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Resumo

Relacionou-se a concentracao de nitrito com a ocorréncia de
enfermidades uterinas. Lavado intrauterino de 1ml de PBS foi
realizado em 25 pecas uterinas de vacas vazias para mensuragao da
concentracao de nitrito pela reagio de Griess. Elevada concentragdo de
nitrito exibiu relagdo significativa com distrofia angiomatosa
(157,57£108,80mM), endometrite (102,96+87,58mM) e fibrose
periglandular (99,15£89,75mM); e ndo significativa com e hiperplasida
endometrial cistica (94,07+£18,89mM) e adenomiose
(77,40£81,25mM). Contudo, elevada concentracio de nitrito mostrou
relagdo significativa com adenomiose acentuada profunda pelo teste 7
Os resultados indicam que a sintese de 6xido nitrico esta elevada
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Introducao

Dentre os variados motivos que
afetam a fertilidade do gado, destacam-se
as afeccoes uterinas adquiridas,
principalmente no pés-parto, como um dos
principais motivos de subfertilidade e
infertilidade, gerando descarte de matrizes,
sem investigagdo conclusiva. No entanto, é
evidente que as alteragGes microscopicas do
ambiente uterino culminam com ineficiéncia
reprodutiva ¢ nem sempre exibem
manifestacoes clinicas."** Como importantes
causas da baixa fertilidade do rebanho
brasileiro destacam-se as infeccdes uterinas
cronicas, alteragdes glandulares, distarbios
vasculares, fibrose e distrofias uterinas.*’

O ¢éxido nitrico (NO) é um radical
livre com atividade em todo organismo.
Devido a sua meia-vida ultracurta (4s), atua
de maneira paricrina ¢ autdcrina na
transducio dos sinais celulares, pela interagio
com grupamentos prostéticos da guanilato
ciclase, aumentando a guanosina
monofosfato ciclico, os quais mediam seus
efeitos. Ento ¢ rapidamente convertido em
nitrito e nitrato.®

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 3, p. 206-210, 2008

A enzima 6xido nitrico sintase (NOS,
do inglés nitric oxide synthase) catalisa a
conversao da L-arginina em NO e L-
citrulina. Existem quatro isoformas dessa
enzima, a cerebral ou neuronal (nNOS)) e
endotelial (eNOS), referidas como formas
constitutivas (cNOS), responsaveis pela
liberacao continua e¢ basal de NO, em
concentracoes picomolares e ambas
requerem calcio e calmodulina para sua
ativacdo. A terceira isoforma é a induzivel
(iNOS) e libera NO em altas concentra¢oes
(nanomolares) durante horas e podem
perdurar dias, em resposta a citocinas
inflamatérias e lipopolissacarideos.® Uma
quarta isoforma identificada na membrana
interna mitocondrial (mtNOS), regula a
fosforilacio oxidativa.’

Nos processos patolégicos, o NO ¢é
produzido em excesso e forma potentes
oxidantes, como o peroxinitrito pela reagao
com superoxido®. O NO desempenha
importante papel nos eventos reprodutivos,
tanto na fertilizacio’ como na implantagio
e sobrevivéncia embrionaria em
camundongos'™'"'? ¢ em bovinos .

O presente estudo teve como escopo



relacionar a concentracao de nitrito no limen
uterino de vacas saudaveis e acometidas por
desordens uterinas.

Material e Método

Vinte e cinco pegas uterinas, de vacas
nao prenhes em idade reprodutiva, foram
colhidas e individualmente protocoladas, por
ocasiao do abate, em matadouros
frigorificos estaduais do municipio de
Campos dos Goytacazes - R, entre marco
de 2003 a dezembro de 2004. As pecas
foram armazenadas em recipientes térmicos
refrigerados e enviadas ao setor de
Morfologia e Anatomia Patolégica da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense.

Através de um corte transversal
realizado na altura do corpo uterino,
acoplou-se uma seringa contendo 1ml de
PBS (Phosphate buffered saline) injetando o
referido volume em um dos cornos uterinos.
Com auxilio de uma pipeta Pastenr, realizou-
se o flushing e recuperou-se a solucio,
armazenando-a em criotubos de plastico de
1,5ml a -18°C, para mensuracdo de nitrito
pela reacao de Griess de acordo com
método desctito por Escocard et al'.

Do terco médio do corno uterino no
qual efetuou-se a lavagem, uma amostra
tecidual com 0,5cm de espessura foi colhida,
fixada em formalina neutra tamponada a
10%, e apos o periodo minimo de 48 horas,
a amostra foi submetida a processamento
tecidual por inclusio em parafina e corada
pela hematoxilina e eosina e Van-Gieson.

As desordens uterinas foram
observadas por microscopia Optica de luz.
A endometrite e fibrose periglandular foram
avaliadas segundo Martins et al.*e a
adenomiose foi classificada de acordo com
Morteira et al.",
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A distrofia angiomatosa foi avaliada
como disturbio do crescimento vascular,
neste caso, pela abundancia, posicionamento
anormal, irregularidade, calibre aumentado
e congestao dos vasos sanguineos na camada
endometrial, descrito por Carvalho, 2005
(informagao verbal).

Os dados foram analisados pela
ANOVA e teste # com um a de 0,05, pelo
procedimento FREQ/CHISQ do SAS.

Resultados e Discussao

A concentracao média de nitrito no
Iimen uterino foi 60,04 mM, com valores
variando de 0 a 281,14 mM, desvio padriao
de 77,68mM e coeficiente de variacao de
62,84.

Uteros acometidos por distrofia
angiomatosa exibiram a concentra¢io média
mais elevada (157,57mM+*108,80mM,

p<0,05), seguida por aqueles com
endometrite  (102,93mM+87,58mM,
p<0,05) e fibrose periglandular

(99,15mM=£89,75mM, p<0,05). Enquanto
que, os uteros com adenomiose e HEC
(Tabela 1) exibiram concentracdo média
similar (77,40mM=*81,25mM;
94,07mM*19,89mM, respectivamente,
p>0,05) as dos uteros sadios
(15,29mM=*20,85mM, p>0,05). No entanto,
os uteros acometidos por adenomiose
acentuada profunda mostraram
concentracao média de nitrito elevada
(98,99mM*26,62mM, p>0,05).

O coeficiente de variacio e o desvio
padrio foram elevados devido a
amostragem set pequena, nio uniforme e
com ocorréncia de pelo menos duas
desordens concomitantes no corno uterino
analisado, influenciando entre si. Além disso,
para uma quantificacio verossimil de NO
seria necessaria a conversiao do nitrato para

Tabela 1 - Concentragdao média intrauterina de nitrito e a ocorréncia de enfermidades uterinas de vacas abatidas
em matadouros estaduais de Campos dos Goytacazes - RJ, 2003-2004

Enfermidades  Fémeassem Adenomiose  Hiperplasia Fibrose Endometrite Distrofia

Uterinas desordens endometrial periglandular angiomatosa
uterinas cistica

Amostras (n) 07 18 03 11 12 05

Meédias (uM) 15,292 +20,85 77.405+81,25 94,07+19,89  99,15%+89,74  102,93°+87,58 157,574+108,80

*Meédias na linha seguidas por letras diferentes, sdo diferentes entre si em nivel de 5% de probabilidade.
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nitrito, de forma a justificar o valor nulo
encontrado em algumas amostras.

O perfil aumentado de nitrito
encontrado nos casos de distrofia
angiomatosa pode ser explicado pelo fato
de que os vasos sanguineos expressam a
NOS. Como ¢ sabido, a eNOS ¢ a principal
isoforma expressada constitutivamente em
vasos sanguineos, e em casos de hipoxia ou
anoxia, o NO ¢ liberado atuando como
vasodilatador.*'® A distrofia angiomatosa,
justifica por si a elevada concentracao de
oxido nitrico nos uteros com a referida
desordem.

A INOS pode ser expressada por
leucocitos uterinos (macrofagos e linfocitos)
em resposta a citocinas inflamatérias®, assim
o petfil elevado de nitrito/NO encontrado
nas endometrites aqui investigadas,
corroboram os achados de Fang, Nowicki
e Yallampalli', que evidenciaram elevada
concentracdo de nitrito e nitrato em uteros
de ratas infectadas experimentalmente com
Escherichia coli, uma enterobactéria
comumente associada a endometrites
recorrentes.

A fibrose periglandular é uma
proliferagao fibrocelular concéntrica as
unidades glandulares, representando uma
seqiela a sucessivos episédios de
endometrite. Embora niao explique a
elevacao dos niveis de NO, considerando
que seus constituintes sao fibrocitos, células
hipobiodticas, todos os casos de fibrose
periglandular estavam associados com
endometrite, distrofia angiomatosa ou
adenomiose, e provavelmente influenciaram
na concentragdao de nitrito em dteros com
fibrose periglandular.

A adenomiose uterina tem sido um
achado freqliente em vacas vazias
descartadas em matadouros e apontada
como uma das causas de subfertilidade ou
esterilidade.!® Atribui-se a esta enfermidade
interferéncia na sobrevivéncia espermatica,
embriondria e na implantagdo do embrido,
em funcido das alteracdes vasculares'®
estresse oxidativo'® e degradagdo excessiva
da matriz extracelular'®® levando a
modificacées no micro-ambiente uterino,
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culminando com subfertilidade e infertilidade
em camundongas e mulheres'?'. Elevada
expressio de NOS tem sido observada em
uteros de mulheres acometidas por
adenomiose.'®* Essas informagdes
legitimam o elevado nivel de nitrito assistidos
na presente investigagao.

Orsi"” demonstrou que elevada
concentracao NO (e”10mM) provoca
inibicdo do desenvolvimento de embrides
bovinos, apontando efeitos téxicos do NO
sobre a fosforilagdo oxidativa, glicdlise e
captacdo de aminoacidos essenciais,
culminando com a falha no desenvolvimento
do blastocisto ja foi demonstrado que
elevada concentracdo de NO inibe a pré-
implantagao e desenvolvimento de embrides
de camundongos'*''?) sugerindo que o NO
atue como uma molécula efetora da perda
embrionaria precoce, pelos seus efeitos
deletérios sobre a respiracio mitocondrial
(fosforilagdo oxidativa) e promog¢io da
apoptose. Assim, a elevada concentragao de
nitrito associada com distrofia angiomatosa,
endometrite, fibrose periglandular e
adenomiose acentuada profunda observada
neste estudo sugere que a subfertilidade ou
infertilidade em vacas portadoras dessas
desordens seja causada em parte, pela sintese
aumentada de NO, pelos seus efeitos
citotéxicos no trato reprodutivo e
diretamente sobre o embrtido.

Apesar do nitrato ndo ter sido
mensurado neste estudo, pode-se perceber
que existe uma elevada liberacdo de deste
radical nas desordens investigadas, e essas
mostraram forte relacio com a concentracio
de nitrito, que é um metabdlito menos
estavel do que o nitrato. O nitrito também é
altamente reativo e potente oxidante,
convertido rapidamente a nitrato pelas
células como mecanismo de defesa.®'*!”
Contudo, cabe salientar que os valores de
nitrito encontrados nesta pesquisa nao
traduzem os valores reais de NO liberado
nos distdrbios reprodutivos analisados, e sim
comprovam que existe liberacdo exacerbada
de NO.

As concentra¢oes individuais de nittito
permitem hipotetizar que as desordens



observadas neste experimento, potencializam
a geracao do NO, pois a0 analisarmos os
dados isoladamente, os maiores valores de
nitrito (281,14; 265,36; 117,82; 116,85 ¢
105,33 mM) estavam associados a pelo
menos duas afeccdes ocorrendo
simultaneamente no mesmo segmento
uterino. Estes resultados mostraram que ha
uma relagdo positiva com o tipo e a
quantidade de altera¢des uterinas com a
concentracio de nitrito luminal. O estudo
de Orsi®,; enfatiza que concentracio de NO
a partir de 10mM ja é toéxica para embrides
de bovinos.

Portanto é fato que, existe um perfil
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elevado do NO em uteros bovinos
acometidos por distrofia angiomatosa,
endometrite, fibrose periglandular e
adenomiose profunda, confirmado pela
concentracao clevada de nitrito associada.
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Endometrial nitrite concentration and the occurrence of uterine pathologies

of cows

Abstract

The occurrence of uterine pathologies was evaluated considering
uterine nitrite concentration. The uterus of 25 non pregnant cows
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was washed with 1ml of PBS to measure the nitrite concentration
using the Griess reaction . There was significant relationship between
high nitrite concentration with angiomatosis dystrophy
(157,57£108,80mM), endometritis (102,96+87,58mM) and
periglandular fibrosis (99,15£89,75mM). No relation was found
between nitrite concentration and cystic endometrial hyperplasia
(94,07£18,89mM) and adenomyosis (77,40£81,25mM). However,
high nitrite concentration showed a significant relationship with deep
accentuate adenomyosis by 7 test. The data suggest that nitric oxide

synthesis is elevated in these illnesses.
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