-50%) (76-100%) (76-100%)
Anestro | 494t025AB  4,7210,63AC  3,09t0,96 A 3,53:0,76 BC 5 AB 4,59+0,87 B
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (51-75%) (76-100%) (76-100%)
Piometra 5C 4,86:0,35C  2,33t126C  4,14#0,79C  4,97+0,16 B  4,83%0,57 C
(76-100%) (76-100%) (6-25%) (51-75%) (76-100%) (76-100%)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.
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A Tabela 22 demonstra marcagéo nuclear positiva do anticorpo anti-CYR61
em alguns componentes estruturais presentes no corno uterino das fémeas

caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 22. Comparagdo das médiastdesvio padrdo para presenca ou
auséncia de marcacdo nuclear positiva nos componentes
estruturais do corno uterino, nas diferentes fases do ciclo estral e

piometra.
ML MC EV LP GE ER
Pré-plbere l,53§0,51 1,43;-0,54 1,37;0,49 1,37;0,49 1,4;0,5 1,4_10,5
(ndo) (sim) (sim) (sim) (sim) (sim)
p 1,62+0,5 1,8+0,4 1,5¢0,51 1,65+0,49 1,58+0,5 1,62+0,5
roestro ~ = . ~ ~ ~
(nédo) (ndo) (sim) (ndo) (ndo) (néo)
1,63+0,49 1,72+0,46 1,75%x0,44 1,59+0,5 1,44+0,5 1,59+0,5
Estro = = = ~ . =
(nédo) (ndo) (ndo) (ndo) (sim) (néo)
. 1,16+0,37 1,44+0,5 1,03#1,18 1,44+0,5 1,63+0,49 1,53+0,5
Diestro ; . : . ~ -
(sim) (sim) (sim) (sim) (ndo) (néo)
Anestro 1,38+0,49 1,53+0,51 1,34+0,48 1,28+0,46 1,44+0,54 1,31+0,47

(sim) (n&o) (sim) (sim) (sim) (sim)

Piometra 1,05+0,23 1,16+0,37 1,28+0,45 1,16+0,37 1,05+0,23 1,14+0,36
(sim) (sim) (sim) (sim) (sim) (sim)

A Tabela 23 demonstra os resultados do teste estatistico de qui-quadrado a
5% de significAncia, na analise subjetiva de intensidade de marcacdo
citoplasmatica positiva do CYRG61, forte, moderada e fraca, nos componentes
estruturais do corpo do utero de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo

estral e piometra.
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Tabela 23. Teste de qui-quadrado para comparacao das médiastdesvio padrao dos valores
de distribuicdo de marcacdo citoplasmatica positiva nos componentes
estruturais do corpo do Utero, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP GE ER

Pré-pibere 2,57+0,57 A  2,7+0,47C 2,5+0,51 B 2,3+0,79 A  2,57+0,68 CD 2,47+0,73B
P (forte) (forte) (forte) (moderada) (forte) (forte)

Proestro 2,42+0,50 A 1,92+0,27 A 1,15+0,61 AC 2+0,8 A 2,38+0,5 A 2,5+0,58 A
(moderada)  (moderada) (moderada) (moderada (moderada) (forte)

Estro 2,44+0,50 A 1,78+0,55 A 1,91+0,64 A 1,97+0,86 A 2,44+0,50 AB  2,28+0,58 A

(moderada)  (moderada) (moderada) (moderada) (moderada) (moderada)

Diestro 2,34+0,60 A 2,13+0,49 A 2,16x0,68 CD  2,06x0,8 A 2,19+0,54 B 2,22+0,61 A

(moderada) (moderada) (moderada) (moderada) (moderada) (moderada)

Anestro 2,47+051 A 2,22+0,42B 2,31+0,69 AC 2,59+05A 2,56+0,50 AD 2,44+0,62 A
(moderada) (moderada) (moderada) (forte) (forte) (forte)

Piometra 2,65+0,48 A 2,05+0,32 A 2,48+0,64 BD 2,5+0,55B 2,55+0,5D 2,53+0,51 C
(forte) (moderada) (forte) (forte) (forte) (forte)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.

A Tabela 24 demonstra diferenca significativa pelo teste de qui-quadrado a

5% de significAncia, na distribuicdo da marcacdo citoplasmatica positiva do
anticorpo anti-CYR61, em todos os componentes estruturais presentes no corno

uterino, nas fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 24. Teste de qui-quadrado para comparacdo das médiastdesvio padrdo dos valores
de distribuicdo de marcacdo citoplasmatica positiva nos componentes
estruturais do corpo do Gtero, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP GE ER
Pronibere  453t082B  487:035BC  28:085A  243tl,25A  44T:078A 45709 A
p (76-100%) (76-100%) (26-50%) (26-50%) (76-100%) (76-100%)
Proestro  473t045AB  4,65:0,56 AC  2,62:113AC 223127 A  4,96:02AB  4,62£0,85 AC
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (6-25%) (76-100%) (76-100%)
Estro 4,81+0,39 A 4,78+0,49 AB  2,5+114 A  159+0,95A  4,91+03AB  4,13+121 A
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (1-5%) (76-100%) (76-100%)
Diestro 459056 AB  456:062AC  2,53t0,8B 244124 A  4,84:037B  4,94:0,25C
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (26-509%) (76-100%) (76-100%)
Anestro 481+0,4 AB  4,78t0,49 AC  2,75+1,02 A  3,81+0,78BC 4,75:0,51 AB  4,16+1,05B
(76-100%) (76-100%) (26-50%) (51-75%) (76-100%) (76-100%)
biometra  483t047C  458:087C  253+132C  3,23tL,1C  4,74:0,76B  4,95:0,23C
(76-100%) (76-100%) (6-25%) (26-509%) (76-100%) (76-100%)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.
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A Tabela 25 demonstra marcacéo nuclear positiva do anticorpo anti-CYR61
em alguns componentes estruturais presentes no corpo do utero das fémeas

caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 25. Comparacdo das médiastdesvio padrdo para presenca ou
auséncia de marcacdo nuclear positiva nos componentes
estruturais do corpo do Utero, nas diferentes fases do ciclo estral

e piometra.
ML MC EV LP GE ER
P 1,63+0,49 1,5+0,51 1,47+#0,51 1,5+0,51 1,5+0,51 1,5+0,51
Pré-pubere

(ndo) (n&o) (sim) (n&o) (n&o) (ndo)

1,5+0,51 1,73+0,45 1,69+0,47 1,65+0,49 1,58+0,5 1,65+0,49
Proestro

(nédo) (ndo) (ndo) (ndo) (ndo) (néo)
1,53+051 1,72+0,46 1,63+0,49 1,72+0,46 1,67+0,48 1,63+0,49
Estro = = = ~ ~ =
(ndo) (n&o) (n&o) (n&o) (n&o) (ndo)
Di 1,34+0,48 1,47+0,5 1,53+0,5 1,59+0,5 1,66+0,48 1,63+0,49
iestro : . - - = =
(sim) (sim) (ndo) (ndo) (ndo) (ndo)
Anestro 1,31+0,47 1,56+0,5 1,41+0,5 1,34+0,48 1,41+0,5 1,34+0,48

(sim) (ndo) (sim) (sim) (sim) (sim)

Piometra 1,3+0,46  1,35+0,48 1,25+0,44 1,5+0,51 1,53+0,51 1,42+0,5
(sim) (sim) (sim) (ndo) (ndo) (sim)

A Tabela 26 demonstra os resultados do teste estatistico de qui-quadrado a
5% de significancia, na analise subjetiva de intensidade de marcacéo
citoplasmatica positiva do CYRG61, forte, moderada e fraca, nos componentes
estruturais da tuba uterina de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral e
piometra.



Tabela 26. Teste de qui-quadrado para comparagdo das médiastdesvio padrdo dos
valores de distribuicdo de marcacao citoplasmatica positiva nos componentes

estruturais da tuba uterina, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP S ER

Pré-pibere 2,89+0,31 A 2,75+0,52 C 2,79+0,5B 2,04+1,35 A 154+14A 2,82+0,48B
P (forte) (forte) (forte) (forte) (moderada) (forte)

Proestro 3A 2,6+t0,5B 2,8£0,5 AC 1,72+1,17 A 1,37+153 A 2,58+0,72 A
(forte) (forte) (forte) (moderada) (fraca) (forte)

Estro 2,87£0,35 A 2,4+0,5 A 2,8+0,41 AC 1,4+1,45 A 1,7¢1,44 A 2,8£0,41 A
(forte) (moderada) (forte) (fraca) (forte) (forte)

Diestro 2,81+0,4 A 2,41+0,5 A 2,84+0,37 A 2,22¢124 A 2,97+0,18B 2,78+0,42 A
(forte) (moderada) (forte) (forte) (forte) (forte)

Anestro 2,61+0,67 A 2,48+0,63 A 2,16£1,07CD 187+12A 2,63+0,81B 2,43+0,77 A
(forte) (forte) (moderada) (moderada) (forte) (forte)

Piometra 2,65+0,49 A 240,74 A 2,29+1,12BD 1,68+1,34B 2,56+1,01 B 2,61+0,5C
(forte) (moderada) (forte) (moderada) (forte) (forte)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.
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A Tabela 27 demonstra diferenca significativa pelo teste de qui-quadrado a

5% de significAncia, na distribuicdo da marcacdo citoplasmatica positiva do

anticorpo anti-CYR61, em todos os componentes estruturais presentes na tuba

uterina, nas fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 27. Teste de qui-quadrado para comparacédo das médiastdesvio padrdo dos valores
de distribuicdo de marcacdo citoplasmatica positiva nos componentes

estruturais da tuba uterina, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

ML MC EV LP S ER

brépibere 4610698 4861036 BC 139:063A 1,18t106A 243228 A 5A
P (76-100%) (76-100%) (0-5%) (0-5%) (51-75%) (76-100%)

Proestro  44t0.65AB  48:041AC  1,84:094A 136:122BC 2,08:2,36 A 5B
(51-75%) (76-100%) (6-25%) (0-5%) (76-100%) (76-100%)

Estro 4,83:t0,38 AB  4,570,68 AC 1,9:0,92AC  0,620,72A  4,91:0,3A  4,9740,18 AC

(76-100%) (76-100%) (6-25%) (0-5%) (76-100%) (76-100%)

Diestro 4,6210,66 A 4,6620,48 AB  1,59+0,8 A  1,06:0,76 A  3,66:1,45 A 5A
(76-100%) (76-100%) (0-5%) (0-5%) (51-75%) (76-100%)
Anestro | 4581067 AB 4743044 AC  1,23:0,72 B 10,79 A 3,07t1,6 A 4,8:0,92C
(76-100%) (76-100%) (0-5%) (0-5%) (26-50%) (76-100%)

Piometra  4,71+0,52C  4,74+0,48C  1,09+0,62C  1+1,13C  3,38+1,83 A 5C
(76-100%) (76-100%) (6-25%) (6-25%) (51-75%) (76-100%)

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de qui-quadrado a 5% de

significancia.
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A Tabela 28 demonstra marcacéo nuclear positiva do anticorpo anti-CYR61
em alguns componentes estruturais presentes na tuba uterina das fémeas caninas

pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e piometra.

Tabela 28. Comparacdo das médiastdesvio padrdo para presenca ou
auséncia de marcacdo nuclear positiva nos componentes
estruturais da tuba uterina, nas diferentes fases do ciclo estral e

piometra.
ML MC EV LP S ER
Pré-nii 1,39+0,5 1,5+0,51 1,39+0,5 1,64+0,49 1,5+0,51 1,57+£0,5
ré-pubere ’ ~ f ~ < =
(sim) (n&o) (sim) (n&o) (n&o) (ndo)
1,08+0,28 1,52+0,51 1,16+0,37 1,56+0,51 1,54+0,51 1,33+0,48
Proestro ; = = ~ ~ :
(sim) (ndo) (ndo) (ndo) (ndo) (sim)
1 1,27+0,45 1,03+0,18 1,57+0,50 1,43+0,5 1,07+0,25
Estro ; : : = . :
(sim) (sim) (sim) (ndo) (sim) (sim)
. 1,31+0,47 1,44+0,5 1,13+0,34 1,34+0,48 1 1,31+0,47
Diestro : . : : : :
(sim) (sim) (sim) (sim) (sim) (sim)
Anestro 1,42+0,5 1,61+0,5 1,61+0,5 1,53+0,51 1,27+0,5 1,6+0,5

(sim) (ndo) (ndo) (ndo) (sim) (ndo)

Piometra 1,41+0,5 1,76x0,43 1,53+0,51 1,62+0,49 1,22+0,42 1,48+0,51
(sim) (ndo) (ndo) (ndo) (sim) (sim)

Os gréficos da Figura 32 demonstram correlagcéo linear neutra ou negativa
entre intensidade de marcacao citoplasmatica positiva do CYR61 e valores séricos
de progesterona e estradiol, nos componentes estruturais do corno uterino, corpo
do utero e tuba uterina de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral e
piometra. Conclui-se que ndo é possivel associar a influéncia da progesterona e
estradiol no corno uterino, corpo do Utero e tuba uterina na intensidade de
marcacao citoplasmética da proteina CYR61, através dos dados obtidos por
analise subjetiva neste experimento. Para confirmacdo desses resultados, faz-se
necessario a utilizacao de analise de intensidade atraves de softwares especificos,

como o “software Image J 1.40”.
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Figura 32. Gréfico da relacé@o linear negativa e neutra, demonstrada nas férmulas, da intensidade de
marcacao citoplasmatica positiva, com os valores séricos de progesterona e estradiol,
respectivamente, nos componentes endometriais e miometriais do corno uterino, corpo do
utero e tuba uterina, significativa (p<0,05) e n&o significativa (p>0,05). (A) glandulas
endometriais comparada aos valores séricos de P4, (B) glandulas endometriais
comparados aos valores séricos de E2, (C) epitélio de revestimento comparado aos valores
séricos de P4, (D) epitélio de revestimento comparado aos valores séricos de E2, (E)
miométrio circular comparados aos valores séricos de P4, (F) miométrio circular
comparados aos valores de E2, (G) miométrio longitudinal comparado aos valores séricos
de P4 e, (H) miométrio longitudinal comparado aos valores séricos de E2.
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Tabela 29. Sintese das fases correspondendo a intensidade de marcacéo por analise subjetiva,
nos componentes estruturais de cada 6rgdo, média da distribuicdo encontrada em
cada componente de cada tecido.

Média
Forte Fraca Moderada
distribuicdo
Epitélio germinativo PP, E, A, D, PIO - PE 76-100%
Fibroblastos estroma PE, D, PIO - E, A, PP 76-100%
Ovario Foliculos PE, E, D, A, PIO - PP 76-100%
Corpo liteo D - PP, PE, E, A, PIO 76-100%
Glandulas intersticiais PE, D - PP, E, A, PIO 76-100%
Miomeétrio longitudinal PP, D, A, PIO - PE, E 76-100%
Miomeétrio circular PP - PE, E, D, A, PIO 76-100%
Corno Estrato vascular PP, PIO, D - PE, E, A 26-50%
uterino  Fibroblastos da Lamina propria PP, D, A, PIO - PE, E 26-50%
Glandulas endometriais PP, PE, E, A, PIO - D 76-100%
Epitélio de revestimento PP, PE, E, A, PIO - D 76-100%
Miomeétrio longitudinal PP, PIO - PE,E, D, A 76-100%
Miomeétrio circular PP - PE, E, D, A, PIO 76-100%
Corpo Estrato vascular PP, PIO - PE,E, D, A 26-50%
do Utero  Fibroblastos da Lamina prépria A, PIO - PP, PE, E, D 26-50%
Glandulas endometriais PP, A, PIO - PE, E, D 76-100%
Epitélio de revestimento PP, PE, A, PIO - E, D 76-100%
Miométrio longitudinal PP, PE, E, D, A, PIO - 76-100%
Miométrio circular PP, PE, A - E, D, PIO 76-100%
Tuba Estrato vascular PP, PE, E, D, PIO - A 6-25%
uterina  Fibroblastos da Lamina prépria PP, D E PE, A, PIO 0-5%
Serosa E, D, A, PIO PE PP 51-75%
Epitélio de revestimento PP, PE, E, D, A, PIO - 76-100%

O anticorpo anti-CYR61 mostrou-se efetivo em marcar componentes
epiteliais nas fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e
acometidas por piometra, mesmo que em diferentes intensidades de marcacgéo
entre e dentro de cada componente avaliado. Este achado pode ser explicado por
existir evidéncias apontando que esta proteina esta distribuida de forma diferente

na matriz extracelular, em partes das células ou na superficie da mesma (YANG &
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LAU, 1991). Existe uma estreita relacdo da proteina e seus principais receptores e

ligantes, e por isso, acredita-se que a proteina seja sintetizada perto de seu local
de acéo (KIREEVA et al., 1997).

VI. CONCLUSOES

Pelo presente estudo podemos concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os tecidos de ovario, corno uterino, corpo do Utero e tuba uterina, das
fémeas caninas pré-puberes, nas diferentes fases do ciclo estral e
acometidas por piometra, apresentaram imunorreacdo positiva nos
componentes estromais e epiteliais para a proteina CYR61.

Foi demonstrada correlagdo entre a proteina CYR61 e os niveis séricos
de estradiol e progesterona, nas diferentes fases do ciclo estral, periodo
pré-puberdade e piometra.

Existe correlacdo linear positiva entre a expressdao do CYR61 nos
orgaos reprodutores e valores séricos de progesterona, demonstrando
maior expressdo da proteina na fase secretéria, fase litea do ciclo
estral, caracterizada por altos valores deste hormonio.

Existe correlacdo linear positiva, neutra ou negativa, de acordo com o
tecido estudado, entre a expressdo CYR61 nos 6rgdos reprodutores e
valores séricos de estradiol.

A expressdo do CYRG61 esta diretamente relacionada com as alteracdes
morfolégicas e funcionais dos 6rgdos reprodutores femininos,
provocadas pelos hormonios ovarianos nas diferentes fases do ciclo
estral, de forma particular sobre cada tecido, de acordo com suas
funcgdes fisiologicas.

Os ovarios, responsaveis por producdo dos hormoénios estradiol e

progesterona, apresentaram maior expressdo da CYRG61, caracterizada
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por maior intensidade de marcagdo e maior area e porcentagem de area
marcada, quando comparados aos demais Orgdos reprodutores, que
sofrem influéncia desses hormonios.

7) Fémeas acometidas por piometra apresentam maior expressdo da
proteina CYR61 nos 6rgéos reprodutores.

8) O CYRG61 regulado por niveis de estrogeno e progesterona € um potente
marcador para o0 desenvolvimento e instalacdo da hiperplasia

endometrial cistica e/ou piometra.
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