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RESUMO

Os cées atualmente sdo um dos mais importantes animais de estimacdo no
mundo, tendo relevancia como animais de companhia, guarda, pesquisa e
reproducdo, dentre outras. Com isso, aumenta a demanda por novos estudos
sobre a espécie, principalmente no que diz respeito as doencas uterinas,
comuns nos animais e importantes por causarem infertilidade, aborto, trabalho
de parto prematuro e doenca clinica. As doencas uterinas mais frequentemente
encontradas em fémeas ndo gestantes sdo a piometra e a hiperplasia
endometrial cistica, portanto objetivou-se no primeiro artigo, determinar a
casuistica das enfermidades reprodutivas de cadelas atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, durante seis anos de
avaliacdo (2012-2017), a fim de identificar quais enfermidades sdo mais
frequentes. Para tanto, foram consultadas informacfes sobre espécie, idade,
raca e sexo de 32.944 animais. Destes, 16.480 eram fémeas caninas e 1.185
foram diagnosticadas com alteragdes no sistema reprodutivo. Os animais foram
divididos de acordo com a idade em quatro grupos (filhotes, adultos jovens,
adultos e idosos); e com as enfermidades do sistema reprodutivo (Grupo 1 —
alteracdes de vagina e vulva; Grupo 2 — alteracGes de ciclo estral, ovario e
Gtero; Grupo 3 — alteracdes do periodo gestacional e parto). A taxa de
alteracdes reprodutivas na populacao estudada foi de 7,2%, onde as médias de
idades que apresentaram maior ocorréncia de diagnésticos foram em cadelas
adultas jovens (1 a 5 anos) com 47%. As patologias mais frequentes em
fémeas caninas foram a piometra (48,8%), distocias (13,6%) e Tumor Venéreo
Transmissivel (TVT) (12,6%). Os animais mesticos (SRD) foram os mais
acometidos por distlrbios do sistema reprodutor, representando 60% do total
de fémeas diagnosticadas. Diante desses dados, o segundo artigo objetivou
avaliar o efeito da inflamacéo sobre a producéo das interleucinas 6 (IL6) e 12
(IL12) em culturas de endométrios caninos ex vivo desafiadas com LPS. Para o
estudo, foram coletados Uteros de 42 fémeas caninas saudaveis submetidas a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva, de onde retirou-se explantes que
foram submetidos a tratamento com controle, LPS, dexametasona, LPS +
dexa, sendo entdo mensurados os valores de IL-6 e IL-12 pelo método de
ELISA. Os explantes foram classificados histopatologicamente quanto ao tipo
de inflamacdo em, sem inflamacéao, inflamacao aguda, inflamacéo sub-aguda e
inflamacgé@o croénica. Os resultados revelaram que o desafio com LPS néo
desencadeou sintese significativa de IL12 e principalmente de IL6 nas culturas
de amostras de endométrios inflamados, indicando que cadelas com infiltrado
inflamatorio no endométrio podem apresentar comprometimento da resposta
imune inata uterina.

Palavras-chave: Piometra, hiperplasia endometrial cistica, ocorréncia,
citocinas, IL-6, IL-12, explantes, imunidade uterina.



ABSTRACT

Dogs are currently one of the most important pets in the world, having
relevance as pet animals, guard, research and breeding, among others. This
increases the demand for new studies on the species, especially regarding
uterine diseases, common in animals and important for causing infertility,
abortion, preterm labor and clinical disease. The uterine diseases most
frequently found in non-pregnant females are pyometra and cystic endometrial
hyperplasia, so it was objectified in the first article to determine the casuistry of
the reproductive diseases of bitches attended at the Veterinary Hospital of the
Federal University of Uberlandia, during six years of evaluation (2012-2017) in
order to identify which diseases are most frequent. For this purpose, information
on species, age, race and sex of 32.944 animals was consulted. Of these,
16.480 were female canines and 1.185 was diagnosed with alterations in the
reproductive system. The animals were divided according to age in four groups
(puppies, young adults, adults and elderly); (Group 1 - alterations of the vagina
and vulva, Group 2 - alterations of estral cycle, ovary and uterus, Group 3 -
alterations of the gestational period and childbirth). The rate of reproductive
alterations in the study population was 7.2%, where the mean ages that
presented the highest occurrence of diagnoses were in young adult bitches (1
to 5 years old) with 47%. The most frequent pathologies in canine females were
pyometra (48.8%), dystocia (13.6%) and Transmissible Venereal Tumor (TVT)
(12.6%). Crossbred animals were the most affected by disturbances of the
reproductive system, representing 60% of the total females diagnosed.
According to these data, the second article aimed to evaluate the effect of
inflammation on the production of interleukins 6 (IL6) and 12 (IL12) in cultures
of canine endometrial ex vivo challenged with LPS. For the study, 42 healthy
canine females submitted to elective ovariosalpingohisterectomy (OSH) were
collected from which explants that were submitted to treatment with control,
LPS, dexamethasone, LPS + dexa were collected, and the values of IL- 6 and
IL-12 by the ELISA method. Explants were classified histopathologically as to
the type of inflammation in, without inflammation, acute inflammation, sub-acute
inflammation and chronic inflammation. The results revealed that the challenge
with LPS did not trigger significant synthesis of IL12 and mainly IL6 in cultures
of inflamed endometrial samples, indicating that bitches with inflammatory
infiltrate in the endometrium may present impaired innate immune response.

Key words: Pyometra, cystic endometrial hyperplasia, ocurrence, cytokines, IL-
6, IL-12, explants, uterine immunity.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS
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1 - INTRODUCAO

Os cées atualmente sdo um dos mais importantes animais de estimagdo no mundo,
tendo relevancia como animais de companhia, guarda, pesquisa e reproducdo, dentre
outras. Segundo dados do IBGE (2013), estima-se que no mundo existam cerca de 360,38
milhdes de cédes, sendo que no Brasil, segundo lugar no mundo em nimero de caes, esse
namero seria de 52,2 milhdes, fazendo aumentar a demanda por novos estudos sobre a
espécie, principalmente no que diz respeito as doencas uterinas, causa de grande parte

de perdas de animais para reproducao.

As enfermidades nos o6rgdos reprodutivos das cadelas tém variados graus de
morbidade e mortalidade, sofrendo influéncias do histérico reprodutivo, de tratamentos
farmacolégicos prévios e de condigbes ambientais, podendo assim haver variacbes
regionais na incidéncia de determinadas anormalidades reprodutivas (PREVIATO et al.,
2005)

As infeccbes do uUtero sdo comuns nos animais, e infeccdes uterinas sao
importantes porque elas causam infertilidade, aborto, trabalho de parto prematuro e
doenca clinica (WIRA et al. 2005; JABBOUR et al. 2009; MOR; CARDENAS, 2010),
sendo que a homeostase do trato genital feminino € constantemente desafiada por
diversos eventos fisioldgicos durante os ciclos reprodutivos, tornando essas infec¢des a
gue estdo expostas, um problema de saude mundial em animais (SHELDON; OWENS;
TURNER, 2017).

A necessidade de diagnosticar adequadamente as doencas reprodutivas se faz
iminente, uma vez que o diagnostico precoce da enfermidade uterina € importante no
sentido de preservar a vida do animal, iniciando precocemente o tratamento e impedindo
o desenvolvimento dos efeitos potencialmente letais da doenca. As doencas uterinas mais
frequentemente encontradas em fémeas néo gestantes sdo a piometra e a hiperplasia
endometrial cistica (HEC) (JITPEAN et al., 2012; MOXON; WHITESIDE; ENGLAND,
2016) e podem estar associadas a inflamacgéo, infeccdo ou outros fatores etiolégicos
desconhecidos (HAGMAN, 2017). Junior et al., (2011) observaram a prevaléncia de
7,65% de desordens reprodutivas em animais atendidos no Ambulatério Veterinario da
Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul — Brasil. Em estudo semelhante,
Montenegro (2010) encontrou 52% de incidéncia de piometra nas cadelas estudadas,
sendo que a média de idade era de 8,6 + 3,4 anos, assim como Hagman (2018) que

encontrou a piometra afetando mais cadelas de meia idade a idosas, ndo castradas,
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normalmente 4 meses apoés o estro. Ja a HEC segundo Hagman et al. (2006) e Johnston
et al. (2001) relatam, ocorre com maior frequéncia em fémeas com idade média de 8 anos

ou em fémeas que passaram por tratamentos com progestagenos.

Essas alteracdes reprodutivas podem apresentar consequéncias variadas, que se
estendem da auséncia de sinais clinicos, comprometendo somente a fertilidade do animal
e passando despercebidas ao proprietério, até manifestacdes clinicas agudas, que podem
conduzir a morte, como nos casos de piometra. Essas alteragGes, portanto, quando
detectadas tardiamente podem comprometer a vida dos animais, refletindo em perdas
emocionais para seus proprietarios (NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

A identificacdo de biomarcadores adequados para o diagnostico das doencas
uterinas é importante, pois diferenciaria o distarbio uterino, e ainda determinaria a
necessidade de uso de antimicrobianos, ou n&o, onde a infeccdo bacteriana estiver
presente ou ausente (WEDLEY et al., 2017), além do que, entendendo como a
inflamacé&o no utero é regulada, podem ser desenvolvidos tratamentos mais eficazes para
as patologias uterinas (SHELDON; ROBERTS, 2010).

2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importantes afec¢des uterinas relacionadas a inflamacao

2.1.1 Endometrite

Em cadelas, algumas afeccBes do Utero representam grande importancia clinica,
uma vez que podem levar a subfertilidade ou infertilidade, provocar sinais sistémicos ou
mesmo colocar em risco a vida do animal. Dentre essas afec¢cbes destacam-se a
endometrite, a piometra e a Hiperplasia Endometrial Cistica (HEC) (PREVIATO et al.,
2005; GIFFORD; SCARLETT; SCHLAFER, 2014).

A endometrite em cadelas ainda é pouco estudada e sua relacdo com a falha na
concepcao ainda ndo esté elucidada. Sabe-se que a endometrite pode ser induzida pela
copula ou pela inseminacdo (FREEMAN; GREEN; ENGLAND, 2013) e tem origem

bacteriana na maioria dos casos, sendo definida como a inflamacdo da mucosa uterina
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gue nao se estende além do estrato esponjoso e histologicamente caracterizada pela
presenca de infiltrado inflamatdrio, congestdo vascular, edema estromal e acumulo de

linfocitos e plasmécitos nas camadas superiores do endométrio (FONTAINE et al., 2009).

No inicio da infeccdo bacteriana uterina observa-se infiltrado inflamatoério
neutrofilico envolvendo a camada superficial do endométrio, acompanhado de congestéao
vascular e edema subjacente ao epitélio luminal, o qual frequentemente encontra-se
irregular e em casos graves pode estar ulcerado. Os neutrofilos também podem ser
encontrados em capilares do estrato compacto, migrando entre as células epiteliais do
[imen, e no fluido que recobre o limen uterino. Em infec¢des brandas pode haver pouco
ou nenhum infiltrado neutrofilico na por¢do mais profunda do endométrio (SCHLAFER,
2012).

Na endometrite subaguda observa-se presenca de infiltrado inflamatério misto,
contendo tanto células polimorfonucleares quanto células mononucleares. Ja na
endometrite crbnica a composicao celular do infiltrado inflamatério passa a incluir
predominantemente linfcitos, plasmacitos e macrofagos. Sua distribuicdo se estende até
a camada mais profunda do endométrio e eventualmente alcanca o miométrio. Além
disso, pode haver fibrose intersticial leve (SCHLAFER, 2012; GIFFORD; SCARLETT;
SCHLAFER, 2014).

2.1.2 Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica-Piometra

A HEC é caracterizada pela formacdo de cistos no endométrio (SCHLAFER;
GIFFORD, 2008) devido a uma resposta exagerada do Utero a estimulos crénicos ou
repetidos pela progesterona (P4), durante a fase Iutea do ciclo estral (DE BOSSCHERE et
al., 2001).

Nos casos de HEC, o endométrio € mais espesso devido ao aumento do tamanho
e numero das glandulas endometriais. Assim, as glandulas endometriais hipertroficas e
hiperplasicas tém sua atividade secretdria elevada e um fluido estéril acumula-se no
[imen do utero, resultando em mucometra ou hidrometra, conforme a viscosidade desse
contetdo (FAYRER-HOSKENS et al., 1992; FELDMAN; NELSON, 1996).

Segundo Barton (1992), mucometra é a HEC avancada, em que ha atrofia das
paredes uterinas e lumen uterino preenchido por muco. A HEC pode ainda ser
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categorizada de leve a grave, conforme o nimero de cistos e a porcentagem do Utero
afetada (DE BOSSCHERE et al., 2001; CRANE; KUTZLER, 2014).

Acredita-se que a quantidade excessiva de fluidos acumulados no limen uterino, a
presenca de inUmeras criptas e cistos em que as bactérias conseguem se proliferar, bem
como a reduzida imunidade local associada a degeneracdo tecidual favorece o
estabelecimento de infeccdo no utero (VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-
ONCLIN, 2008).

Sendo assim, a HEC é considerada a fase inicial do que passou a ser denominado
Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica-Piometra, conforme proposto por Dow (1959).
Entretanto, sabe-se que nem todas as cadelas com HEC desenvolvem piometra, assim
como nem todas as cadelas diagnosticadas com piometra apresentam HEC, portanto, ndo
se pode afirmar com certeza que a HEC desencadeia a piometra (VERSTEGEN;
DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008).

Piometra é o termo utilizado para denominar a infeccdo uterina em que ocorre
acumulo de conteudo purulento no lamen do atero (DOW, 1959). Esta doenca acomete
cadelas inteiras, sexualmente maduras e € frequentemente diagnosticada entre quatro
semanas e quatro meses apos o estro. Clinicamente o animal pode apresentar sinais
como depressdo, inapeténcia, letargia, polidipsia e distensdo abdominal. Descarga
vaginal pode estar presente se a cérvix estiver aberta, porém se a cérvix estiver fechada a
secrecdo ndo € exteriorizada e o quadro torna-se ainda mais grave, consistindo em

emergéncia que requer rapida intervencao (SMITH, 2006).

Isso acontece porque a piometra € predominantemente causada por bactérias
Gram-negativas, como a Escherichia coli (DE BOSSCHERE et al., 2001; HAGMAN et al.,
2006) que liberam endotoxinas na circulacdo sanguinea, levando a producéo de diversos
mediadores inflamatérios responsaveis por varios sinais sistémicos, incluindo alteracdes
hematologicas (HAGMAN et al., 2006). Ademais, piometra também esta associada a
ocorréncia da sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS) e sepse, sendo uma
afeccdo que coloca em risco a vida das cadelas acometidas e, portanto, exige cuidados
intensivos e imediatos (HAGMAN, 2017; KARLSSON et al., 2012).

Muitos estudos tém sido realizados a fim de elucidar a real associacéo entre essas
afeccdes reprodutivas e compreender de que forma elas interferem na resposta imune

inata uterina de cadelas. Hagman, Ronnberg e Pejler (2009) encontraram maior
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expressao dos genes IL1, IL6, IL8 e outras citocinas no utero de cadelas com piometra, o
gue também foi observado por Bukowoska et al. (2014) e Voorwald et al. (2015).
Contudo, esse aumento da expressao génica nao se restringe as citocinas, pois inclui
também proteinas quimiotaticas da familia S100, prostaglandinas, cicloxigenases e
receptores toll-like ( HAGMAN; RONNBERG; PEJLER, 2009; BUKOWSKA et al., 2014;
VOORWALD et al.,, 2015). Sendo assim, ja se sabe que, uma vez estabelecida a
piometra, ocorre o aumento da expressdo de diversos genes relacionados a resposta
imune inata e adaptativa, elevando a sintese de mediadores inflamatorios na tentativa de
combater o processo infeccioso. No entanto, ainda € necessario investigar de maneira
mais aprofundada o perfil de producéo e expressao génica de moléculas pro-inflamatorias
e anti-inflamatérias no Utero de cadelas clinicamente saudaveis, a fim de compreender
quais sdo as caracteristicas predisponentes ao estabelecimento da piometra, de forma a

contribuir para o diagnéstico precoce dessa patologia.

2.2 - Aspectos gerais de imunologia

O sistema imune é responsavel por detectar e eliminar patdbgenos invasores, uma
vez que consegue discriminar 0 que € ou ndo proprio do organismo. Nos mamiferos, o
sistema imune pode ser dividido em duas amplas categorias, a imunidade inata e a
imunidade adaptativa (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). A resposta imune inata se
diferencia da adaptativa pelas células envolvidas, dentre elas macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos, células natural killer (NK) e células epiteliais, bem como pelo tipo
e especificidade de receptores para antigenos, pela natureza da reposta aos antigenos e
por ser imediata (WIRA et al., 2005).

A imunidade adaptativa detecta moléculas nao-proprias mediante o
reconhecimento de antigenos por receptores presentes na superficies de linfécitos T e B
(TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003) e atua de forma especifica contra os patégenos. Apos
a apresentacdo de antigenos, realizada pelas células apresentadoras de antigenos,
ocorre a ativacao dos linfécitos que passam, entédo, a executar suas fungdes de producao

de citocinas, citotoxicidade e sintese de anticorpos (WIRA et al., 2005).

J4 a imunidade inata é a defesa ndo-especifica contra microrganismos, e inclui
barreiras da pele e mucosas, peptideos antimicrobianos, sistema complemento e células

gue apresentam receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), os quais detectam
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patdogenos ao identificarem moléculas microbianas denominadas Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs) (TURNER; HEALEY; SHELDON, 2012).

Os receptores toll-like (TLRs) sdo exemplos de PRR e encontram-se expressos em
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos, células NK e células epiteliais (WIRA et al.,
2005). Os TLRs estdo no topo da cascata da resposta imune inata e consistem no elo
mais importante entre os hospedeiros mamiferos e os microrganismos (BEUTLER et al.,
2003), o que os torna alvo de frequentes estudos em diversas espécies. Existem varios
tipos de TLR, sendo que cada um €é capaz de reconhecer determinado PAMP, porém o
TLR4 destaca-se por ter sido o primeiro a ser identificado em mamiferos e sabe-se que
ele estd envolvido no reconhecimento do lipopolissacarideo (LPS) (TAKEDA; KAISHO;
AKIRA, 2003).

O LPS é o principal glicopeptideo que compf6e a membrana externa de bactérias
Gram-negativas e, portanto, tem capacidade de reproduzir muitas caracteristicas de uma
auténtica infeccdo por bactérias Gram-negativas (BEUTLER et al., 2003). Quando o LPS
se liga ao complexo receptor constituido por TLR4, CD14 e MD-2, ocorre a ativagdo de
vias de sinalizacdo, gerando uma resposta inflamatéria que inclui a liberacéo de citocinas
e quimiocinas (SHELDON; ROBERTS, 2010).

Citocinas sdo mensageiros biolégicos extremamente potentes e sdo denominadas
de diferentes maneiras, dependendo da sua origem e da sua funcdo na comunicacao
entre células. Interleucinas, interferons e fatores de crescimento sdo exemplos de
citocinas (BUTTNER et al., 1998). Neste estudo sera dado maior enfoque as interleucinas,
em especial a interleucina 6 (IL6) e a interleucina 12 (IL12), ambas produzidas e liberadas

apos a ligacdo do LPS ao complexo receptor TLR4, CD14 e MD-2.

As interleucinas sao citocinas que medeiam a sinalizacdo entre linfocitos e outros
leucocitos (TIZARD, 2009). A IL6 é uma interleucina pré-inflamatéria que atua nas
respostas imunes inata e adaptativa como um importante marcador inflamatorio envolvido
em diversas atividades imunoldgicas, incluindo a sintese de proteinas de fase aguda pelo
figado (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Tem sido sugerido que a IL6 regula a transi¢éo da
fase que é predominantemente marcada pela presenca de neutrofilos, no inicio do
processo inflamatorio, para a fase inflamatoria mais tardia, em que os macrofagos sao
dominantes (TIZARD, 2009).
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A sintese de IL6 ocorre em mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras
células em resposta as endotoxinas de microrganismos ou ao estimulo de outras
citocinas, como interleucina 1 (IL1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Tanto a IL6
guanto seu receptor (gp130) sdo expressos em baixos niveis no estado fisiolégico, porém,
guando hd infecgdo, trauma ou outro estimulo estressante, passam a ser amplamente
expressos (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Além disso, estudos revelam concentracdes
significativamente elevadas de IL6 no plasma de humanos e cdes em sepse, sendo que
essa interleucina apresenta maior meia-vida plasmética que o TNF-a e a IL1B (RAU et al.,
2007).

7

A IL12 é uma citocina heterodimérica 70-kDa (p70) composta por duas
subunidades covalentemente ligadas, a subunidade 40-kDa (p40) e a subunidade 35-kDa
(p35). Trata-se de uma interleucina pré-inflamatéria produzida por diferentes células,
como mondécitos, macréfagos, neutrofilos e células dendriticas, em resposta a produtos
bacterianos, bactérias vivas ou mortas pelo calor ou ainda a patdgenos intracelulares
(HEUFLER et al., 1996). Ela age como um regulador da resposta imune mediada por
células ao induzir a diferenciacdo de linfécitos T helper 1. Ademais, estimula a producéo
de interferon gama (IFN-y), promove proliferacéo e atividade citolitica das células NK e
linfécitos T, influencia no crescimento e maturacdo de células hematopoiéticas, e tem
acao imunomoduladora e antiangiogénica (DEL VECCHIO et al., 2007). Tendo em vista

seu papel central e multiplo na resposta imune, a IL12 tem sido bastante estudada.

2.3 - Inflamacgéo

2.3.1 - Respostainflamatéria aguda, subaguda e crbénica

A inflamacéo é desencadeada por diferentes tipos de injdrias teciduais, induzindo
sinais locais caracteristicos, como hiperemia, edema, dor e hipertermia. Em tecidos
inflamados ha abundante infiltracdo de células inflamatorias como neutréfilos, eosinofilos
e macrofagos, sendo o recrutamento dessas células realizado principalmente pela
expressao de quimiocinas (AOKI; NARUMIYA, 2012).

A resposta inflamatoria aguda inicia-se rapidamente apés um dano tecidual, torna-

se severa em curto intervalo de tempo e seus sintomas duram poucos dias. A inflamacgéao
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subaguda corresponde ao periodo entre a inflamacdo aguda e a crénica, durando de duas
a seis semanas. Ja a inflamacéao crénica é definida como uma inflamacéo lenta, de longa

duracéo que persiste por meses a anos (PAHWA; JIALAL, 2018).

A resposta inflamatéria aguda imediata € basicamente a mesma,
independentemente do agente causador. Ela é desencadeada por uma série de
mediadores quimicos que s&o produzidos rapidamente e agem primeiramente na
microcirculacdo, causando exsudacdo de fluido e de células leucocitarias sanguineas,
principalmente as polimorfonucleares, como os neutréfilos. A resposta aguda tem como
principal caracteristica o fato de ser provocada por qualquer agente que cause injlria. Ja
a resposta cronica responde diferentemente a cada tipo de agente, sendo que
substancias antigénicas levam ao predominio de linfécitos e plasmdcitos, enquanto que
agentes ndo antigénicos, como lipideos ou corpos estranhos insollveis, geram
predominio de macréfagos (RYAN; MAJNO, 1977).

Frequentemente a inflamacdo aguda persiste e se torna cronica, contudo, em
alguns casos a inflamacéo crénica é uma resposta independente e nao sequencial a
inflamacgéo aguda. A extensdo dos efeitos da inflamacao cronica varia conforme a causa
da injaria e a habilidade do organismo de reparar e superar o dano (PAHWA; JIALAL,
2018). Os mecanismos que contribuem para a inflamacéo crénica incluem: conversao da
inflamacédo aguda em inflamacdo de longa duracéo; ativacdo de feedback positivo por
estimulos repetitivos; manutencdo da inflamacédo por mudancgas na populacao de células

ativadas nos tecidos acometidos; e remodelamento tecidual (AOKI; NARUMIYA, 2012).

A maioria das caracteristicas da inflamacdo aguda persiste na inflamacao cronica,
como a vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade capilar, porém, o
tipo de leucdcito que migra para o tecido acometido muda a medida que macréfagos e
linfécitos substituem os neutréfilos. A producdo de citocinas, fatores de crescimento e
enzimas por essas células inflamatorias contribui para a progressao do dano tecidual e
para o reparo secundario, como fibrose e formacdo de granuloma (PAHWA; JIALAL,
2018).

A inflamacdo crénica pode ser proliferativa ndo-especifica, caracterizada pela
presenca de tecido de granulacdo ndo especifico, constituido por infiltrado de células
mononucleares (linfocitos, macrofagos e células plasmaticas) e pela proliferacdo de
fibroblastos, tecido conectivo, vasos e células epiteliais. Além disso, ela pode ser

granulomatosa, quando ha presenca de lesdes nodulares ou formagéo de granuloma com
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a agregacdo de macrofagos ativados ou células epitelidides, que podem coalescer e

formar células gigantes, circundadas por linfécitos (PAHWA,; JIALAL, 2018).

Apesar de associar-se resposta aguda com polimorfonucleares e resposta cronica
com mononucleares, as duas podem ocorrer de forma sobreposta (RYAN; MAJNO, 1977).
A transicdo de infiltrado neutrofilico para infiltrado mononuclear no local inflamado sugere
a progressao de eventos que levam ndo apenas ao recrutamento de mondcitos, mas
também ao desaparecimento de neutrofilos (GABAY, 2006). Essa transicdo consiste na
inflamacdo subaguda, caracterizada pela presenca infiltrado inflamatério misto no local

inflamado.

Ademais, é importante destacar que quando se compara 0s termos clinicos e
histologicos de inflamacdo aguda e cronica percebe-se que os eventos histoldgicos
evoluem em maior velocidade que os clinicos. Portanto, uma resposta inflamatéria aguda
pode ser observada histologicamente antes do aparecimento de sinais clinicos e, ap0s
alguns dias, quando houver quadro clinico agudo, a avaliacdo histolégica do local

acometido j& apresentara caracteristicas de inflamacéo crénica (RYAN; MAJNO, 1977).

2.3.2 Cascata da inflamacéo

Citocinas séo altamente ativas em concentracfes muito baixas e combinam-se com
elevada afinidade a poucos receptores presentes na superficie das células, gerando
mudancas nos padrdes de sintese de RNA e proteinas. Elas tém mudltiplos efeitos no
crescimento e diferenciacédo de varios tipos celulares, sendo que ha grande sobreposicao
e redundancia entre elas. Suas ac¢fes especificas dependem do estimulo, do tipo de

célula e da presenca de outros mediadores e receptores (GALLEY; WEBSTER, 1996).

A presenca de endotoxina ou LPS na circulagdo sanguinea é observada em
diversos casos de infeccdo e desencadeia a resposta imune inata, levando a producao
dos mediadores pro-inflamatorios primarios: IL1 e TNF (GALLEY; WEBSTER, 1996). A
sintese de IL1 e TNF da inicio a uma cascata inflamatéria, levando a sintese de outros
mediadores inflamatorios como a enzima ciclooxigense 2 (COX-2), moléculas de adesao
endotelial e quimiocinas que por sua vez desencadeiam a liberacdo de prostaglandinas,
leucotrienos e Oxido nitrico, por exemplo, além de promoverem a ativagdo e migracao de
neutrofilos. A ocorréncia desses eventos estabelece um quadro de inflamacéo que pode

levar a destruigdo dos tecidos e perda de fun¢do dos mesmos (DINARELLO, 2000).
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Concomitantemente a producdo de mediadores proé-inflamatorios deve haver a
sintese de mediadores anti-inflamatdrios, como as interleucinas 4 (IL4) e 10 (IL10), que
garantam o equilibrio da resposta inflamatoria, ja que a exposicao sistémica prolongada a
altas concentracfes de citocinas e outros componentes da cascata inflamatéria pode
contribuir para o desenvolvimento da sindrome da disfuncdo de multiplos 6rgaos
(GALLEY; WEBSTER, 1996; DINARELLO, 2000).

A resposta inflamatoria pode tornar-se desequilibrada devido a ocorréncia de novas
injarias enquanto uma injuria inicial ainda néo foi resolvida ou em razdo de um sistema
imunolégico comprometido. Quando isso ocorre, a inflamacao local progride para uma
resposta inflamatoria sistémica (BRADY; OTTO, 2001).

2.3.3 - Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica e sepse

O termo Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS) é utilizado para
descrever a reacdo inflamatéria desencadeada pelo organismo frente a qualquer
agressao, seja ela infecciosa ou ndo-infecciosa. A denominacéo Sepse € dada a resposta
inflamatoria sistémica do organismo frente a um estimulo necessariamente infeccioso e
requer a presenca de alguns sinais clinicos para o diagndstico, sendo que a sepse grave
esta associada a disfuncdo organica, hipotensdo ou hipoperfusdo. Ja a sindrome da
disfuncdo de mudltiplos érgaos é caracterizada pela presenca de funcao organica alterada
em pacientes gravemente doentes, ndo sendo possivel manter a homeostase sem
intervencao (SALLES et al., 1999).

Alguns sinais clinicos observados em animais com SIRS ou sepse sdo: taquicardia,
taquipneia, hipertermia, vasodilatacdo periférica e aumento da permeabilidade vascular.
Na espécie canina, a sepse é frequentemente associada a casos de peritonite, piometra,
pielonefrite, pneumonia e endocardite. Ademais, a sindrome da disfuncdo de multiplos
orgados apresenta sinais de comprometimento pulmonar e gastroentérico como primeiras
manifestagdes clinicas (BRADY; OTTO, 2001).

A SIRS e a sepse podem ser causadas por qualquer agente infeccioso, como
bactérias, fungos, protozoarios e virus, porém a SIRS pode ser provocada por causas nao
infecciosas, como trauma, insolacdo e neoplasia. Entretanto, bactérias entéricas Gram-
negativas sao descritas na literatura veterinaria como a principal causa de sepse, sendo 0

LPS a molécula mais potente em estimular a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios,
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guando comparado a peptideoglicanos de bactérias Gram-positivas, por exemplo
(BRADY; OTTO, 2001).

E importante destacar que estudos em animais e humanos revelaram a producdo
massiva de citocinas pro-inflamatoérias como TNF-q, IL1 e IL6 em pacientes apresentando
sepse, sendo a concentracao plasmatica de IL6 considerada um marcador valido para o
prognostico desses pacientes (RAU et al., 2007). Todavia, estudo realizado por Karlsson
et al. (2012) detectou concentracdes maiores de IL8 no soro de cadelas com piometra
associada a SIRS, quando comparadas as de cadelas com piometra ndo associada a
SIRS, enquanto as concentracdes de IL4, IL6 e IFN-y n&o foram detectadas em cadelas
com piometra e SIRS.

2.4 - Imunidade e morfologia do utero

Os aspectos imunolégicos abordados acima tém relevante aplicacdo a imunidade
uterina de diversas espécies animais. Sabe-se que o0 trato reprodutivo feminino é
frequentemente acometido por infecgBes associadas a cépula, a inseminacao, a prenhez
ou ao periodo pés-parto, o que desencadeia resposta inflamatdria caracterizada pela
producdo de citocinas, quimiocinas e prostaglandinas (TURNER; HEALEY; SHELDON,
2012).

O utero, em especial o endométrio, pode ser infectado por microrganismos que
chegam por via ascendente ou, nos casos de patdgenos especificamente adaptados, por
via hematdgena. A inflamacédo desencadeada por infeccdo ou dano tecidual € mediada
por células do sistema imune inato, como macréfagos, neutréfilos e células dendriticas,
porém, células epiteliais e estromais também participam da resposta imune inata no
endométrio de humanos e animais (SHELDON; OWENS; TURNER, 2017).

O utero das cadelas € um 6rgdo composto por dois cornos, um corpo e um colo,
sendo este ultimo também denominado cérvix. A parede do Utero é constituida por trés
camadas: serosa, denominada perimétrio; muscular, denominada miométrio; e mucosa,
denominada endométrio. O perimétrio € a camada mais externa do Utero, composta por
tecido conjuntivo frouxo revestido externamente por mesotélio. O miométrio inclui o
estrato vascular com vasos sanguineos calibrosos entre as camadas interna (circular) e

externa (longitudinal) de musculatura lisa, sendo que em cadelas multiparas encontra-se
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fibras musculares dispostas em varias dire¢des e estrato vascular evidente (MONTEIRO
et al., 2009).

O endomeétrio é a camada mais interna do Utero, voltada para o lUmen, e passa por
mudancas morfoldgicas ao longo das fases do ciclo estral. No final do anestro, quando ha
aumento da secrecdo de estrogeno pelos foliculos emergentes, inicia-se a primeira fase
de crescimento endometrial, em que ocorre aumento da atividade mitotica das células
epiteliais, a espessura do endométrio fica maior e os vasos sanguineos dilatados. O
segundo periodo de crescimento comeca proximo a metade do estro e atinge seu pico no
final do estro. Quando as concentracdes de estrogeno e progesterona estdo elevadas a
superficie epitelial do endométrio sofre transformacdes e torna-se secretoria, j4& quando a
concentracdo de progesterona reduz, no final do diestro e inicio do anestro, ocorre a
involucdo endometrial (GALABOVA et al., 2003).

Em estudo realizado por Monteiro et al. (2009) observaram que cadelas nuliparas
apresentaram endométrio com pregueamentos longitudinais discretos, superficie
recoberta por epitélio simples cubico e lamina prépria de tecido conjuntivo em que se
localizam as glandulas tubulares simples ramificadas constituidas por epitélio simples
cubico ou cilindrico baixo. JA em cadelas multiparas, o endométrio apresentou
pregueamentos irregulares, superficie revestida por epitélio simples cilindrico e lamina

prépria contendo glandulas regulares recobertas por epitélio simples cilindrico.

Além disso, Monteiro et al. (2009) também observaram que a espessura do
endométrio de cadelas nuliparas € menor que a encontrada em cadelas multiparas ou
tratadas com contraceptivos e que a subcamada interna do miométrio de cadelas

multiparas ou tratadas com contraceptivos apresenta maior espessura que a de nuliparas.
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RETROSPECTIVE STUDY OF REPRODUCTIVE DISORDERS IN BITCHES IN THE
MUNICIPALITY OF UBERLANDIA, MINAS GERAIS, BRAZIL

ESTUDO RETROSPECTIVO DE DESORDENS REPRODUTIVAS EM CADELAS NO MUNICIPIO DE
UBERLANDIA, MINAS GERAIS, BRASIL

ABSTRACT

Diseases of the reproductive system are common, for both sexes, in the most varied species. In bitches these
diseases have different degrees of morbidity and mortality and are influenced by environmental conditions,
reproductive history and previous treatments with drugs. Reproductive pathologies may have different
consequences, ranging from the absence of clinical signs to the impairment of the animal's fertility. The
objective of this study was to determine the casuistry of the reproductive diseases of bitches attended at the
Veterinary Hospital of the Federal University of Uberlandia, during a six-year evaluation (2012-2017), in
order to identify which diseases are most frequent. For this purpose, information on species, age, race and
sex of 32.944 animals was consulted. Of these, 16.480 were female canines and 1.185 were diagnosed with
alterations in the reproductive system. The animals were divided according to age in four groups (puppies,
young adults, adults and elderly); (Group 1 - alterations of the vagina and vulva, Group 2 - alterations of
estral cycle, ovary and uterus, Group 3 - alterations of the gestational period and childbirth). The mean ages
that presented the highest occurrence of diagnoses were in young adult bitches (1 to 5 years old) with 47%.
The most frequent pathologies in canine females were pyometra (48,8%), dystocia (13,6%) and
Transmissible Venereal Tumor (TVT) (12,6%). The rate of reproductive changes in the studied population
was 7, 2%. Crossbred animals (SRD) were the most affected by disturbances of the reproductive system,
representing 60% of the total females diagnosed.

Keywords: cystic endometrial hyperplasia, pyometra, bitches, TVT, occurrence.

RESUMO

Enfermidades do sistema reprodutor sdo comuns, para ambos 0S sexos, nas mais variadas espécies. Em
cadelas estas doencas tém diferentes graus de morbidade e mortalidade e sdo influenciadas por condigdes
ambientais, historico reprodutivo e tratamentos prévios com farmacos. As patologias reprodutivas podem
apresentar consequéncias diversas, que variam desde a auséncia de sinais clinicos até o comprometimento da
fertilidade do animal. Objetivou-se determinar a casuistica das enfermidades reprodutivas de cadelas
atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, durante seis anos de avaliagdo
(2012-2017), a fim de identificar quais enfermidades sdo mais frequentes. Para tanto, foram consultadas
informacGes sobre espécie, idade, raca e sexo de 32.944 animais. Destes, 16.480 eram fémeas caninas e
1.185 foram diagnosticadas com alteragdes no sistema reprodutivo. Os animais foram divididos de acordo
com a idade em quatro grupos (filhotes, adultos jovens, adultos e idosos); e com as enfermidades do sistema
reprodutivo (Grupo 1 — alteragBes de vagina e vulva; Grupo 2 — alteracBes de ciclo estral, ovario e Utero;
Grupo 3 — alteragcBes do periodo gestacional e parto). As médias de idades que apresentaram maior
ocorréncia de diagnosticos foram em cadelas adultas jovens (1 a 5 anos) com 47%. As patologias mais
frequentes em fémeas caninas foram a piometra (48,8%), distocias (13,6%) e Tumor Venéreo Transmissivel
(TVT) (12,6%), sendo a taxa de altera¢Oes reprodutivas na populacéo estudada de 7,2%. Os animais mesticos
(SRD) foram os mais acometidos por distlrbios do sistema reprodutor, representando 60% do total de
fémeas diagnosticadas.

Palavras-chave: hiperplasia endometrial cistica, piometra, cadelas, TVT, prevaléncia.
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INTRODUCAO

As constantes mudangas na sociedade moderna, decorrentes da urbanizacdo, a aproximagdo entre
humanos e o0s animais de estimacdo, tornou-0s componentes importantes nas relagbes sociais, cada vez mais
exigindo a manutencao destes com padrdes raciais adequados as varias praticas, quer sejam de companhia,
esporte, caga e/ou guarda, bem como auxilio a deficientes e idosos. Sendo assim, a preservacdo da
capacidade reprodutiva €, na maioria dos casos, de grande importancia para essas espécies, tendo em vista, a
genética e o valor zootécnico do animal em questdo (BRITO FILHO, 2008; STALLIVIERI et al., 2013).

O Brasil é 0 segundo pais no mundo com a maior populacdo de cées, 52,2 milhdes, atras apenas dos
EUA, e estima-se que 44,3% dos domicilios brasileiros possuam um cdo. Segundo PNAD (Pesquisa
Nacional de Amostra de Domicilios) ha mais cdes do que criancas em domicilios, sendo o total de criancas
44,9 milhdes (IBGE, 2013).

Na medicina veterinaria, enfermidades do sistema reprodutor sdo comuns, para ambos 0S Sexo0s, has
mais variadas espécies. Em cadelas estas doencas tém diferentes graus de morbidade e mortalidade e sdo
influenciadas por condicBes ambientais, histérico reprodutivo e tratamentos prévios com farmacos,
apresentando assim variacGes regionais na prevaléncia de determinadas anormalidades reprodutivas
(PREVIATO et al., 2005).

As patologias reprodutivas podem apresentar consequéncias diversas, que variam desde a auséncia
de sinais clinicos e o comprometimento da fertilidade do animal, até manifestagdes clinicas agudas, que
podem levar ao 6bito (NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

Dentre as principais alteragdes clinicas, se destacam nas fémeas caninas, os disturbios do ciclo estral
(sindrome do ovario remanescente e pseudociese); os disturbios da vagina e do uUtero (vaginite, torgdo
uterina, hiperplasia endometrial cistica e piometra); e distdrbios do parto e periodo po6s-parto (distocia,
agalactia, tetania puerperal, metrite e abortos) (NELSON; COUTO, 2015; BIDLE; MACINTIRE, 2000).

Segundo o Férum dos dirigentes de hospitais veterinarios de instituicbes federais de ensino superior
(FORDHOV, 2018) o Brasil possui cerca de 39 Hospitais Veterinarios Universitarios. Estudos envolvendo
prevaléncia de doencas sdo importantes para se determinar a importancia destas na satde dos animais, bem
como identificar os fatores de risco e nortear estudos futuros no intuito de estabelecer melhores condutas na
abordagem diagndstica e terapéutica destes pacientes.

Objetivou-se determinar a casuistica das enfermidades reprodutivas de cadelas atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, durante seis anos de avaliacdo (2012-2017).

MATERIAL E METODOS

Foram consultadas 32.944 fichas clinicas dos animais atendidos na rotina clinica do Setor de Clinica
Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HV-UFU),
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, referentes ao periodo compreendido entre janeiro de 2012 a dezembro de
2017.

Na avaliacdo retrospectiva das fichas clinicas dos animais, daquelas que apresentavam diagnosticos
relacionados ao sistema reprodutor feminino foram coletados os dados referentes a espécie, idade, raca e
sexo de cada animal. Neste estudo ndo foram incluidos animais diagnosticados com altera¢fes de glandulas
mamarias.

Os diagndsticos foram baseados na anamnese, exame fisico geral, exame fisico especifico do sistema
reprodutor e exames complementares, como a ultrassonografia, radiografia e exame citopatoldgico.
Especificamente para o complexo hiperplasia endometrial cistica (HEC) - piometra, hemometra e
mucometra, eram preconizados 0s seguintes exames complementares: hemograma completo, creatinina
sérica e ultrassonografia abdominal (FRANSSON; RANGLE, 2003; HAGMAN et al., 2006; SMITH, 2006).
O diagnostico de tumor venéreo transmissivel (TVT) foi determinado por exame fisico, através da inspecao
do tumor na genitalia, por meio de exames citopatolégicos como impressdo sobre Iamina de microscopia
(imprint) e citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) (WILLARD et al.,2011).

Os animais foram agrupados em quatro grupos em relagdo a idade, sendo: filhotes (menos de um
ano), adultos jovens (de um a cinco anos), adultos (de seis a nove anos) e idosos (acima de nove anos).
Quanto as enfermidades diagnosticadas, os animais foram divididos em trés grupos: Grupo 1 — alteracGes de
vagina e vulva; Grupo 2 — alteracdes de ciclo estral, ovario e Utero; Grupo 3 — alteracdes do periodo
gestacional e parto (BRITO FILHO, 2008). Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do Microsoft
Excel 2010 e submetidos a analise estatistica descritiva.
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RESULTADOS

Nos seis anos de avaliagdo (2012-2017) foram computados os atendimentos de 32.944 animais,
sendo 84,9% (n=27.973) cdes e destes, 58,9% (n=16.480) fémeas caninas. Do total de cadelas, em 7,2%
(1.185/16.480) diagnosticaram-se enfermidades no sistema reprodutor. Foram observadas variacdes nas
ocorréncias anuais de desordens reprodutivas nas cadelas quando agrupadas, sendo a maior no ano de 2013
(Tabela 1).

Tabela 1 — Ocorréncia de desordens reprodutivas em cadelas atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (2012-2017).

Cadelas com desordens reprodutivas

2012%(n)  2013%(n) 2014 %(n)  2015%(n) 2016 %(n) 2017 %(n)

Cadelas 7,04% 9,02% 6,06% 7,15% 7,57% 6,13%
(179/2.540)  (268/2.969) (183/3.018) (185/2.586) (215/2.840) (155/2.527)

Com relacdo as variagBGes de racas, entre as 1.185 cadelas a distribuicdo foi de 60,1% mestigas
(n=712); 9,96% Poodle (n=118); 7,59% Pinscher (n=90); 4,98% Shih Tzu (n=59); 3,46% Pit Bull (n=41); e
13,93% (n=165) outras racas, representadas na figura 1.

Figura 1 — Distribui¢do da ocorréncia de desordens reprodutivas de acordo com a raga das cadelas
atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (2012-2017).
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As cadelas atendidas no HV-UFU neste periodo, apresentaram média de idade de 6,62 + 3,61 anos, e
a distribuicdo dos animais, em relacdo & faixa etéria (filhotes, adultos jovens, adultos e idosos), est&
apresentada na figura 2, onde se verificou maior ocorréncia das enfermidades reprodutivas nas cadelas
adultas jovens (47% - 557/1.185), seguido das cadelas idosas com 29,4% (348/1.185), adultas com 22,5%
(267/1.185) e filhotes com 1,1% (13/1.185).
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Figura 2 - Ocorréncia de desordens reprodutivas por grupos segundo a faixa etdria de cadelas
atendidas no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (2012-2017).
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Nota: Grupo 1 — alteragBes de vagina e vulva; Grupo 2 — altera¢Bes de ciclo estral, ovério e Utero; Grupo 3 — alteragbes do
periodo gestacional e parto.

Filhotes — cadelas com menos de um ano; adultos jovens — cadelas entre um a cinco anos; adultos — cadelas entre seis e nove
anos; e idosos — cadelas acima de nove anos.

A divisdo das 1.185 fémeas caninas, de acordo com a classificacdo por grupos de desordens
reprodutivas, estd apresentada na Tabela 2. As trés principais doengas com maior ocorréncia em caninos
foram a piometra (n=578), distocia (n=161) e TVT (n=150), respectivamente, de 48,8%, 13,6% e 12,6%.
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Tabela 2: Distribuicdo dos diagndsticos por grupos de desordens
reprodutivas em cadelas atendidas no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (2012-2017)

DOENCAS

GRUPO 1 (n=203)

TVT
Vaginite

Prolapso Vaginal
Hiperplasia Vaginal
GRUPO 2 (n=760)

Piometra
Pseudociese
HEC
Hemometra

Piometra de coto
Prolapso uterino
Ovario remanescente
Endometrite

Metrite pds-parto
Cisto ovariano
Mucometra
GRUPO 3 (n=222)

Distocia

Distocia com fetos mortos

Aborto

Feto macerado
Feto mumificado

CADELAS

% (n) IDADE
73,80 (150) 544 +2/45
18,23 (37)  2,46+0,93
6,40 (13) 5,87 + 4,67

1,48 (3) 54141
76,05 (578) 8,10 + 3,44
11,32 (86)  5,83+3,71
4,61 (35) 7,14 + 3,64
3,55 (27) 7,31 £ 3,36
0,92 (7) 5.4 + 4,16
0,66 (5) 2,67 +1,15
1,05 (8) 4,0 £1,41

0,39 (3) 50+0,0
0,39 (3) 25+2,12

0,66 (5) 9,0+0,0
0,39 (3) 11,0 0,0
72,52 (161) 4,56 +2,57
7,66 (17) 5,79 + 2,81
6,31 (14) 4,0 £ 3,16
12,16 (27) 4,6 +2,59

1,35 (3) 3,0£0,0

Nota: Grupo 1 — alteragdes de vagina e vulva; Grupo 2 — alteragdes de ciclo estral,
ovario e Utero; Grupo 3 — alteracdes do periodo gestacional e parto.
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Quando comparados 0s trés grupos de desordens reprodutivas (tabela 2), verificou-se uma maior
ocorréncia de doengas acometendo os adultos jovens no grupo 1 com 60,6% (123/203) e no grupo 3 com
73,4% (163/222); ja no grupo 2 0s animais idosos apresentaram maior prevaléncia, com valores de 40,1%

(305/760).
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Figura 3 — Ocorréncia de desordens reprodutivas segundo a faixa etaria de
cadelas atendidas no hospital veterinario da Universidade Federal de Uberlandia
(2012-2017).
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DISCUSSAO

A ocorréncia de desordens reprodutivas (7,2%) observadas neste estudo corrobora com Junior et al.
(2011), que encontraram 7,65% de ocorréncia de afec¢des reprodutivas de animais atendidos no Ambulatério
Veterinario da Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul - Brasil e com Montenegro (2010), de
4,3% no Hospital Veterinario de Montenegro, Vila Real — Portugal.

Das doencas relacionadas aos distirbios de vagina e vulva (grupo 1), o TVT canino teve a maior
ocorréncia (73,9%). Esta patologia € uma neoplasia transplantavel de células redondas cuja disseminagdo na
populacdo ocorre principalmente por contato sexual. Ha elevada incidéncia em fémeas e machos errantes e
sem raga definida, com idade entre dois e cinco anos, onde ha maior atividade sexual (TINUCCI-COSTA,
2009), ja Amaral et al. (2004) mostraram em seu trabalho que a idade de maior frequéncia para o
aparecimento do TVT foi de 4 anos. Estes fatores foram confirmados nesta pesquisa onde 80,6% (121/150)
eram cadelas mesticas com idade média de 5,4 + 2,4 anos.

Nos animais mais jovens (< 1 ano) houve maior ocorréncia de vaginite (1,97% - 4/203) o que
segundo Johnson (2006) pode estar relacionado a imaturidade do trato reprodutivo, sendo esta uma das
etiologias para esta afeccéo.

Nas alteracdes de Utero, ovarios e ciclo estral (Grupo 2), destacou-se a piometra, com 76,0% do total
de cadelas deste grupo, que apresentaram média de 8,1 + 3,4 anos. Trautwein et al. (2017) ao estudarem
piometra em cadelas, também encontraram a média de idade de 8,4 + 3,5 anos, o que foi corroborado pelos
nossos dados, assim como Montenegro (2010), que em estudo semelhante, encontrou maior presenca desta
patologia em 52% das cadelas, sendo a média de idade das cadelas de 8,6 + 3,4 anos. Fukuda (2001) em seu
estudo encontrou uma incidéncia de 15,2% (25/165) de piometra em fémeas de mais de 4 anos de idade; ja
Hagman (2018) encontrou a piometra afetando mais cadelas de meia idade a idosas, ndo castradas,
normalmente 4 meses apds o estro.

Ressalta-se que a piometra segundo Jitpean et al. (2012) pode acometer até 19% das cadelas nédo
castradas, com menos de 10 anos. Ja Egenvall (2001) afirma ocorrer comumente em 25% das cadelas ndo
castradas tratando-se da uteropatia mais comum nestes animais.

O Complexo Hiperplasia Endometrial Cistica — hemometra, mucometra e piometra foi o mais
frequente para fémeas caninas nesta pesquisa, compreendendo 84,6% (643/760) com média de idade de 7,97
+ 3,47 anos. Esta afeccdo ocorre com maior frequéncia em fémeas com idade média de 8 anos ou em fémeas
que passaram por tratamentos com progestdgenos (HAGMAN et al., 2006). Esses dados justificam os
achados em nossa pesquisa, onde 0s animais acima de 9 anos do grupo 2 tiveram maior ocorréncia de
doencas (40,1%), sendo a mais frequente a HEC, que acomete principalmente animais idosos, segundo
Johnston et al. (2001).



280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336

41

Nas alteracdes de periodo gestacional e parto, a enfermidade que se destacou foi a distocia, definida
como a dificuldade em expulsar os fetos por meio do canal do parto durante a pari¢do, apresentando
ocorréncia geral de 5 a 6% das gestacdes em cadelas (SILVA, 2008). No presente estudo 80,2% (178/222)
das cadelas apresentaram esta desordem, ja Montenegro (2010) encontrou 35% (41/117) de casos de distocia
em atendimentos de urgéncia reprodutiva em seu estudo retrospectivo.

As racas puras sdo mais predispostas a distocia do que as mesti¢as (SILVA, 2008), no entanto, 0s
animais atendidos na rotina do HV-UFU sdo em sua maioria sem raca definida e neste estudo verificou-se
gue 58,4% das cadelas com distocia eram mestigas, 12,9% Pinscher e as demais racas somaram 28,6%.
Varios fatores maternos e fetais podem contribuir para a distocia, de acordo com Wallet-Darvelid e Linde-
Forsberg (2018), 75% dos casos em cadelas sdo de origem materna e 25% de origem fetal, sendo a inércia
uterina e a ma apresentacao fetal as principais causas dessa enfermidade.

Foi verificado no presente estudo que, das cadelas que apresentaram patologias reprodutivas, 73,3%
teriam como indicacdo a ovariosalpingohisterectomia (OSH), sendo 74% complexo HEC (643/869), 20,5%
distocia (178/869), 3,1% maceracdo fetal (27/869), 1,5% prolapso vaginal (13/869), 0,58% prolapso uterino
(5/869) e 0,34% feto mumificado (3/869).

Embora as causas de aborto, distocia, ma formacdo e infertilidade ndo foram identificadas neste
estudo, Shin e Carmichael (1999) determinaram como principal causa de aborto e infertilidade em cadelas a
infeccdo por Brucella canis (brucelose canina). Santos et al. (2014) mostraram que 10% da populacdo
estudada apresentava infeccdo ativa pelo herpesvirus tipo 1 e alguma desordem reprodutiva, provando a
circulagdo do virus na populagdo canina em Uberlandia — MG e a possivel relagdo com essas desordens. Em
estudos sobre infecgdes pelo herpesvirus tipo 1 sdo relatadas perdas relacionadas a problemas reprodutivos
(RONSEE et al., 2005; DAHLBOM et al., 2009).

Estudos recentes realizados no municipio de Uberlandia verificaram que a ocorréncia de leptospirose
em cdes foi de 46% (SOUZA et al., 2008), sendo que essa patologia estd relacionada a desordens
reprodutivas em cdes, além de ser uma zoonose, (CASTRO et al., 2011).

A transmissdo destas doengas infecto-contagiosas estd relacionada ao manejo, densidade
populacional e vacinagdo dos animais (CASTRO et al., 2011). Ressalta-se a importancia da realizacdo de
exames sorolégicos, bem como moleculares, para melhorar o diagnéstico e assim evitar a transmissao destas
patologias.

O diagnostico de doencas infecciosas que causam danos ao sistema reprodutivo como brucelose,
herpesvirose, leptospirose, (SHIN; CARMICHAEL,1999; DAHLBOM et al., 2009; CASTRO et al., 2011;)
ndo foram pesquisadas neste estudo, no entanto, tais doencas devem ser melhor investigadas na populagéo
avaliada.

CONCLUSAO

A ocorréncia de desordens reprodutivas dos animais atendidos no HV-UFU no periodo de janeiro de
2012 a dezembro de 2017 foi de 7,2%. As doengas que mais se destacaram em fémeas caninas foram a
piometra, TVT e distocias, e a faixa etaria com maior ocorréncia de doencas reprodutivas foi de animais
jovens com idade entre 1 e 5 anos, sendo que as fémeas SRD apresentaram maior frequéncia (60,1%) de
doengas do trato reprodutivo.
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CAPITULO 3

EFEITO DA INFLAMACAO UTERINA SOBRE A PRODUGCAO DAS
INTERLEUCINAS 6 E 12 EM CULTURAS DE ENDOMETRIOS CANINOS EX VIVO
TRATADAS COM LIPOPOLISSACARIDEO
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EFEITO DA INFLAMACAO UTERINA SOBRE A PRODUCAO DAS
INTERLEUCINAS 6 E 12 EM CULTURAS DE ENDOMETRIOS CANINOS EX VIVO
TRATADAS COM LIPOPOLISSACARIDEO

RESUMO. Em cadelas, as afeccGes uterinas como endometrite, hiperplasia endometrial
cistica e piometra tém grande relevancia clinica, acometendo mais de 20% de cadelas de meia
idade ndo castradas, sendo que sdo as patologias mais comuns em mais de 50% das fémeas
caninas com distdrbios reprodutivos. A hipotese do estudo foi de que a presenca de
inflamacdo no endométrio de cadelas clinicamente saudaveis compromete a resposta imune
inata uterina frente a infeccdo bacteriana, contribuindo para o estabelecimento da piometra.
Para tanto, avaliou-se a producdo das interleucinas 6 (IL6) e 12 (IL12) em culturas de
amostras de endometrios caninos inflamados e ndo inflamados desafiadas com LPS. Para o
estudo, foram coletados Uteros de 42 fémeas caninas clinicamente saudaveis submetidas a
ovariosalpingohisterectomia eletiva, de onde retirou-se explantes que foram transferidos para
placas de cultivo celular, sendo em seguida submetidos a tratamento com controle, LPS,
dexametasona e LPS + dexa. Por fim, foram recolhidos os sobrenadantes e mensurados as
concentracbes de IL6 e IL12 pelo método de ELISA. Os explantes foram avaliados
hiatopatologicamente e classificados quanto ao tipo de inflamacdo em, sem inflamacao,
inflamacéo aguda, inflamacdo sub-aguda e inflamacéao crénica. Os resultados revelaram que o
desafio com LPS ndo desencadeou sintese significativa de IL12 e principalmente de IL6 nas
culturas de amostras de endométrios inflamados, indicando que cadelas com infiltrado
inflamat6rio no endométrio podem apresentar comprometimento da resposta imune inata
uterina.

Palavras-chave: Cadelas, citocinas, inflamagédo, imunidade uterina, piometra
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ABSTRACT: In bitches, uterine conditions such as endometritis, cystic endometrial
hyperplasia and pyometra have great clinical relevance, affecting more than 20% of
uncastrated middle-aged bitches, being the most common pathologies in more than 50% of
canine females with reproductive disorders . The hypothesis of the study was that the presence
of inflammation in the endometrium of clinically healthy bitches compromises the innate
immune response to bacterial infection, contributing to the establishment of pyometra. For
this, the production of interleukins 6 (IL6) and 12 (IL12) in cultures of inflammatory and non-
inflamed canine endometrial samples challenged with LPS were evaluated. For the study,
uterus were collected from 42 clinically healthy canine females submitted to elective
ovariosalpingohisterectomy, from which explants were removed and transferred to cell culture
plates, and then treated with control, LPS, dexamethasone and LPS + dexa. Finally,
supernatants were collected and IL6 and IL12 concentrations were measured by the ELISA
method. The explants were evaluated hiatopathologically and classified as to the type of
inflammation in, without inflammation, acute inflammation, sub-acute inflammation and
chronic inflammation. The results revealed that the challenge with LPS did not trigger
significant synthesis of 1L12 and mainly IL6 in cultures of inflamed endometrial samples,
indicating that bitches with inflammatory infiltrate in the endometrium may present impaired

innate immune response.

Keywords: Bitches, cytokines, inflammation, uterine immunity, pyometra
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tem-se estudado a importancia da relagdo entre os seres humanos e
seus animais de estimacdo. Os resultados dessas pesquisas revelam que animais de companhia
contribuem para melhorar a qualidade de vida das pessoas, uma vez que aumentam o sentimento de
felicidade, reduzem o sentimento de soliddo, e ainda exercem efeitos positivos sobre a salde fisica e
emocional de seus tutores (SUTHERS-McCABE, 2001), além de terem trazido varios outros
beneficios, como seguranca e assisténcia a pessoas com deficiéncia e idosos (STALLIVIERI et al.,
2013).

Portanto, a busca pelo aprimoramento das diversas areas da medicina veterinaria, a fim de
garantir maior expectativa e qualidade de vida para os animais domésticos, € indispensavel, uma
vez que existem cerca de 1,3 bilhdo de animais domésticos no mundo, sendo que no Brasil esse
numero é de 132,4 milhdes, onde 52,2 milhdes sdo somente de cdes (IBGE, 2003). Para tanto, é
necessario investir em pesquisas que permitam compreender melhor as diferentes patologias que
acometem esses animais.

As patologias reprodutivas podem apresentar consequéncias diversas, que variam desde a
auséncia de sinais clinicos e o comprometimento da fertilidade do animal, até manifestacfes
clinicas agudas, que podem levar ao 6bito (NASCIMENTO; SANTOS, 2003). Na medicina
veterinaria, enfermidades do sistema reprodutor sdo comuns, para ambos 0s sexos, nas mais
variadas espécies (PREVIATO et al., 2005), sendo assim, a preservacao da capacidade reprodutiva
é, na maioria dos casos, de grande importancia para esses animais, levando-se em conta, a genética
e 0 valor zootécnico do animal em questdo (BRITO FILHO, 2008; STALLIVIERI et al., 2013).

Em se tratando da espécie canina, sabe-se que a infec¢do uterina, denominada piometra,
apresenta elevada casuistica, sendo que um estudo realizado na Suécia revelou que essa patologia
acomete aproximadamente um quarto de todas as cadelas antes de atingirem 10 anos de idade
(EGENVALL et al., 2001). Sabe-se ainda que a piometra esta associada a ocorréncia de reacdes
inflamatorias sistémicas, podendo levar o animal a 6bito, exigindo cuidados intensivos e imediatos (
KARLSSON et al., 2012; HAGMAN, 2017). No entanto, a patogenia dessa afeccdo uterina ainda
ndo esta elucidada, uma vez que apresenta diferentes graus de morbidade e mortalidade sendo
influenciada por condigdes ambientais, historico reprodutivo e tratamentos prévios com farmacos
(PREVIATO et al., 2005).

Pesquisas associam a ocorréncia da piometra a presenca da hiperplasia endometrial cistica
(HEC), sendo esta condicdo considerada um fator predisponente ao estabelecimento da piometra.
Muitos estudos tém sido realizados a fim de elucidar a real associacdo entre essas afeccOes

reprodutivas e compreender de que forma elas interferem na resposta imune inata uterina de cadelas
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(HAGMAN; RONNBERG; PEJLER, 2009). Porém, néo existem pesquisas que tenham avaliado se
uma condicdo inflamatdria presente no endomeétrio de cadelas, poderia interferir na resposta imune
inata uterina frente a uma posterior infeccdo por agentes bacterianos, contribuindo para o
estabelecimento da piometra e ocorréncia de efeitos sistémicos.

O presente estudo considerou relevante investigar a hipétese do efeito da inflamagédo
comprometer a imunidade inata uterina através da producédo das interleucinas 6 (IL6) e 12 (IL12)
em culturas de endometrios caninos ex vivo desafiadas com LPS, além de avaliar a presenca de
infiltrado inflamatdrio nos Uteros de cadelas clinicamente saudaveis e entender de que maneira essa
inflamac&o interfere na producdo de citocinas pro-inflamatérias no endométrio canino, além de
demonstrar que o modelo experimental de culturas ex vivo de endométrio funciona adequadamente

para a espécie.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e coleta de amostras

Para a realizacdo deste estudo foram coletados uteros de 42 fémeas caninas clinicamente
saudaveis submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva, conforme técnica cirdrgica
proposta por Slatter (2007). Imediatamente ap6s o procedimento cirurgico, os Uteros foram
coletados, mantidos refrigerados em caixas térmicas e encaminhados ao Laboratorio de Saude em
Grandes Animais da Universidade Federal de Uberlandia para o devido processamento.

Os dados referentes ao historico reprodutivo das cadelas foram anotados em fichas
especificas, bem como os pardmetros do exame fisico geral. Como critério de inclusdo no
experimento as cadelas ndo poderiam apresentar sinais clinicos compativeis com afec¢6es do trato
reprodutivo ou de qualquer outro sistema, devendo ser todas consideradas higidas e aptas ao

procedimento cirdrgico.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi realizado segundo o fluxograma apresentado na figura 1.
Os uteros coletados foram separados em quatro grupos experimentais de acordo com a avaliagdo
histopatoldgica do endométrio preconizada neste estudo, sendo: a) grupo sem inflamacéo; b) grupo
inflamacdo aguda; ¢) grupo inflamacao subaguda; d) grupo inflamacéo crénica.

No laboratério, os cultivos ex vivo de endométrio canino foram expostos aos seguintes
tratamentos durante 24 horas: a) controle: amostras tratadas apenas com meio de cultivo; b) LPS:
amostras tratadas com meio de cultivo e LPS (1pug/mL); ¢c) DEXA: amostras tratadas com meio de
cultivo e dexametasona (5ng/mL); d) LPS+DEXA: amostras tratadas com meio de cultivo, LPS
(1pg/mL) e dexametasona (5ng/mL). Apos o periodo de cultivo, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados congelados para posterior realizacdo da técnica de ELISA para dosagem das citocinas
IL6 e IL12.
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Processamento das amostras

Apdbs serem transportados ao laboratorio, os Uteros foram lavados externamente com alcool
70%. Em seguida, foi feita uma incisdo transversal em cada corno uterino, imediatamente acima do
ligamento intercornual, seguida de incisdo no sentido longitudinal, ao longo de todo o corno,
conforme a técnica preconizada por Borges et al. (2012). Posteriormente, o endométrio exposto foi
lavado com solugdo Dulbecco’s phosphate-buffered saline (D-PBS; Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA) suplementada com 50 UI/mL de penicilina, 50 pg/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich®)
e 2,5 pg/mL anfotericina B (Sigma-Aldrich®).

Realizou-se, entéo, a delimitacdo de fragmentos de tecido uterino (endométrio e miométrio),
denominados explantes, utilizando-se punch estéril de 6mm para bidpsia (Kruuse, Langeskov,
Denmark), os quais foram destacados com tesoura e acondicionados em recipientes contendo 30mL
de solugdo Hank’s Balanced Salt (HBSS; Sigma-Aldrich®) suplementada com 50 Ul/mL
penicilina, 50 pg/mL estreptomicina e 2,5 pg/mL anfotericina B. Ademais, foi coletado um explante
para exame histopatologico, o qual foi acondicionado em microtubo contendo 1000uL de formol

10%.
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Os explantes foram levados a cabine de segurancga, onde realizou-se duas lavagens na
solucado HBSS suplementada com 50 UI/mL penicilina, 50 ug/mL estreptomicina e 2,5 ug/mL
anfotericina B por 5 minutos, evitando movimentos abruptos para que os explantes ndo fossem
mecanicamente estimulados. As amostras foram, entdo, transferidas individualmente para placas de
cultura celular com 24 pocos (Kasvi, S&o José do Pinhais, PR, Brasil) com 2 mL de meio completo
de cultura composto por Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (RPMI Medium 1640;
Gibco® ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), Soro Fetal Bovino (FBS; Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) suplementado com 50 UI/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina e 2,5
ng/mL anfotericina B.

Para cada animal, quatro explantes foram coletados e submetidos a tratamentos distintos. O
primeiro explante foi tratado apenas com meio de cultivo completo composto por 500 mL de RPMI
1640, 50mL de FBS, 5mL de Penicilina/Estreptomicina, 5mL de Anfotericina B, constituindo o
controle. O segundo explante foi tratado com solugdo de LPS 1ug/mL (Ultrapure LPS, E. coli
0111:B4; InvivoGen, San Diego, CA, USA) em meio de cultivo completo. O terceiro explante foi
tratado com solucdo de dexametasona 5ng/mL (D4902-25MG Dexamethasone; Sigma-Aldrich®)
em meio de cultivo completo. O quarto explante foi tratado com solugdo de LPS 1pg/mL
(InvivoGen) e solucdo de dexametasona 5ng/mL (Sigma-Aldrich®) em meio de cultivo completo.

Cada explante foi mantido em seu respectivo poco da placa de cultivo por 24 horas, em
estufa a 37°C com 5% de CO2 e 95% de vapor. Apos 24 horas os explantes foram pesados em
balanga de precisdo (AX200 Marte® Balancas e Aparelhos de Preciséo Ltda, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil) e o sobrenadante de cada poco foi congelado a -20°C para posterior dosagem das

concentracdes de IL6 e 1L12 por meio de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Realizacédo do ELISA

As concentragdes de IL6 e IL12 presentes no sobrenadante de cada amostra foram
mensuradas pela técnica ELISA de captura, de acordo com as instrucdes do fabricante (DuoSet
ELISA Development Systems; R&D Systems®, Minneapolis, MN, USA). Para dosagem de IL6
utilizou-se o kit DuoSet ELISA Development Systems Canine IL-6 (R&D Systems®), ja para
dosagem de IL12 utilizou-se o kit DuoSet ELISA Development Systems Canine IL-12/IL-23 p40
(R&D Systems®).

Primeiramente as placas de ELISA eram sensibilizadas com anticorpo de captura diluido em
solugéo Phosphate Buffered Saline (PBS) e permaneciam em temperatura ambiente overnight. No

dia seguinte, as placas eram lavadas trés vezes com wash buffer, em seguida era feito o bloqueio
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adicionando-se reagente diluente em cada poco, mantendo-se as placas em temperatura ambiente
por uma hora. Apds esse intervalo, as placas eram novamente lavadas trés vezes com wash buffer,
as amostras ou solucbes padrdo eram adicionadas aos seus respectivos pogos e as placas
permaneciam em temperatura ambiente por duas horas. As concentracdes minima e maxima
utilizadas como padrdo foram, respectivamente, 62,5pg/mL e 4000pg/mL, para ambas as
interleucinas.

Posteriormente, as placas eram lavadas trés vezes com wash buffer e adicionava-se
anticorpo de deteccdo diluido no reagente diluente em cada poco, as placas eram mantidas em
temperatura ambiente durante mais duas horas. Decorrido esse tempo, as placas eram lavadas trés
vezes com wash buffer, adicionava-se solucdo diluida de Streptavidin-HRP em cada pogo e
deixava-se as placas em temperatura ambiente por 20 minutos, protegidas da incidéncia direta da
luz. Logo depois, as placas eram lavadas trés vezes com wash buffer, adicionava-se solucéo
substrato em cada pogo e mantinha-se as placas em temperatura ambiente por 20 minutos,
novamente protegidas da incidéncia direta da luz. Em seguida, adicionava-se stop solution (acido
cloridrico) em cada poco e agitava-se cuidadosamente as placas.

Rapidamente transportava-se as placas, ao abrigo da luz, até o aparelho SpectraMax®
M2/M2° (Molecular Devices Corporation, San Jose, CA, USA) para leitura da densidade Optica
utilizando-se os filtros de 450nm e 570nm no programa SoftMax Pro Software (Molecular Devices
Corporation). Os valores obtidos eram transcritos para o programa Microsoft® Office Excel e
realizava-se a corregdo subtraindo o valor encontrado no filtro de 450nm pelo valor encontrado no
filtro de 570nm. Os resultados obtidos eram, entdo, analisados pelo programa MyAssays Analysis
Software Solutions® (https://www.myassays.com/).

Para cada amostra foram obtidas duas concentragdes em pg/mL, sendo posteriormente
calculada a média, o desvio padrdo, o coeficiente de variagdo e o erro padrdo da média desses
valores. Por fim, calculava-se a concentracdo de interleucina pelo peso do explante, obtendo-se 0s

valores em pg/mg, os quais foram utilizados na anélise estatistica.

Avaliacao histopatologica

Os fragmentos de endométrio destinados ao exame histopatologico foram fixados por
imersdo em solucdo 10% de formol, incluidos em parafina, seccionados a 5-8 um de espessura e,
posteriormente, corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), conforme técnica de avaliacdo

histopatoldgica de rotina.
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Para a interpretacdo dos achados histopatolégicos do tecido uterino foi considerado a
presenca ou auséncia de infiltrado inflamatorio, bem como o grau de inflamagéo e o tipo de célula
inflamatdria predominante no infiltrado; edema; hemorragia; e proliferacdo de fibroblastos. Essas
alteragOes foram classificadas baseando-se no grau de severidade, variando de 0 a 3, sendo O:
alteracdo inexistente; 1: alteracéo discreta; 2: alteragdo moderada; e 3: alteracdo acentuada.

Desse modo, a classificacéo histopatoldgica dos endométrios foi realizada com base na soma
de trés fatores: achados histopatologicos observados, graduacao das alteracoes, e caracterizagdo do
exsudato. As amostras foram, entdo, classificadas em oito categorias: normal, hemorragica,
fibrdtica, fibrohemorragica, subaguda, neutrofilica, linfocitica e cronica, as quais foram
consideradas para a posterior divisdo em grupos experimentais.

Definiu-se como normal as amostras que apresentaram apenas edema ou nenhuma alteracéo;
hemorragica: amostras que apresentaram apenas hemorragia ou edema e hemorragia; fibrética:
amostras que apresentaram apenas proliferacdo de fibroblastos ou edema e proliferacdo de
fibroblastos; fibrohemorragica: amostras que apresentaram hemorragia e proliferacdo de
fibroblastos ou edema, hemorragia e proliferacdo de fibroblastos; subaguda: amostras que
apresentaram infiltrado inflamatério misto composto predominantemente por neutr6filos
degenerados e macrofagos reativos ou misto composto por neutréfilos hipersegmentados,
macrofagos e raros eosindfilos; neutrofilica: amostras que apresentaram infiltrado inflamatorio
neutrofilico; linfocitica: amostras que apresentaram infiltrado inflamatério linfocitario; cronica:
amostras que apresentaram infiltrado inflamatério mononuclear com predominio de linfécitos e
macrofagos reativos ou mononuclear com predominio de macrofagos reativos ou ainda
mononuclear com predominio de linfocitos.

Para o delineamento experimental as amostras foram divididas em quatro grupos. a) grupo
sem inflamacdo: amostras que histologicamente ndo apresentaram infiltrado inflamatério, sendo que
algumas apresentaram, de forma associada ou independente, edema, hemorragia e fibroblastos; b)
grupo inflamacdo aguda: amostras que histologicamente apresentaram infiltrado inflamatorio
neutrofilico; ¢) grupo inflamacéo subaguda: amostras que histologicamente apresentaram infiltrado
inflamatério misto; d) grupo inflamagdo crénica: amostras que histologicamente apresentaram

infiltrado inflamat6rio mononuclear.
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Andlise estatistica

Para a andlise os dados foram inicialmente tabulados em planilhas do programa Microsoft®
Office Excel. A estatistica descritiva foi apresentada em media, erro padrdo da média e
porcentagem em relacdo ao controle. Para a analise e confecgédo das figuras foi utilizado o programa
estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

As concentragdes de IL6 e I1L12 obtidas através da técnica de ELISA foram submetidas ao
Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentavam ou néo distribuigéo
paramétrica. As varidveis com distribuicdo paramétrica foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA paramétrica) e pos-teste de Comparacdo Multipla de Bonferroni. As variaveis com
distribuicdo ndo-paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis (ANOVA né&o-
paramétrica) e pos-teste de Comparag¢do Multipla de Dunn’s. Todas as analises foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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RESULTADOS

Resultados referentes ao histérico das cadelas

Os 42 animais incluidos neste experimento eram fémeas caninas, clinicamente saudaveis,
com idade entre sete meses e oito anos e peso médio de 11,59Kg. Em relacdo a raca, 90,5% (38/42)
das cadelas ndo apresentavam raca definida e 9,5% (4/42) foram identificadas por seus tutores como
pertencentes a uma raca, sendo 4,8% (2/42) da raga Pinscher, 2,4% (1/42) da raca Labrador e 2,4%
(1/42) da raca Rottweiler. De acordo com a classificagédo proposta por Goldston e Hoskins (1999),
11,9% (5/42) das cadelas eram filhotes (até um ano de idade) e 88,1% (37/42) eram adultas (um a
nove anos de idade).

Os dados do histérico reprodutivo das cadelas revelaram que 73,8% (31/42) ja haviam
apresentado cio antes de serem submetidas ao procedimento cirurgico OSH, 11,9% (5/42) néo
apresentaram cio antes da OSH e 14,3% (6/42) ndo tinham historico. Em relagdo a ordem de parto,
as porcentagens observadas foram: 52,4% (22/42) nuliparas, 14,3% (6/42) primiparas, 7,1% (3/42)
multiparas e 26,2% (11/42) sem histérico.

Resultados referentes a avaliacéo histopatoldgica das amostras

Os 42 uteros coletados para o presente estudo foram histologicamente avaliados e
classificados em oito categorias, sendo elas: normal, hemorragica, fibrética, fibrohemorragica,
subaguda, neutrofilica, linfocitica e cronica. A fim de avaliar de forma mais especifica a
interferéncia da inflamacéo presente ou ndo nas amostras sobre os resultados, as categorias normal,
hemorragica, fibrética e fibrohemorragica foram enquadradas em um Unico grupo, denominado
grupo sem inflamacdo (n=23). A categoria neutrofilica foi denominada grupo inflamacdo aguda
(n=8). Ja as categorias subaguda e cronica foram denominadas grupo inflamacgédo subaguda (n=6) e
grupo inflamacdo crénica (n=4), respectivamente. A categoria linfocitica ndo foi incluida em
nenhum grupo devido ao fato de apresentar caracteristica histologica distinta das demais e ser
constituida por apenas uma amostra (n=1).

Dentre as amostras avaliadas, 45,2% (19/42) apresentaram inflamac&o, sendo 21,1% (4/19)
inflamacdo crénica, 31,6% (6/19) inflamacéo subaguda, 42,1% (8/19) inflamacdo aguda, e 5,3%

(1/19) inflamacdo linfocitica.
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Resultados referentes ao ELISA

Mediante realizacdo de ELISA obteve-se as concentracdes, em picogramas por miligrama de
tecido (pg/mg), das citocinas IL6 e IL12 no sobrenadante de culturas de endométrios caninos ex
vivo tratadas com meio controle e meios contendo 1pg/mL LPS, 5ng/mL dexametasona ou 1pg/mL
LPS + 5ng/mL dexametasona.

As médias das concentracdes (pg/mg) das citocinas IL6 e IL12 no sobrenadante de culturas
de endométrios caninos ex vivo desafiadas com 1pg/mL LPS e 5ng/mL dexametasona durante 24
horas estéo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Resposta das interleucinas 6 e 12 (pg/mg) de culturas de endométrio canino ex
vivo com diferentes graus de inflamacdo frente a exposicdo ao lipopolissacarideo e a
dexametasona durante 24 horas.

TRATAMENTOS

Controle LPS DEX LPS+DEX
SEM-INFLAMACAO IL6 68,9 + 14,3 188,9 +41,2 59,5+ 22,2 116,8 + 23,7
(n=23) 1L12 1,21+ 0,15 3,45+ 0,41 1,01+0,16 4,19 + 0,96
INFL. AGUDA IL6 159,2 + 106,4 243,0 + 98,1 29,0+9,8 165,1 + 96,7
(n=8) IL12 1,47 + 0,39 6,88 + 2,10 0,92 +0,31 4,26 + 2,05
INFL. SUBAGUDA IL6 130,2 + 53,5 260,3 + 60,7 60,9 + 36,1 222,2 + 58,6
(n=6) IL12 2,42 + 0,90 7,99 + 4,62 4,02 +3,19 5,45 + 2,77
INFL. CRONICA IL6 70,8 + 35,4 126,2 + 38,4 34,2 + 23,4 98,8 + 60,9
(n=4) 1IL12 1,20 + 0,44 3,66 +1,38 1,04 + 0,57 3,84 +1,20

Nota. Endométrios caninos foram agrupados conforme a auséncia (sem-inflamacéo) ou presenca de
inflamacéo aguda, subaguda e cronica. Os endométrios foram desafiados por 24 h com meio controle
(Controle) e meios contendo 1pg/mL LPS (LPS), 5ng/mL de dexametasona (DEX) ou ambos
(LPS+DEXA). Os dados estdo apresentados em média + erro padrdo da média da concentragéo (pg)

da IL6 ou IL12 por mg de tecido.
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Quando expostos a 1pg/mL de LPS os explantes de endométrios sem-inflamagdo
responderam significativamente com acumulo de IL6 (Fig. 2A), no entanto, nos grupos em que
havia a presenca de inflamacdo (Fig. 2B-D) ndo houve acumulo significativo. Apesar de haver
reducdo da resposta com o uso da dexametasona, frente ao desafio com LPS, esta ndo foi

significativa (P>0,05) nos cultivos ex vivo dos endométrios em nenhuma condicao.
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Figura 2. Resposta da interleucina 6 de culturas de endométrio canino ex vivo com diferentes

graus de inflamacao frente a exposi¢ao ao lipopolissacarideo e a dexametasona durante 24 horas.

Endométrios caninos foram agrupados conforme a auséncia (A) ou presenca de inflamacéo
aguda (B), subaguda (C) e cronica (D). Os endométrios foram desafiados por 24h com meio
controle (Controle) e meios contendo 1pg/mL LPS (LPS), 5ng/mL de dexametasona (DEX) ou
ambos (LPS+DEXA). Os dados estdo apresentados em meédia + erro padrdo da media da
porcentagem da concentracdo de IL6 em relacdo ao controle e foram analisados pelo teste de

Kruskall-Wallis com pos-teste de comparagdo multipla de Dunn’s (P<0,05).

Os explantes de endométrios sem-inflamacdo (Fig. 3A), inflamacdo aguda (Fig. 3B) e
inflamacdo cronica (Fig. 3D) quando expostos a 1pug/mL de LPS responderam significativamente
com acumulo de IL12 (P<0,05), no entanto, no grupo com endométrios apresentando inflamacao

subaguda (Fig. 3C) ndo houve acumulo significativo. Apesar de haver reducdo da resposta com o
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uso da dexametasona, frente ao desafio com LPS, esta ndo foi significativa (P>0,05) nos cultivos ex

vivo dos endométrios em nenhuma condicdo, semelhantemente ao ocorrido com a IL6 (Fig. 2).
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Figura 3. Resposta da interleucina 12 de culturas de endométrio canino ex vivo com diferentes
graus de inflamacao frente a exposicao ao lipopolissacarideo e a dexametasona durante 24 horas.

Endométrios caninos foram agrupados conforme a auséncia (A) ou presenca de inflamacéo

aguda (B), subaguda (C) e cronica (D). Os endométrios foram desafiados por 24h com meio

controle (Controle) e meios contendo 1pg/mL LPS (LPS), 5ng/mL de dexametasona (DEX) ou

ambos (LPS+DEXA). Os dados estdo apresentados em média + erro padrdo da media da

porcentagem da concentracdo de IL12 em relacdo ao controle e foram analisados pelo teste de

Kruskall-Wallis com pés-teste de comparagao multipla de Dunn’s (P<0,05).
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DISCUSSAO

Os achados histoldgicos deste estudo foram semelhantes aos encontrados por Dow (1959) e
De Bosschere et al. (2001), no que se refere a divisdo dos grupos experimentais conforme a
presenca ou auséncia de inflamacédo e o tipo de infiltrado inflamatorio nas amostras. No entanto,
divergiram desses estudos em relagcdo aos aspectos clinicos dos animais incluidos no experimento e
a possibilidade de correlacionar a inflamacédo com outras afec¢des, como a HEC. Em seu estudo,
Dow (1959) dividiu 100 amostras de Uteros em quatro grupos distintos, conforme as caracteristicas
histoldgicas de cada uma. Contudo, os animais incluidos naquele experimento apresentavam, em
sua maioria, alteracdes clinicas ou hematologicas, ja os animais incluidos no presente estudo foram
submetidos a OSH eletiva e estavam clinicamente saudaveis, de acordo com o exame clinico
proposto.

De Bosschere et al. (2001) avaliaram histologicamente amostras uterinas de cadelas
clinicamente saudaveis, sendo que, dentre essas amostras, muitas apresentavam caracteristicas de
afecgBes uterinas como HEC nos graus leve e grave, e mucometra, porém ndo apresentavam
infiltrado inflamatorio, diferentemente do observado no presente estudo. Ademais, De Bosschere et
al. (2001) também avaliaram a histologia de amostras dos Uteros de cadelas com suspeita clinica de
piometra, encontrando caracteristicas compativeis com HEC leve, HEC grave, mucometra,
endometrite, piometra hiperplasica ou piometra atrofica, sendo as amostras correspondentes as trés
ultimas patologias as Unicas que apresentaram inflamacdo. Desse modo, sinais clinicos foram
verificados em todos os casos em que infiltrado inflamatério foi encontrado no Utero, o que néo foi
observado na presente pesquisa.

Na pesquisa feita por Gifford, Scarlet e Schlafer (2014), observaram na avaliacdo histoldgica
de bidpsias uterinas de cadelas com diferentes historicos, a presenca de endometrite em 42,6%
(170/399) dos casos, sendo esta a lesdo uterina mais prevalente entre as amostras avaliadas, seguida
da HEC (33% - 133/399), porém, ndo houve associacdo significativa entre a ocorréncia de
endometrite e HEC (GIFFORD; SCARLETT; SCHLAFER, 2014). No presente estudo, detectou-se
presenca de inflamagdo em 45,2% (19/42) das amostras avaliadas, uma porcentagem semelhante a
encontrada por Gifford, Scarlet e Schlafer (2014), contudo, a metodologia aplicada para coleta e
processamento das amostras nos dois estudos foi diferente. Além disso, neste estudo, encontrou-se
maior porcentagem de inflamagdo aguda, enquanto Gifford, Scarlet e Schlafer (2014) encontraram
maior porcentagem de inflamag&o crénica, o que pode estar relacionado ao fato da idade da maioria
dos animais ser superior a 6 anos, diferentemente deste estudo em que 73,8% (31/42) dos animais

apresentaram idade igual ou inferior a 3 anos.
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Esses dados permitem inferir que a presenca de infiltrado inflamatorio no endométrio de
cadelas € um achado frequente, quando se avalia a histologia de fragmentos de tecido uterino.
Sendo assim, é imprescindivel buscar entender de que maneira essa condicao inflamatdria interfere
na resposta imune inata uterina de cadelas que apresentem ou ndo sinais clinicos compativeis com
afeccOes reprodutivas. Para tanto, esta pesquisa utilizou-se de culturas de tecidos ex vivo, que vém
sendo empregadas no meio cientifico em estudos que visam avaliar a resposta imune diante de
diferentes estimulos promovidos pelo cultivo in vitro de fragmentos teciduais (SILVA et al., 2010;
FRANCZAK et al.,, 2013; JURSZA et al., 2014). Em cadelas, esse modelo de culturas de
endométrios ex vivo também tem sido utilizado para avaliagdo de diferentes aspectos referentes ao
trato reprodutivo canino ( STADLER et al., 2009; SILVA et al., 2010; PRAPAIWAN et al., 2017).

Sabe-se que o LPS presente na parede celular de bactérias Gram-negativas é reconhecido
por receptores TLR4, expressos pelas células endometriais, e desencadeia a secrecdo de mediadores
inflamatorios, como a citocina IL6 (SHELDON; ROBERTS, 2010; TURNER; HEALEY;
SHELDON, 2012). No presente estudo avaliou-se o efeito do desafio com LPS sobre a producéo de
IL6 e IL12 pelas culturas de endométrios caninos ex vivo que ja apresentavam ou nao infiltrado
inflamatdrio. Observou-se que a porcentagem de acumulo de IL6 e IL12 foi significativamente
maior (P<0,05) no sobrenadante das culturas de endométrios caninos ex vivo de cadelas sem
inflamacdo endometrial desafiadas com 1pg/mL LPS, quando comparadas a amostras sem-
inflamacdo néo desafiadas.

A mesma concentracdo de LPS utilizada no presente estudo também teve resposta positiva
no trabalho de Silva et al. (2012) em que observaram maior producéo das prostaglandinas PGF,, e
PGE; no sobrenadante das amostras desafiadas com LPS, em compara¢do aquelas desafiadas com
acido lipoteicoico (LTA) e aquelas ndo desafiadas. Ademais, essa dose de LPS também foi aplicada
a cultivos de endométrios bovinos ex vivo e desencadeou a resposta de citocinas pré-inflamatérias,
como IL1B e IL6 (SAUT et al., 2014).

Entretanto, nos grupos inflamagdo aguda, inflamacdo subaguda e inflamacdo crénica nédo
houve aumento significativo (P>0,05) da porcentagem de acimulo de IL6 no sobrenadantes das
culturas de endometrios caninos ex vivo desafiadas com LPS, quando comparado ao acumulo de
IL6 no sobrenadante das culturas de endométrios caninos ex vivo tratadas com meio controle. Sendo
assim, observa-se que a presenca de inflamag@o no endométrio de cadelas interferiu na producéo de
IL6 em resposta ao desafio com LPS, o que pode sugerir um papel importante desse processo
inflamatorio prévio na reducdo da capacidade da resposta imune inata uterina em combater
microrganismos que possam infectar o Gtero.

Na literatura consultada, a maioria das pesquisas apresentam resultados que evidenciam a

ativacdo da resposta imune frente a processos infecciosos avancados, a exemplo dos estudos
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realizados com amostras de endométrios de cadelas, 0s quais avaliaram a expressdo de diversos
genes relacionados a producdo de mediadores inflamatérios, e observaram expressdo de IL6
significativamente aumentada nos uteros acometidos por piometra, em comparacdo com Uteros
saudaveis (HAGMAN; RONNBERG; PEJLER, 2009; BUKOWSKA et al., 2014). Contudo, nesses
casos 0 processo infeccioso grave j& estava estabelecido, ndo sendo possivel saber qual era a
condicdo imunoldgica do Utero anteriormente a ocorréncia da piometra.

Voorwald et al. (2015) avaliaram o perfil de expressdo génica encontrado em amostras de
cadelas diagnosticadas com piometra, em comparagdo ao encontrado nas amostras de cadelas que
apresentavam HEC, mucometra ou que ndo apresentavam alteracOes e estavam no diestro. A
expressao de I1L6 foi maior principalmente nas amostras endometriais de cadelas com piometra que
haviam sido previamente tratadas com progestagenos (VOORWALD et al., 2015). Os resultados
encontrados por Voorwald et al. (2015) sugeriram que a HEC pode predispor o desenvolvimento de
mucometra e piometra, porém, ndo estabeleceram relacdo entre a presenca ou auséncia de
inflamacdo no endométrio e a resposta imune inata uterina frente a desafios infecciosos, como
proposto pela presente pesquisa.

Kasimanickam e Kastelic, (2014) observaram maior expressao de IL6 nas amostras
endometriais de vacas com endometrite subclinica quando comparado a vacas normais. Entretanto,
nas vacas com metrite ou endometrite clinica esta expressdo de 1L6 ndo foi observada. Tais achados
podem ser correlacionados aos encontrados no presente estudo, visto que Uteros com processos
infecciosos mais severos apresentaram expressdes de IL6 diferentes das observadas em Uteros
saudaveis ou com endometrite subclinica, assim como no endométrio de cadelas foi observado
interferéncia da presenca de processo inflamatdrio sobre a producdo de IL6. Ressalta-se que a
metodologia e a espécie empregada por Kasimanickam e Kastelic, (2014) foram distintas das
utilizadas no presente estudo.

Todavia, diferentemente do observado na dosagem de IL6, a porcentagem de acimulo de
IL12 foi significativamente maior (P<0,05) no sobrenadante das culturas de endométrios caninos ex
vivo dos grupos inflamacdo aguda e inflamacdo cronica expostas a 1ug/mL de LPS, quando
comparada a porcentagem de acumulo de IL12 no sobrenadante das amostras dos grupos
inflamagdo aguda e inflamacéo cronica tratadas com meio controle. No entanto, no sobrenadante
das amostras do grupo inflamacdo subaguda desafiadas com 1lupg/mL LPS ndo houve aumento
significativo (P>0,05) da porcentagem de acumulo de IL12, em compara¢do com a porcentagem de
acumulo de IL12 no sobrenadante das amostras tratadas com meio controle.

Na literatura consultada ndo ha estudos que tenham avaliado a influéncia da presenca de
inflamacdo no endométrio de cadelas sobre a producdo de IL12. Ye et al. (2009) avaliaram, por

meio de ELISA, a producédo de IL12 no sobrenadante de culturas de macréfagos alveolares tratadas
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com meio controle ou LPS (100ng/mL), provenientes do lavado broncoalveolar de humanos com
alveolite alérgica extrinseca. Nesse estudo, observou-se aumento da producéo de IL12 nas amostras
referentes a alveolite alérgica extrinseca com caracteristicas inflamatdrias aguda e cronica,
independentemente do desafio com LPS, quando comparado a amostras de pacientes sem alveolite
alérgica extrinseca (YE et al., 2009), o que evidencia a influéncia do processo inflamatério sobre a
producdo de IL12, mas ndo em resposta ao LPS, como verificado nesta pesquisa.

No presente estudo, o tratamento dos explantes endometriais de cadelas com dexametasona
ndo provocou reducéo significativa da producédo de IL6 e IL12 em resposta ao LPS (P>0,05), tanto
em endométrios caninos inflamados, quanto naqueles sem inflamacéo.

Esse resultado se distingue dos obtidos por Saut et al. (2014) que observaram reducgédo do
acumulo de IL6 em resposta ao desafio com LPS nas culturas de endométrios bovinos ex vivo
submetidas ao pré-tratamento com dexametasona ao utilizar a mesma concentracdo utilizada no
presente estudo (5ng/mL), um dado interessante que pode refletir a diferenca do efeito desse
glicocorticoide na resposta imune de espécies distintas.

Em humanos, a acdo supressiva da dexametasona também foi descrita por Lee et al. (2018)
que avaliaram seus efeitos no envelhecimento de celulas-tronco mesenquimais, e constataram
menor expressdo génica de IL6 nas células-tronco tratadas com dexametasona (concentragdo 107
M) por 24 horas, em comparagdo com 0 grupo controle tratado com etanol (concentracdo 107 M)
por 24 horas, demonstrando que esse glicocorticoide age reduzindo a expressdo de IL6. Esse dado
concorda com Saut et al. (2014) que também encontraram menor expressdo de 1L6 nas amostras de
endométrio bovino tratadas com dexametasona (5ng/mL) e desafiadas com LPS ou E. coli.

Estudos que evidenciem a acdo da dexametasona sobre a producdo de IL12 em cadelas ndo
foram encontrados, porém, um estudo realizado por Agarwal e Marshal, (1998) avaliaram a
producdo de IL12 no sobrenadante de culturas de celulas mononucleares de sangue periférico
tratadas somente com LPS (5pg/mL) ou com LPS (5ug/mL) e dexametasona nas concentracdes 107
M, 10® M ou 10”7 M. Foi observado que independentemente das doses de dexametasona houve
reducdo da producdo de I1L12, mas aumentaram a producdo de citocinas anti-inflamatdrias, como
IL10 e ILA4.

Outro estudo realizado por Gong et al. (2011) avaliou a influéncia da dexametasona (doses:
50ug/L, 100pg/L e 200ug/L) sobre a producdo de IL12 no sobrenadante de culturas de células
dendriticas de ratos. Foi observado que as concentracfes de 1L12 foram significativamente menores
nos grupos tratados com dexametasona, comparado ao grupo controle. Entretanto, a presente
pesquisa ndo encontrou evidéncias significativas da acdo da dexametasona na concentracao 5ng/mL

sobre a producéo de IL6 e IL12 em culturas de endométrios caninos ex vivo desafiadas com LPS, o
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que torna necessario maiores investigacdes a respeito do efeito da dexametasona na producao de
citocinas em cadelas e das doses adequadas para tratamento in vitro de culturas de células caninas.

Portanto, é possivel perceber que existe uma lacuna na literatura concernente a avaliacdo da
resposta imune inata no Utero de fémeas caninas. Pesquisadores dessa area vém buscando elucidar o
papel da HEC na patogenia da piometra (DE BOSSCHERE et al., 2001; VOORWALD et al., 2015)
todavia, os resultados encontrados neste estudo sugerem a influéncia do processo inflamatorio no
endométrio de cadelas sobre a capacidade do tecido endometrial de reagir contra agentes
patogénicos invasores mediante resposta imunolégica adequada.

A IL6 e a IL12 sdo citocinas pro-inflamatdrias produzidas por diferentes tipos celulares.
Elas atuam estimulando a sintese de outros mediadores inflamatérios, além de promoverem
ativacdo e maturacdo de células responsaveis pela defesa do organismo (DEL VECCHIO et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2011). Quando PAMPs, como o LPS, se ligam aos receptores TLR4, eles
ativam as vias que levam a sintese dessas interleucinas e de outras moléculas inflamatdrias que
participam de forma conjunta da resposta imune contra os agentes infecciosos (BEUTLER et al.,
2003; SHELDON; ROBERTS, 2010).

Entretanto, os resultados encontrados nesta pesquisa revelaram que o desafio com 1ug/mL
LPS ndo desencadeou sintese significativa dessas citocinas, em especial da IL6, nas culturas de
amostras de endomeétrios inflamados, o que pode indicar que cadelas com infiltrado inflamatério no
endométrio apresentam comprometimento da resposta imune inata uterina, tornando-se mais
suscetiveis ao estabelecimento de condi¢des infecciosas graves, como a piometra, j& que ndo
conseguem responder adequadamente a infecgdes bacterianas.

Dessa forma, o presente estudo propde novas perspectivas para futuras pesquisas, que
poderdo investigar ndo apenas a HEC como um fator predisponente a piometra, mas também avaliar
a possivel associacdo entre a presenca de inflamacdo no endométrio e a producdo ou expressao
génica de importantes mediadores inflamatorios no Gtero de cadelas, a fim de entender o efeito de
condicdes prévias encontradas no ambiente uterino sobre a resposta imune inata local, além de ter
demonstrado que o uso de explantes ex-vivo de endométrio funciona em cées, podendo reduzir
assim o numero de estudos in vivo na espécie.

Além disso, o presente estudo tambem revelou que a presenca de infiltrado inflamatorio no
utero de cadelas nem sempre é acompanhada por sinais clinicos que evidenciem desordens
reprodutivas. Desse modo, demonstrou-se a necessidade de aplicar novos métodos diagndsticos na
rotina dos atendimentos clinicos de médicos veterinarios, visando detectar afec¢bes reprodutivas

ainda na fase inicial, reduzindo, assim, a incidéncia de infec¢des uterinas severas em cadelas.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que h& elevada incidéncia de processos inflamatdrios no endométrio de cadelas
clinicamente saudaveis; e que a inflamacao exerce efeito negativo sobre a producéao da citocina IL6,
em culturas de endométrios ex vivo desafiadas com LPS, sendo que na citocina IL12 somente
houve efeito negativo na inflamacgéo sub-aguda, indicando possivel comprometimento da imunidade

inata uterina.
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ANEXOS

Anexo A — Normas para publicacdo revista Bioscience Journal

DIRETRIZES PARA AUTORES
This journal is not accepting submissions at this time.

A redacdo deve primar pela clareza, brevidade e conciséo. O texto deve ser digitado em fonte Times
New Roman, tamanho 11, espaco simples e com margem de, no minimo, 2 cm. Todas as linhas
dever&o ser numeradas. Os trabalhos dever&o ser apresentados sem identificacdo de autores. Os
nomes dos autores, titulacdo e endereco de trabalho deveréo ser apresentados nos metadados da
submisséo e, na carta de encaminhamento. Figuras e tabelas deverao ser inseridas no texto, 0 mais
proximo possivel de sua citagao.

O artigo sera encaminhado a trés (03) revisores da area, no menor tempo possivel, sem a
identificacdo dos autores e, sera considerado aprovado com 02 pareceres favoraveis.

Serdo aceitos somente trabalhos redigidos em inglés, com apresentacao de certificado de revisdo
feito por um expert na lingua inglesa.

A revista se reserva o direito de efetuar alteraces de ordem normativa, ortogréfica e gramatical nos
originais, com vistas a manter o padrdo culto da lingua, respeitando, porém, o estilo dos autores. As
provas finais serdo enviadas aos autores, juntamente com o boleto para pagamento da publicagéo.

Os trabalhos publicados passardo a ser propriedade da revista Bioscience Journal, ficando sua
reimpressdo, total ou parcial, sujeita a autorizacdo expressa da direcdo da revista. Deve ser
consignada a fonte de publicacéo original.

Né&o serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis para impressdo, no formato PDF, no
endereco eletronico da revista.

Seré cobrada taxa de publicacdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina publicada, dos
trabalhos aprovados, para autores nacionais e $ 40 (quarenta d6lares) para autores estrangeiros. (A
forma de pagamento sera informada posteriormente).

Apbs a avaliacdo e aprovacao do artigo, a revista classificara as colabora¢fes de acordo com as
seguintes categorias:

1. Artigos originais - Artigos que apresentem contribui¢do inteiramente nova ao conhecimento e
permitam que outros investigadores, baseados no texto escrito, possam julgar as conclusoes,
verificar a exatiddo das analises e dedugdes do autor e repetir a investigagdo se assim o desejarem.
Devem conter: Titulo, Resumo (com 200 a 400 palavras) e Palavras-chave em Inglés, Introdugéo,
Material e Métodos, Resultados, Discussao (ou Resultados e Discussdo) e Conclusdo (opcional),
Agradecimentos (se couber). Titulo, Resumo (com 200 a 400 palavras) e Palavras-chaves em
portugués e Referéncias. Os trabalhos ndo devem exceder a 20 paginas (incluindo texto, referéncias,
figuras e anexos).

2. Artigos de Revisdo — Artigos que apresentem revisdo ampla e atualizada de assunto de interesse
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da comunidade cientifica e que oferecam contribuicdo significativa para a area de conhecimento
abordada. Devem conter: Titulo, Resumo ( com 200 a 400 palavras) e Palavras-chave em inglés,
Introducdo, Desenvolvimento, Conclusdo, Agradecimentos (se couber). Titulo, Resumo ( com 200 a
400 palavras) e Palavras-chaves em portugués e Referéncias. Os trabalhos ndo devem exceder a 30
paginas (incluindo texto, referéncias, figuras e eventuais anexos). Nesta categoria de trabalho s
serdo aceitas para submissdo contribuigdes feitas a convite dos editores (Geral ou Associados).

3. Relato de caso(s) - Artigos predominantemente clinicos, de alta relevancia e atualidade, com
relatos originais das areas clinica e basica. Devem conter: Titulo, Resumo ( com 200 a 400
palavras) e Palavras-chave em inglés, Introducéo, Relato do caso, Discussdo, Conclusdo(opcional),
Agradecimentos (caso necessario). Titulo, Resumo ( com 200 a 400 palavras) e Palavras-chaves em
portugués e Referéncias. Os trabalhos ndo devem exceder 10 paginas, (incluindo texto, referéncias,
figuras e eventuais anexos)

4. Comunicacao - Artigo ndo original, demonstrando a experiéncia de um grupo ou de um servigo,
abrangendo preferencialmente ensino, pesquisa, politicas de saude e exercicio profissional. Ou
ainda, que relate os resultados (parciais ou ndo) de trabalho que ofereca informacdes relevantes para
0 conhecimento cientifico, mas ndo permitam conclusées robustas. Deve conter: Titulo, Resumo (
com 200 a 400 palavras) e Palavras-chave em inglés, Introducdo, Contetido, Agradecimentos (caso
necessario). Titulo, Resumo ( com 200 a 400 palavras) e Palavras-chaves em portugués e
Referéncias. Os trabalhos ndo devem exceder 10 paginas, incluidos os anexos.

Apresentacédo dos Trabalhos

Formato: Todas as colaboracgdes devem ser enviadas por meio do Sistema Eletronico de Editoragédo
de Revista — SEER, endereco:
http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions

O texto deve estar gravado em extensdo RTF (Rich Text Format) ou em formato Microsoft Word
(2010). Os metadados deverao ser obrigatoriamente preenchidos com o titulo do trabalho, nome(s)
do(s) autor(es), tltimo grau académico, instituicdo que trabalha, endereco postal, telefone, fax e e-
mail.

O texto sera escrito cordialmente, com intercalacdo de tabelas e figuras, ja inseridas no texto, em
quantidade minima necessaria para a sua compreensao.

No corpo do trabalho ndo devera constar os nomes dos autores, que deverdo ser encaminhados
separadamente, com dados pessoais (titulos, endereco para correspondéncia, e-mail e Instituicao a
que esta ligado), como medida de sigilo.

Titulo do trabalho: O titulo deve ser breve e suficientemente especifico e descritivo, contendo as
palavras-chave que representem o contetdo do texto separadas por ponto, ambos acompanhados de
sua traducdo para o portugués.

Resumo: Deve ser elaborado um resumo informativo com cerca de 200 a 400 palavras, incluindo
objetivo, método, resultado, conclusdo, acompanhado de sua tradugéo para o portugués. Ambos
devem ter, no maximo, 800 palavras.

Palavras-chave: As palavras-chave e keywords ndo devem repetir palavras do titulo, devendo-se
incluir o nome cientifico das espécies estudadas. As palavras devem ser separadas por ponto e
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iniciadas com letra mailscula. Os autores devem apresentar de 3 a 6 termos, considerando que um
termo pode ser composto de duas ou mais palavras.

Agradecimentos: Agradecimentos a auxilios recebidos para a elaboracéo do trabalho deverdo ser
mencionados no final do artigo, antes das referéncias.

Notas: Notas contidas no artigo devem ser indicadas com um asterisco imediatamente depois da
frase a que diz respeito. As notas deverdo vir no rodapé da pagina correspondente.
Excepcionalmente poderdo ser adotados nimeros para as notas junto com asteriscos em uma mesma
pagina, e nesse caso as notas com asteriscos antecedem as notas com nimero, ndo importando a
ordem dessas notas no texto. Apéndices: Apéndices podem ser empregados no caso de listagens
extensivas, estatisticas e outros elementos de suporte.

Figuras e tabelas: Fotografias nitidas(preto e branco ou em cores), graficos e tabelas em preto e
branco (estritamente indispensaveis a clareza do texto) serdo aceitos, e deverdo ser assinalados, no
texto, pelo seu nimero de ordem, nos locais onde devem ser intercalados. Se as ilustracBes enviadas
ja tiverem sido publicadas, mencionar a fonte. (vide normas para elaboracdo de figuras, na préxima
sec¢do).

Os manuscritos, ainda que apresentem relevancia cientifica e estejam metodologicamente corretos,
poderdo ser recusados se ndo apresentarem a devida organizacéo e se estiverem fora das normas da
Bioscience Journal.

NORMAS PARA ELABORACAO DE FIGURAS

1. As figuras podem ser feitas em softwares de preferéncia dos autores (Excel, Sigma Plot, etc.),
devendo ser inseridas e enviadas em formato TIFF ou JPG com resolugdo minima de 300 dpi.

2. As figuras deverdo ter largura maxima de 8,0 cm ou 16,0 cm.

3. Os titulos e a escala dos eixos x e y deverdo ser em Times New Roman tamanho 11. As linhas
dos eixos e demais linhas (e.g., curvas de regressao) deverdo ter espessura de 0,3 mm. Todas as

informacdes contidas no interior da figura (e.g., equacdes, legendas) deverdo ser em Times New
Roman tamanho 10 ou no minimo 8. Sao dispensaveis as bordas, direita e superior, em graficos.

4. Todas as figuras deverdo ser inseridas convenientemente no texto logo apos a sua chamada,
consecutivamente e em nameros ardbicos. As figuras deverao ser inseridas no texto por meio do
comando “Inserir—Imagem/Figura—Arquivo”.

5. As figuras podem ser constituidas por maltiplos gréaficos, tanto na horizontal como na vertical,
respeitando a largura maxima de 16,0 cm e 8,0 cm, respectivamente. Quando se tratar de figuras
com varios graficos, os mesmos deverao ser identificados por letras (A, B, C, D) em maidsculo
entre parénteses, fonte Times New Roman tamanho 11. Trabalhos que tenham sido consultados e
mencionados no texto séo da responsabilidade do autor.

Informacéo oriunda de comunicacéo pessoal, trabalhos em andamento e os ndo-publicados néo
devem ser incluidos na lista de referéncias, mas indicados em nota de rodapé da pagina em que
forem citados.

Referéncias: NBR 6023/2002. A exatiddo e adequacéo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto sdo da responsabilidade do autor. Informagao oriunda de
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comunicagdo pessoal, trabalhos em andamento e 0s ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista
de referéncias, mas indicados em nota de rodapé da pagina onde forem citados.

As referéncias incluidas no final de cada artigo devem ser escritas em paginas separadas do texto
principal, em ordem alfabética de acordo com as normas da ABNT NBR-6023, ago. 2002. Na lista
de Referéncias, no final do artigo, todos os autores devem ser mencionados. Nao € permitido o uso
da expressao et al.

Observar os exemplos das referéncias abaixo:
Livro no todo:

GRAZIANI, Mario. Cirurgia buco-maxilo-facial. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1976.
676 p.

Capitulo de livro sem autoria propria:

PERRINS, C. M. Social systems. In: . Avian ecology. Glasgow: Blackie, 1983. cap. 2, p. 7-
32.

Capitulo de livro com autoria propria:

GETTY, R. The Gross and microscopic ocurrence and distribution of spontaneous atherosclerosis in
the arteries of swine. In: ROBERT JUNIOR.; A., ATRAUSS, R. (Ed.). Comparative
atherosclerosis. New York: Harper & Row, 1965. p. 11-20.

Monografias, Dissertacdes e Teses:

CORRALES, Edith Alba Lua Segovia. Verificacdo dos efeitos genotoxicos dos agentes
antineoplasicos citrato de tamoxifen e paclitaxel. 1997. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Bioquimica) — Curso de Pés-Graduacdo em Genética e Bioquimica, Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, 1997.

Trabalhos apresentados em eventos: Congressos, Seminarios, Reunides...

NOVIS, Jorge Augusto. Extensdo das acdes de satde na area rural. In: CONFERENCIA
NACIONAL DE SAUDE, 7., 1980, Brasilia. Anais... Brasilia: Centro de Documentag&o do
Ministério da Saude, 1980. p. 37-43.

Artigos de periodicos:

COHEN, B. I.; CONDQS, S.; DEUTSCH, A. S.; MUSIKANT, B. L. La fuerza de fractura de tres
tipos de materiales para el mufion en combinacion com tres espigas endodontiacales distintas. R.
Cent. C. Biomed. Univ. Fed. Uberlandia, Uberlandia, v. 13, n. 1, p. 69-76, dez. 1997.

Obs.: Quanto ao titulo de periddicos, deve-se adotar um Unico padrdo. Na lista de Referéncias todos
os titulos de periodicos devem vir abreviados ou todos por extenso e, em negrito.

Nota:

Quando se tratar de documento eletrnico, deve-se fazer a referéncia normal, acrescentando-se ao
final informacdes sobre a descri¢cdo do meio ou suporte.

Exemplo:
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Capitulo de livro com autoria propria disponivel em CD-ROM:

FAUSTO, A. I. da F.; CERVINI, R. (Org.). O trabalho e a rua. In: BIBLIOTECA nacional dos
direitos da crianca. Porto Alegre: Associacdo dos Juizes do Rio Grande do Sul, 1995. 1 CD-ROM.

Artigo de periddicos em meio eletrénico:

ROCHA-BARREIRA, C. A. Caracterizacdo da gonada e ciclo reprodutivo da Collisella subrugosa
(Gastropoda: Acmaeidae) no Nordeste do Brasil. Brazilian Journal of Biology, Sdo Carlos, v. 62, n.
4b, nov. 2002. Disponivel em: Acesso em: 20 abr. 2003.

Recomendacdes: Recomenda-se que se observem as normas da ABNT referentes a apresentacéo de
artigos em publicacdes periddicas (NBR 6023/2002), apresentacdo de citagdes em documentos
(NBR 10.520/2002), apresentacédo de originais (NBR 12256), norma para datar (NBR 5892),
numeracdo progressiva das se¢fes de um documento (6024/2003) e resumos (NBR 6028/2003),
bem como a norma de apresentacdo tabular do IBGE.

Transferéncia de Direitos Autorais:
Todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar a Transferéncia de Direitos Autorais:

“Declaro que, em caso de aceitacdo do artigo, a Bioscience Journal passa a ter os direitos autorais a
ele referentes, que se tornaréo propriedade exclusiva da Revista, vedado a qualquer reproducéo,
total ou parcial, em qualquer outra parte ou meio de divulgagdo, impressa ou eletrénica, sem que a
prévia e necessaria autorizacdo seja solicitada e, se obtida, farei constar o competente
agradecimento a Revista.

Assinaturas do(s) autor(es) Data __ /  /
As opinides emitidas pelos autores dos artigos séo de sua exclusiva responsabilidade.
Declaracdo de Responsabilidade:

Todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar a declaracdo de responsabilidade nos
termos abaixo:

- Certifico que participei da concepcdo do trabalho para tornar publica minha responsabilidade pelo
seu contetido, ndo omitindo quaisquer ligacdes ou acordos de financiamento entre os autores e
companhias que possam ter interesse na publicacdo deste artigo;

- Certifico que o manuscrito € original e que o trabalho, em parte ou na integra, ou qualquer outro
trabalho com conteudo substancialmente similar, de minha autoria, ndo foi enviado a outra Revista
e ndo o sera, enquanto sua publicacéo estiver sendo considerada pela Bioscience Journal, quer seja
no formato impresso ou no eletronico.

Endereco para envio de trabalhos:

http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions
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CONDICOES PARA SUBMISSAO

Como parte do processo de submisséo, os autores séo obrigados a verificar a conformidade da
submisséo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que nédo estiverem de acordo
com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. Serdo aceitos somente trabalhos redigidos em inglés.

A contribuigdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra revista; ndo
sendo o caso, justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word (2010), RTF ou
WordPerfect.

3. O texto estd em espacgo simples; usa uma fonte de 11-pontos; emprega italico ao invés
de sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em
seu final.

4. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo (word ) e da opcao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista. O texto cumpre
com as normas de formatagdo da revista citados em “Diretrizes para os autores” na se¢ao
“Sobre”.

5. No momento da submisséo on line, o autor principal devera enviar um oficio assinado por
todos os autores, solicitando a submissdo do artigo e a sua possivel publicacéo,
exclusivamente nesta revista. O oficio devera ser digitalizado e transferido em "documentos
suplementares".

6. Todos os enderecos "URL" no texto (ex.: http://pkp.ubc.ca) estéo ativos.

7. O artigo estd sendo submetido corretamente na secao correspondente, de acordo com a sua
area.

8. Os manuscritos mesmo apresentando relevancia cientifica e estando metodologicamente
corretos poderao ser recusados se apresentados de forma desorganizada e fora das normas da
Bioscience Journal. Manuscritos bem escritos e apresentados de acordo com as normas sao
revisados com maior rapidez e, também, exigindo menor esforgo dos revisores.

9. Sera cobrada taxa de publicagdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina
publicada, dos trabalhos aprovados, para autores nacionais € $ 30 (trinta d6lares ou 30
euros) para autores estrangeiros(A forma de pagamento sera informada posteriormente).

10. Todos os itens acima sao requisitos basicos para a submisséo de um artigo e, caso nao
estejam de acordo com as normas da revista, ou 0s metadados ndo estejam preenchidos
corretamente, o referido artigo NAO SERA considerado para avaliac&o.

DECLARACAO DE DIREITO AUTORAL

Os direitos autorais para artigos publicados nesta revista sdo do autor, com direitos de primeira
publicacdo para a revista. Em virtude de aparecerem nesta revista de acesso publico, 0s artigos sao
de uso gratuito, com atribui¢des proprias, em aplica¢fes educacionais e ndo-comerciais.
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POLITICA DE PRIVACIDADE

Os nomes e enderecos de email neste site serdo usados exclusivamente para os propdésitos da
revista, ndo estando disponiveis para outros fins.

TAXAS PARA AUTORES
Este periddico cobra as seguintes taxas aos autores.

Taxa para publicagéo: 40,00 (BRL)

Seré cobrada taxa de publicacdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina publicada, dos
trabalhos aprovados, para autores nacionais e $ 40 (40 dolares ou 40 euros) para autores
estrangeiros. (A forma de pagamento serd informada posteriormente).



