UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA FACULDADE
DE MEDICINA VETERINARIA

GUILHERME GONCALVES DE FARIA

PERFIL MICROBIOLOGICO E CITOLOGICO DO AMBIENTE UTERINO E
VAGINAL DE CADELAS EM DIFERENTES FASES DO CICLO ESTRAL

Uberlandia
2025



GUILHERME GONCALVES DE FARIA

PERFIL MICROBIOLOGICO E CITOLOGICO DO AMBIENTE UTERINO E
VAGINAL DE CADELAS EM DIFERENTES FASES DO CICLO ESTRAL

Trabalho de Conclusdo de Curso a Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia, como requisito parcial para aprovagao na
disciplina Trabalho de Conclusao de Curso II.

Area de concentragio: Cirurgia e Obstetricia Veterinaria
Orientadora: Profa. Dra. Aracelle Alves de Avila
Fagundes

Uberlandia

2025



GUILHERME GONCALVES DE FARIA

PERFIL MICROBIOLOGICO E CITOLOGICO DO AMBIENTE UTERINO E
VAGINAL DE CADELAS EM DIFERENTES FASES DO CICLO ESTRAL

Trabalho de Conclusdo de Curso a Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia, como requisito parcial para aprovagao na
disciplina Trabalho de Conclusao de Curso II.

Area de concentragdo: Cirurgia e Obstetricia Veterinaria
Orientadora: Profa. Dra. Aracelle Alves de Avila
Fagundes

Uberlandia, 15 de setembro de 2025. Banca Examinadora:

Aracelle Alves de Avila Fagundes — Pos-doutorado (FMVZ - UFU)

Belchiolina Beatriz Fonseca — Doutorado (FMVZ - UFU)

Elisa Sant Anna Monteiro da Silva — Doutorado (FMVZ - UFU)



RESUMO

O ciclo estral das fémeas caninas desencadeia uma série de alteragdes hormonais,
comportamentais e modificagdes no trato reprodutivo. Durante a transi¢do do proestro para o
estro, ocorre a abertura e o relaxamento da cérvix, facilitando a migragdo de
microorganismos da vagina para o utero. Dependendo do estado imunolégico do animal,
esses microorganismos podem desencadear doencas tais como a piometra. O objetivo deste
estudo foi avaliar o ambiente uterino e vaginal de cadelas higidas por meio da andlise das
seguintes avaliacdes: avaliagdo macroscopica do utero, da citologia vaginal, citologia
endometrial, microbiologia do lumen uterino e vaginal. Foram utilizadas 10 cadelas higidas,
de diferentes racas, em diferentes fases do ciclo estral, submetidas a
ovariossalpingohisterectomia (OSH) eletiva provenientes do Projeto de Castracdo e do
atendimento do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). A
determinagdo da fase do ciclo estral foi realizada por meio de citologia vaginal. A avaliacao
da citologia endometrial foi realizada por meio de coleta do material utilizando escova do tipo
cytobrush, posteriormente imersa em solucdo fisioldgica sendo o conteudo levado para
cultura em meios agar sangue, agar MacConkey, agar MRS e Caldo BHI. Na analise
macroscopica dos uteros ndo foram identificadas alteragdes significativas. Por meio da
citologia vaginal foi identificado que 40% dos animais se encontravam em fase ndo folicular
e os outros 60% estavam em fase folicular J4 com a citologia endometrial ndo foram
identificadas diferencas na média de cé€lulas inflamatdrias encontradas entre as fases do ciclo
estral. Nas culturas bacterianas ndo foram encontrados microorganismos no lumen uterino,
enquanto no canal vaginal foram identificadas diversas bactérias. Dessa forma, ndo foi
encontrado bactérias no limen do utero das cadelas do presente estudo, sendo encontrados
agentes apenas no canal vaginal, ndo sendo identificada influéncia das fases do ciclo estral

nos achados encontrados no estudo.

Palavras-chave: imunidade uterina, microbiota, caninos.



ABSTRACT

The estrous cycle of female dogs triggers a series of hormonal and behavioral changes, as
well as modifications to the reproductive tract. During the transition from proestrus to estrus,
the cervix opens and relaxes, facilitating the migration of microorganisms from the vagina to
the uterus. Depending on the animal's immune status, these microorganisms can trigger
diseases such as pyometra. The objective of this study was to evaluate the uterine and vaginal
environment of healthy female dogs through the following evaluations: macroscopic
evaluation of the uterus, vaginal cytology, endometrial cytology, and microbiology of the
uterine and vaginal lumens. Ten healthy female dogs of different breeds, in different phases of
the estrous cycle, underwent elective ovariohysterectomy (OSH) from the Spaying Project
and the Veterinary Hospital of the Federal University of Uberlandia (UFU) were used. The
estrous cycle phase was determined using vaginal cytology. Endometrial cytology was
performed by collecting material using a cytobrush, which was subsequently immersed in
saline solution and then cultured in blood agar, MacConkey agar, MRS agar, and BHI broth.
Macroscopic analysis of the uteri revealed no significant changes. Vaginal cytology revealed
that 40% of the animals were in the non-follicular phase, while the remaining 60% were in the
follicular phase. Endometrial cytology revealed no differences in the mean number of
inflammatory cells between the phases of the estrous cycle. Bacterial cultures revealed no
microorganisms in the uterine lumen, while several bacteria were identified in the vaginal
canal. Therefore, no bacteria were found in the uterine lumen of the bitches in this study, with
pathogens found only in the vaginal canal, with no influence of the estrous cycle phases being
identified in the findings found in the study.

Keywords: uterine immunity, microbiota, canine.
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1. INTRODUCAO
O sistema reprodutivo feminino apresenta mecanismos imunoldgicos para protegé-lo

contra patdgenos invasores. A resposta imunologica do utero ¢ fornecida por células imunes do
endométrio e por células endometriais do estroma e epitélio (Sheldon et al., 2009).0 sistema
de defesa uterina deve ser bem especifico, pois a0 mesmo tempo em que responde a estimulos
patogénicos deve propiciar ambiente adequado a reproducao (Bartoskova et al., 2012;
Chapwanya et al., 2013). Os hormoénios sexuais modificam o microambiente uterino por
promover o influxo e a localizagdo de células de defesa no endométrio (Chotimanukul;
Sirivaidyapong, 2011).A presenca da imunidade uterina local e seu mecanismo de resposta,
desempenham um papel importante no desenvolvimento da piometra. As doengas do sistema
reprodutor de cdes sdo frequentes na rotina de clinicas e hospitais veterinarios. As patologias
que acometem o sistema reprodutor das cadelas podem apresentar diferentes graus de
morbidade e mortalidade e sdo influenciadas conforme o historico reprodutivo, tratamentos
farmacologicos e condigdes ambientais (Goldoni, 2017).

Pouco se conhece sobre as células imunes no utero canino, diferentemente das outras
espécies como bovinos, suinos e equinos (Bartoskova et al., 2012). O estudo realizado por Watts,
Wrigth e Lee (1998) em caes trouxe uma visao geral sobre as variagdes na citologia endometrial
de cadelas com tuteros normais durante as fases do ciclo estral, enquanto Groppetti et al. (2010)
abordaram em condigdes patologicas, como a piometra. Esta € dentre as patologias reprodutivas
das fémeas a mais comum e se desenvolve devido a alteragdes hormonais e frequentemente ¢é
associada a infec¢des bacterianas (Silva et al., 2013).0 estudo do ambiente uterino tem sido
realizado por meio de diferentes técnicas, buscando identificar, quantificar e qualificar a
celularidade normal e patoldgica do endométrio para melhor compreensdao dos mecanismos de
defesa do sistema reprodutivo.

Ha na literatura relatos de que a vagina abriga uma microbiota bacteriana, e existem
divergéncias quanto a populagdo bacteriana uterina, alguns autores afirma que o utero ¢ estéril,
no entanto esse conhecimento vem sendo dismistificado e contrariado com novos estudos
(Holyoak et al., 2019).

Diante desse contexto, torna-se essencial a caracterizagdo dos microrganismos presentes na
vagina e no utero das cadelas, uma vez que o equilibrio da microbiota reprodutiva pode atuar
tanto como fator protetor quanto predisponente a processos infecciosos. A identificacdo dos
patdgenos nesses compartimentos ndo apenas contribui para o esclarecimento da fisiologia local

e das interagdes com a imunidade uterina, mas também permite compreender
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com maior profundidade a origem e o desenvolvimento das principais afecgdes reprodutivas,

como a piometra e outras infec¢des ascendentes. Dessa forma, o estudo da microbiota genital
canina representa uma ferramenta fundamental para a prevencdo, diagnoéstico e manejo

adequado das patologias que comprometem a satide reprodutiva das fémeas.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

O objetivo geral deste estudo foi estudar a microbiota e a citologia do ambiente uterino e

vaginal de cadelas higidas e correlacionar com as fases do ciclo estral.

2.2. ESPECIFICOS
e Avaliar se ha correlagdo do ciclo estral na interpretacao da citologia endometrial;
e Identificar bactérias presentes no Utero e vagina por meio de crescimento em agar
Sangue, agar MacConkey, 4gar MRS e Caldo BHI;
e Relacionar resultados da microbiologia do lumen uterino e vaginal com citologia
endometrial, e resultados dos diferentes meios de cultura com as fases do ciclo estral

reveladas pela citologia vaginal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia reprodutiva das cadelas

As fémeas quando entram em seus ciclos reprodutivos, precisam passar por um
estagio conhecido como Puberdade, uma palavra empregada para descrever o comego da
capacidade reprodutiva, especificamente o momento da primeira ovulagdo. Esse momento
comeca por volta de 6 a 12 meses nas cadelas (Cunningham, 2004).

A regulacdo do ciclo estral acontece por mecanismos endocrinos € neuroenddcrinos
que sdo os hormonios hipotalamicos, as gonadotrofinas produzidas pela adenohipofise e os
esteroides secretados pelos ovarios. A secre¢ao das gonadotrofinas durante o ciclo estral exige
um controle delicado na estabilidade entre as complexas interagdes hormonais. Nucleos
hipotalamicos secretam o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), por meio de um
sistema circulatorio especial, chamado sistema porta hipotalamico-hipofisario, estimulam a
adeno-hipofise a secretar o hormonio luteinizante (LH) e o hormonio foliculo-estimulante
(FSH), que na corrente circulatoria chega até os ovarios estimulando o crescimento folicular e
consequentemente iniciando a producdo de estrogeno, j& o LH estimula a luteiniza¢do do
foliculo e em seguida a sua ovugdo, ovécitos ndo fecundados vao formar corpos luteos que
vao iniciar a sintese de progesterona. Estes dois ultimos desempenham acdes, através de
mecanismos de feedback positivo ou negativo, diretamente na hipofise ou no hipotalamo,
tornando possivel a continuidade dos eventos ciclicos que caracterizam o ciclo estral
(Mc’donald, 1989).

Na cadela, o ciclo estral ¢ segmentado em quatro estagios, os quais sdo discernidos por
alteragdes comportamentais e hormonais, sendo estes: Proestro, Estro, Diestro e Anestro. Além
disso, com base na funcao ovariana pode ser separado em: fase folicular, fase da luteinizagao
pré-ovulatéria e ovulagdo, fase luteinica e anestro (Schaefers-Okkens, 2004).

Ao longo de todo o ciclo estral, cada fase ¢ caracterizada por diferentes
concentracdes e fungdes hormonais. Durante todo o anestro, ocorrem picos esporadicos de
secrecdo do hormoénio luteinizante (LH) e variagdes na secrecdo do hormoénio foliculo-
estimulante (FSH) liberados pela hipofise, frequentemente semelhantes em relevancia ao pico
periovulatorio. Desde o comego do anestro, hd& um aumento na secre¢ao de FSH, nao
acompanhado pela secre¢do de LH, até o fim do anestro. O LH transcorre com uma gradacao
na frequéncia e amplitude de seus pulsos. As mudancas na pulsatividade de FSH e LH esta
relacionado com o final do anestro, bem como da maior probabilidade de resposta ovariana as
gonadotrofinas (Reece, 1996).

A despeito das causas iniciantes, durante o proestro os foliculos ovarianos se desenvolvem,
amadurecem e liberam 17-B-estradiol. A reducdo na concentragdo sérica de estradiol e o

aumento na concentragdo de progesterona no término do proestro sdo encarregados pelo
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comeg¢o da mudanga comportamental relacionada ao inicio do estro e pela indugdo do pico pré-

ovulatorio na secrecdo de FSH e LH. O LH e a prolactina hipofisarios controla a secrecao de
progesterona pelo corpo luteo. Apds o pico de LH e a ovulagdo, eleva aceleradamente a

concentracdo sérica de progesterona no decorrer das duas primeiras semanas (Johnson, 2006).

3.1 O Ciclo Estral nas Cadelas

3.1.1 Proestro

A durabilidade do proestro ¢ em torno de 9 dias, podendo variar entre 3 a 17 dias. Ao
longo desse tempo, a fémea manifesta a vulva edemaciada e hipertrofiada, a cérvice dilatada, o
endométrio espessado, acréscimo na atividade glandular e um escoamento vaginal hemorragica,
provocada pela diapedese eritrocitaria por meio do endométrio e ruptura capilar subepitelial.
De acordo com seu comportamento a fémea demonstra atragdo pelo macho, porém sem permitir

a copula (Feldman; Nelson, 1996).

3.1.2 Estro

O estro € o periodo de cruzamento, sua duragdo ¢ de 9 dias, com oscilagdo de 3 a 21
dias. Ao longo do estro, a vulva vai diminuindo e fica macia. O corrimento vaginal reduz,
porém, na maioria das vezes continua podendo permanecer serosanguinolento ou adquirir
coloracdo amarelo-palha (Schaefers-Okkens, 2004).

Quando a concentragdo de estrégeno circulante reduz e a progesterona sérica aumenta,
a fémea comeca a apresentar os sinais do estro. Isso ocorre devido a luteinizagdo das células da
granulosa dos foliculos maduros, que comecam a secretar progesterona, acompanhando no
sangue o aumento da sua concentragdo. Quanto ao comportamento da cadela em relagdo ao
macho, ela leva a regido posterior em dire¢do ao animal, abaixa o dorso e eleva a regido pélvica,
exibindo a regido perineal e ondulando a cauda para um dos lados (Oliveira; Marques; Neves,

2003).

3.1.3 Diestro
O diestro ¢ determinado como espago de tempo entre o fim do estro até 0 momento em
que a progesterona ¢ secretada pelo corpo luteo. Geralmente, o periodo médio leva de 56 a 58

dias. Durante esse periodo, a vulva involui e retornando ao seu tamanho de origem.

(Musolino; Ghirelli; Moreno, 2000).

3.1.4 Anestro

O anestro ¢ a fase de involugao e reparo uterino, que acontece do termino da fase lutea
até o comeco da fase folicular subsequente. Clinicamente, nao existem modificacdes distintas
que diferenciam o final do diestro e o comec¢o do anestro em fémeas que ndo emprenharam. O
anestro em fémeas prenhes dura em torno de 4,5 meses, iniciando-se apds o parto e se

estendendo até perto do proestro (Rodrigues; Rodrigues, 2002).
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pré-ovulatorio na secre¢do de FSH e LH. O LH e a prolactina hipofisarios controla a secre¢ao
de progesterona pelo corpo luteo. Apds o pico de LH e a ovulagdo, eleva aceleradamente a

concentracao sérica de progesterona no decorrer das duas primeiras semanas (Johnson, 2006).
3.2 Microbiologia do titero

3.2.1 Microbiota Habitual

A presenca de uma microbiota bacteriana habitante no ttero ainda permanece ainda
em discussdo entre pesquisadores, ndo sendo encontado um consenso sobre a caracterizagao da
populagdo do ambiente uterino.(Lyman et al., 2019). Estudos ndo apresentam consenso quanto
a sua ocorréncia, frequéncia e estagios do ciclo reprodutivo mais propensos a presenga de
bactérias. E reconhecido que a fase do ciclo estral ¢ a permeabilidade cervical desempenham
um papel importante no desenvolvimento dessas bactérias no utero de cadelas clinicamente
saudaveis (Maksimovic et al., 2012).

As primeiras pesquisas realizadas para isolar e identificar bactérias presentes no utero
de cadelas sem uteropatias foi conduzida por Olson ¢ Mather em 1978. Esses autores
propuseram que o utero de cadelas higidas geralmente ndo contém bactérias aerdbicas. No
entanto, estudos realizados por Schultheiss et al., 1999 e por Maksimovic et al., 2012,
chegaram a conclusdo de que bactérias podem ser isoladas no 6rgdo durante todas as fases do
ciclo estral, tornando-se mais prevalentes durante o diestro, e que essas bactérias nao
correspondem a microbiota vaginal habitual.

No estudo conduzido por Baba, Furkata e Arakawa (1983), ao analisarem 78 amostras
do ttero, descobriram que 48 delas exibiam isolamento de microorganismos, incluindo
estafilococos e micoplasma. Ademais, notaram caracteristicas em comum entre as microbiotas
do ttero e da vagina, ja que algumas amostras continham um unico isolado identificado, o qual
raramente resultava em infec¢des uterinas.

Watts, Wright e Whithear (1986) propuseram que o utero abriga uma populacio
bacteriana durante os periodos de proestro e estro. Isso se deve ao fato de que a maioria das

bactérias foi isolada nesta fase, e elas sd3o parecidas as encontradas na vagina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais
Para este estudo foram selecionadas 10 cadelas (Canis familiaris - Linnaeus 1758)
higidas, de diferentes ragas; submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva. Os
animais utilizados foram provenientes do Projeto de Castragdo aprovado por meio de processo
n. 23117.009741/2023-49 (UFU) submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.2. Analise macroscopica dos cornos uterinos

A analise macroscopica dos cornos uterinos provenientes das fémeas higidas foi
realizada imediatamente apods ovariosalpingohisterectomia (OSH), sendo realizada tanto
externamente quanto internamente apds seccao longitudinal dos cornos até o lumen uterino,
sendo observadas macroscopicamente quanto a presenga de alteracdes inflamatorias (hiperemia,

exudato purulento, espessamento de parede) e presencga de cistos na superficie endometrial.

4.3. Citologia vaginal

As amostras de material vaginal foram obtidas utilizando-se swab estéril quando o
animal se encontrava em plano anestésico em decubito lateral ou com o animal acordado em
estacdo, sendo o swab introduzido pela comissura dorsal da vagina em um angulo de
45°(Figura 01); sendo o swab rotacionado objetivando atingir as paredes laterais da vagina,
como em técnica relatada por (Costa et al., 2025). Em seguida, se realizou o processo de
fixagcdo (imprint) por meio do rolamento do swab com células do epitélio vaginal presente
em ldmina de vidro, sendo posteriormente coradas com panétipo rapido, seguindo as
recomendacdes de Grandi & Vannucchi (2014). Apds este procedimento as ldminas foram
lavadas pequeno sob jato de dgua corrente, e submetidas ao processo de secagem em posicao
vertical em temperatura ambiente. O material foi examinado em microscopio Optico (40x)
para identificagdo de células parabasais, basais, intermedidrias e superficiais (anucleadas ou
nucleadas), para a identificagdo da fase do ciclo estral de acordo com Post (1985). Para maior
acuracia os resultados foram agrupados em fase folicular (animais em proestro ou estro com
maioria de células superficiais), e fase ndo folicular (animais em diestro ou anestro, com

maioria de células basais e parabasais).
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Figura 01 — A. Coleta de amostra para a realizacdo do exame de citologia vaginal. B. Preparo da

lamina com distribui¢do do material coletado por meio do rolamento do swab.

Fonte: Autoral A Fonte: Autoral

4.4. Citologia endometrial

O estudo citolégico para avaliacdo da citologia endometrial foi realizado nos cornos
uterinos por meio de swab estéril rolado sob leve pressdo sobre a superficie endometrial (Figura
02), e em seguida rolado sobre duas laminas de vidro por animal. As laminas foram coradas
utilizando coloragdo do tipo pandtico de acordo com Silva et al. (2015). A leitura das 1aminas
foi realizada em microscopio Optico de luz, com magnificagdo de 40 vezes. Cada leitura
compreendeu por contagens de 100 células (incluindo células superficiais endometriais e
neutrdfilos) conforme Krimer e Miller (2021). Apds as aferigdes foi determinado os valores

de cada tipo de célula analisada.

Figura 02 — A. Coleta de amostra para a realizagdo do exame de citologia endometrial. B. Preparo da lamina

com distribui¢do do material coletado por meio do rolamento do swab.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral
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4.5. Citologia em meio liquido do endometrio e Cultura microbiolégica
Para a analise da microbiologia endometrial foram coletadas amostras dos cornos
uterinos por meio da rolagem de escova ginecologica do tipo “cytobrush” no endométrio
(Figura 3). Em seguida a escova foi mergulhada no interior de uma seringa de 3 mL contendo 2
mL de solugdo fisioldgica 0,9% em temperatura ambiente (Figura 4), sendo o contetido levado
ao laboratério de Doengas Infectocontagiosas UFU, acondicionado em caixa térmica com gelo

em temperatura de 4 °C, para cultura microbioldgica.

Ato continuo, a amostra foi dividida nos meio de agar sangue, 4gar MacKonkey, agar
MRS (de Man Rogosa & Sharpe), e caldo BHI (Brain Heart Infusion), para a verificagdo de
crescimento bacteriano nos seus devidos intervalos de tempo de acordo com cada meio (Vinhas,
2019). Nos casos em que ndo teve crescimento bacteriano em nenhum tipo de agar, mas que
teve o turvamento do caldo BHI, foi feito um repique da amostra do caldo BHI nos agares para

posterior analise do crescimento de colonias bacterianas .

Figura 03 — A. Imagem da inciso longitudinal do corno uterino alcangano o lumen utilizando 1dmina de bisturi.

B. Coleta de material do lumen uterino utilizando escova do tipo cytobrush.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral
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Figura 04 — A. Imagem da lavagem da escova cytobrush em seringa contendo solugéo fisiologica. B. Imagem da

seringa contendo amostra da citologia em meio liquido do endometrio para analise de cultura microbioldgica.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral

4.6. Citologia em meio liquido do canal vaginal e Cultura microbiolégica

Para a analise da microbiologia vaginal foram colhidas amostras do canal vaginal por
meio da rolagem de escova ginecologica cytobrush na mucosa da parede do lumen vaginal
(Figura 5 - A).

Em seguida a escova foi mergulhada no interior de uma seringa de 3 mL contendo 2 mL
de solugdo fisiologica 0,9% (Figura 5 - B), sendo o conteudo levado ao laboratorio de Doengas
Infectocontagiosas UFU, acondicionada em caixa térmica com gelo em temperatura de 4 °C,
para cultura microbiologica.

Ato continuo, a amostra foi dividida nos meio de agar sangue, agar MacKonkey, agar
MRS (de Man Rogosa & Sharpe), e caldo BHI (Brain Heart Infusion), para a verificagdo de
crescimento bacteriano nos seus devidos intervalos de tempo de acordo com cada meio (Vinhas,
2019).

Nos casos de auséncia de crescimento bacteriano em todos os tipos de agares, mas
com presenga de turvamento do caldo BHI, foi feito uma nova semeadura da amostra do caldo
BHI nos agares (Sangue, MRS, MacKonkey) para posteriormente verificagdo da ocorréncia e
identificacdo; ou ausencia do crescimento de colonias bacterianas submetidas em condig¢des de

aerobiose e microaerofilia.
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Figura 05 — A. Imagem da introdug&o de escova do tipo cytobrush no canal vaginal. B. Imagem
da seringa contendo amostra da citologia em meio liquido do canal vaginal para analise de
cultura microbioldgica.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral
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5. ANALISE ESTATISTICA

As analises dos dados obtidos neste estudo foram avaliadas na forma qualitativa, e
de acordo com a identificagdo da microbiota uterina e vaginal das cadelas com o objetivo de
identificar a diversidade de microrganismos presentes e avaliar possiveis padrdes associados
ao estado fisiologico do trato reprodutivo. A descri¢do dos resultados foi conduzida de
forma comparativa, considerando a frequéncia relativa de ocorréncia e a relevancia clinica
das espécies detectadas, possibilitando uma interpretagdo do equilibrio entre microbiota
residente e oportunista no ambiente vaginal.

A anélise do numero de leucocitos na citologia foi realizada por meio do teste ¢,
adotando-se nivel de significancia de p < 0,05, utilizando o software GraphPad Prism versao
10.5.0. Os resultados indicaram auséncia de diferenca significativa entre o nimero de

leucocitos em cadelas nas fases foliculares e ndo foliculares (p = 0,89).
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6. RESULTADOS

6.1. Avaliacio macroscopica dos cornos uterinos

De acordo com a andlise macroscopica dos cornos uterinos coletados, nao foi
encontrada nenhuma alteracao, também nao foi verificada a presenca de alteragdes inflamatorias
tais como: hiperemia, exudato purulento, espessamento de parede e presenca de cistos na superficie
endometrial.

Figura06— A .Imagem dos comosuterinos e corpo do ttero apos remogéo por OSH. B. Imagem da sec¢@o do corno uterino
mostrando o seu interior revelando a auséncia de alteragdes macroscopicas..

Fonte: Autoral

6.2. Citologia Vaginal

A analise de citologia vaginal revelou que 60% dos animais se encontravam em
proestro ou estro (fase folicular), com a maioria das células presentes na lamina do tipo
superficiais (Figura 07 - A); e 40% estavam em diestro ou anestro com a maioria das células

presentes na lamina do tipo parabasais e basais (fase ndo folicular) (Figura 07- B).
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Figura 07 — A. Imagem da citologia vaginal de animal em fase folicular com predominancia de células
superficiais (ntcleo pequeno e picndtico, pode estar presente ou ndo, citoplasma abundante e bordas
irregulares, seta preta). B. Imagem da citologia vaginal de animal em fase ndo folicular com
predominantemente, células basais (intensamente basofilicas, seta preta), células parabasais,
neutrofilos (seta vermelha) e, em menor quantidade, células intermedidrias. Coloragdo Pandtico
rapido® e aumento de 40x.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral

6.3. Citologia Endometrial

Para o estudo da citologia endometrial, foi realizada a contagem de 100 células por
lamina, sendo contadas além das células endometriais, células inflamatérias (Figura 08). Foram
encontrados neutrofilos, eosindfilos e mondcitos durante a andlise. Nas cadelas que se
encontravam na fase folicular, foi observado 2,6% de leucécitos em 100 células, ja nas cadelas
que se encontravam na fase nao folicular foi verificado 2,5% de leucocitos em 100 células. Os

resultados encontrados estdo descritos nas tabelas 01 e 02.
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Figura 08 — Imagem da citologia endometrial. A. Células do epitélio endometrial (seta). B. Células do epitélio
endometrial (seta vermelha) e neutrdfilos (seta preta). Coloragéo Panoético rapido® e aumento de 10x.
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Fonte: Autoral Fonte: Autoral

Tabela 01 — Resultados da analise de citologia endometrial dos animais em fase néo folicular do
ciclo estral.

Diestro/anestro (40% dos animais)
Animal 01 5 leucdcitos
Animal 02 3 leucocitos
Animal 05 0 leucocitos
Animal 08 2 leucocitos
Média: 2,5% de celulas inflamatorias

Fonte: Autoral

Tabela 02 — Resultados da analise de citologia endometrial dos animais em fase folicular do ciclo

estral.

Estro (60% dos animais)
Animal 03 5 leucocitos
Animal 04 1 leucocito
Animal 06 2 leucocitos
Animal 07 1 leucécito
Animal 09 4 leucocitos
Animal 10 3 leucocitos

Média: 2,6% de células inflamatorias

Fonte: Autoral

6.4. Resultado da cultura microbiolégica da citologia em meio liquido do endometrio
De acordo com os resultados obtidos da cultura dos lavados uterinos, verificou-se que
ndo houve crescimento bacteriano em nenhuma amostra, em nenhum dos meios utilizados

tanto em condi¢do de aerobiose quanto em microaerofilia.

6.5. Resultado da cultura microbiolégica da citologia em meio liquido do canal vaginal
Por meio do lavado vaginal foi possivel realizar a anélise da cultura microbiologica

bem como o isolamento bacteriano nos meios de cultura, tanto em condi¢des de aerobiose,
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quanto na microaerofilia (Figuras 9 e 10). Foram identificadas algumas bactérias sendo que a

Staphylococcus pseudintermedius foi encontrada com maior recorréncia tanto em aerobiose
quanto em microaerofilia. Sob a condi¢do de aerobiose foi isolado um unico microorganismo
que ndo foi encontrado na microaerofilia, sendo a Buchananella hordeovulneris (destacado em
negrito), ja na microaerofilia foram isoladas duas bactérias que ndo foram encontrados na
aerobiose, sendo a Staphylococcus chromogenes e a Staphylococcus schleiferi (destacados em

negrito). Os resultados encontrados estido descritos na tabela 03.

Figura 09 — A. Imagem de uma placa com meio agar sangue, com o crescimento de colonias de bactérias (manchas
brancas, seta branca). B. Imagem do crescimento bacteriano (manchas branchas apds repique, seta branca) em
placa com meio agar sangue.

Fonte: Autoral Fonte: Autoral

Figura 10: Imagem de uma placa com meio MRS, com o crescimento de colonias de bactérias (pontos brancos, seta
preta).

Fonte: Autofal )
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Tabela 03 — Bactérias identificadas e sua frequéncia apés cultura da citologia em meio liquido do
canal vaginal submetido em agar sangue, MRS em condi¢oes de aerobiose e microaerofilia.

AEROBIOSE MICROAEROFILIA
A. Sangue A. MRS A.Sangue | A. MRS
BACTERIAS
Staphylococcus 3 1 Staphylococcus 4 2
pseudintermedius pseudintermedius
Streptococcus canis 2 1 Streptococcus canis 1 1
Schaalia canis 2 Citrobacter koseri 1
Citrobacter koseri | Malassezia 1
pachydermatis
Staphylococcus cohnii 1 Corynebacterium sp 1
Streptococcus 1 Frederiksenia canicola 1
lutetiensis
Malassezia 1 Staphylococcus 1
pachydermatis chromogenes
Corynebacterium sp 1 Staphylococcus 1
schleiferi
Frederiksenia canicola | 1 1
Buchananella 1
hordeovulneris

Fonte: Autoral

Agrupando as cadelas que estavam na fase nao folicular, sendo diestro e anestro, foi
possivel indentificar quais bactérias foram isoladas nos meios agar Sangue e MRS em
aerobioese e microaerofilia. Encontramos uma série de microorganismos em comum tanto na
aerobiose quanto na microaerofilia. Na aerobiose foi encontrada uma bactéria que ndo foi
identificado na microaerofilia que foi a Staphylococcus cohnii (destacado em negrito), ja na
microaerofilia foi identificado dois microorganismosque nao foram isolados na aerobiose que
foram a Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus schleiferi (destacado em negrito). Das
bactérias encontradas, a Staphylococcus pseudintermedius foi a encontrada com maior
recorrencia, tanto em aerobiose, quanto em microaerofilia. Os resultados encontrados estdo

descritos na tabela 04.

Tabela 04 — Bactérias identificadas e sua frequéncia apés cultura da citologia em meio liquido do
canal vaginal de cadelas em fase nio folicular; submetido em agar sangue, MRS em condi¢oes de
aerobiose e microaerofilia.

AEROBIOSE MICROAEROFILIA
Agar Agar Agar Agar
Sangue MRS Sangue MRS
BACTERIAS
Staphylococcus 2 Staphylococcus 3

pseudintermedius

pseudintermedius

Streptococcus canis

Streptococcus canis

Citrobacter koseri

Citrobacter koseri

Corynebacterium 1 Corynebacterium sp 1
sp
Staphylococcus 1 Staphylococcus 1
cohnii chromogenes

Staphyloccocus schleiferi

Fonte: Autoral
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Agrupando as cadelas que estavam na fase folicular, foi possivel indentificar quais
bactérias foram isoladas nos meios agar em aerobioese e microaerofilia. Encontramos uma série
de bactérias em comum tanto na aerobiose quanto na microaerofilia. Foi possivel identificar
na aerobiose trés que nao foram identificados na microaerofilia, sendo, Streptococcus canis,
Streptococcus lutetiensis € Buchananella hordeovulneris. Na fase folicular em aerobiose a
bactéria mais recorrente foi a Schaalia canis e na microaerofilia a bactéria mais recorrente foi a

Staphylococcus pseudintermedius. Os resultados estdo descritos na tabela 05.

Tabela 05 — Bactérias identificadas e sua frequéncia apos cultura da citologia em meio liquido
do canal vaginal de cadelas em fase folicular; submetido em agar sangue, MRS em condicdes de
aerobiose e microaerofilia.

AEROBIOSE MICROAEROFILIA
(FOLICULAR) (FOLICULAR)
Agar Agar Agar Agar
Sangue MRS Sangue MRS
BACTERIAS
Staphylococcus 1 Staphylococcus 1 2
pseudintermedius pseudintermedius
Schaalia canis 2 Schaalia canis 1
Frederiksenia canicola 1 Frederiksenia canicola 1
Malassezia pachydermatis 1 Malassezia 1
pachydermatis
Streptococcus canis 1
Streptococcus lutetiensis 1
Buchananella 1
hordeovulneris

Fonte: Autoral
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7. DISCUSSAO

A andlise macroscépica dos uteros nao revelou nenhuma alteragdo, nao apresentando
hiperemia, presen¢a de muco, espessamento da parede uterina ou cistos endometriais. Acredita-
se que essa auséncia de alteragdes, seja devido ao fato de todos os animais incluidos no estudo
estarem higidos e sem nenhuma comorbidade. Além disso, a fase do ciclo estral parece ndo ter
influenciado para a manifestacdo destas alteragdes, uma vez que foi possivel identificar que
40% dos animais se encontravam em fase nado folicular, e o restante dos animais estavam em
fase folicular. Portanto, as alteracdes hormonais parecem ndo influenciar nos aspectos
macroscopicos do utero. Entretanto de acordo com Nogueira et al., (2016), durante o estro os
altos niveis de estrogeno podem acarretar o aumento da vascularizagdo uterina e
consequentemente hiperemia, fato este que nao foi verificado nos animais do estudo
provavelmente pelo utero ndo ter sofrido alteragdes o suficiente que fossem notaveis até o
momento em que foi coletado.

A cultura microbioldgica do esfregago uterino nao revelou crescimento bacteriano
em todas as amostras. O cuidado na utilizagdo de material asséptico provavelmente impediu a
contaminagao secundaria, favorecedo que nao fosse encontrado bactérias no ambiente uterino
das cadelas selecionadas no presente estudo.

De acordo com Watts et al. (1996) bactérias sdo frequentemente encontradas no utero
de cadelas, principalmente nas fases de proestro e estro que transformam o utero em um
ambiente irrigado e associada a abertura da cérvix torna o ambiente propicio para crescimento
bacteriano (Schultheiss et al., 1999). Segundo Bukowska et al., (2020), descreveu que 51,1%
das culturas de microbiologia uterina realizadas ndo apresentaram crescimento bacteriano,
sendo em sua maior parte de cadelas em anestro, ja nas cadelas em proestro e estro foram
encontrados alguns microoganismos, como, Streptococcus spp., Staphylococcus spp.,
Micrococcus spp. € Bacillus spp.

Diante do estudo de Mogheiseh et al., (2020), foi relatado que 19 amostras do limen
uterino foram coletadas e submetidas a cultura em meios de cultura tradicionais, no entanto
apenas 7 delas tiveram crescimento bacteriano, logo apenas 36,8% de crescimento bacteriano
no endométrio, associada também com resultados da citologia endometrial que foi negativa
para a presenca de neutrofilos. Ao analisar os dados encontrados na literatura, fica evidente que
ndo ha consenso entre os resultados obtidos sobre a microbiota uterina. Porém ¢ notével que
estudos mais antigos relatam que o ambiente uterino possui uma grande e diversa microbiota
bacteriana residente, o que diverge de hipdteses de estudos atuais que passaram a encontrar
menores populacdes bacterianas no interior do utero, uma hipdtese seria a ocorréncia de falhas
na técnica de preparagdo das culturas apresentadas pelos estudos. De acordo com Watts et al.,
(1996), foram realizadas canulagdes transcervicais para obten¢ao do lavado endometrial, sendo
que no momento da passagem da canula pode haver a disseminagdo de bactérias do canal

vaginal para o interior do limen uterino, assim alterando os resultados e levando a observacao
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de maior quantidade de patdégenos encontrados dentro do ttero.

No presente estudo, as amostras foram manipuladas utilizando materiais e técnicas
assépticas a fim de se evitar contaminagdo das amostras, além disso foi realizada uma incisao
longitudinal nos cornos uterinos e posteriomente a passagem de escova cytobrush estéril no
limen para coleta de amostra destinada a cultura. Dessa forma fica evidente que diferengas nas
técnicas de preparo dessas amostras podem alterar os resultados das culturas microbiolédgicas.

Durante o preparo das amostras das citologias em meio liquido, aptou-se por utilizar
a escova cytobrush por apresentar na leitura das laminas maior quantidade de celularidade e
com baixo grau de distor¢cdo da morfologia celular, esse fato justifica-se pela presenca das
cerdas rigidas rasparem o endometrio em maior profundidade, colhendo uma maior
quantidade de células e microorganismos (Martin-hirsch et al., 2007).

A citologia endometrial em cadelas sem patologias reprodutivas e sem isolamento
bacteriano durante o proestro indicou uma média de 0,64% de neutrofilos e 0,07% de
eosinofilos, ja no estro foi identificado 1,76% de neutrofilos e 0,83% de eosindfilos (Silva et
al., 2013).Dessa forma pode-se inferir que fisiologicamente encontramos uma quantidade de
células inflamatdrias no endométrio do itero, mesmo na auséncia de patologias reprodutivas.

Resultados diferentes foram verificados apds a cultura da citologia em meio liquido
do canal vaginal onde foi possivel observar uma diversidade de microoganismos. Segundo
Leps et al., (2024), a busca pela caracterizagdo da microbiota vaginal até hoje pode ser obtida
por meio de cultura de swabs vaginais, além de novas técnicas para identificagdo das bactérias,
sendo uma delas o sequenciamento de DNA, no entanto ¢ preciso maior disponibilidade
financeira pra realizar esses testes, 0 que ndo aconteceu neste estudo.

Analisando e comparando os resultados obtidos pela cultura da citologia em meio
liquido do canal vaginal das fémeas em fase folicular e ndo folicular, houve uma similaridade
entre estas fases quanto a identificagdo dos microorganismos bem como em seu numero,
estando de acordo com Maksimovic et al., (2012). No entanto Lyman et al., (2019), relataram
dados diferentes afirmando que existe diferenca significativa, sendo encontrada populacdo
bacteriana mais rica na fase do estro, além disso foi relatado que existem falhas no método de
cultura bacteriano, sendo tendencioso favorecendo microorganismos que crescem bem em
meio de cultura, sendo o mais indicado técnicas de extragdo de DNA. As culturas da citologia
em meio liquido do canal vaginal de animais em fase folicular e ndo folicular, revelaram
grande frequéncia de Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus canis, estando de
acordo com estudo de Goliyska et al., (2021). De acordo com Leps et al., (2024), as bactérias
encontradas com maior recorréncia em aerobiose foram as Staphylococcus spp e
Streptococcus spp, estando de acordo com os resultados do presente estudo, no entanto
encontramos também esses patdgenos em microaerofilia.

Sendo assim parece que estes microorganismos conseguem sobreviver em ambientes

com oxigénio abundante ou em escassez. Segundo Golinska et al., (2021), os isolados
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bacterianos mais comuns obtidos do trato vaginal de cadelas higidas foram Escherichia Coli,

Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus canis, dados que corroboram com o presente
estudo que também identificou Staphylococcus pseudintermedius e Streptococcus canis na
maioria das amostras coletadas, sendo estes os patdgenos encontrados com alta frequéncia.

Das culturas realizadas em agar MRS, com intuito de pesquisar bactérias acido
laticas, foi identificado uma menor populagdao bacteriana comparada as encontradas em
cultura de 4gar sangue, sendo encontrado principalmente Staphylococcus pseudintermedius e
Streptococcus canis. Segundo Morales et al., (2022), estudos focados na procura de bactérias
acido laticas em cadelas sdo escassos, situagao diferente se tratando dos humanos, ja que se
conhece a ampla quantidade dessas bactérias encontradas no canal vaginal de mulheres férteis.
Nesse mesmo estudo, foram coletadas amostras do canal vaginal de cadelas e cultivadas em
agar MRS, foi encontrado crescimento de bactérias acido laticas em 60,6% das amostras
cultivadas. Diante do estudo de Delucchi et al., (2008), também foi feita pesquisa de bactérias
acido laticas no canal vaginal de cadelas, foi encontrado crescimento desses microorganismos
em 41 de 42 amostras cultivadas. No entando, os resultados encontrados no presente estudo
ndo foram os mesmos encontrados nos estudos anteriores, uma vez que foi encontrada uma
populacdo menor dessas bactérias. Acredita-se que essa discordancia se deu pelo fato de que
nos estudos anteriores foram incluidas cadelas que possuiam diversas enfermidades e
patologias reprodutivas junto de cadelas saudaveis, podendo assim ter alteracdo desses
resultados, em contra partida no nosso estudo foram utilizadas apenas cadelas saudaveis, por
isso foi encontrado uma menor quantidade dessas bactérias no canal vaginal.

Microorganismos isolados de vaginas saudaveis sdo também identificados em cadelas
com inflamacdo do trato genitourinario de fémeas com vaginite, sendo comumente isolados
Staphylococcus spp, Streptococcus spp e E. Coli (Antonov, 2019). De acordo com Anna et al.,
(2012), identificou-se que as principais bactérias causadoras da vaginite sdo, Staphylococcus
coagulase-positivo, Proteus spp e Streptococcus spp.

Em estudos com piometra, foram isoladas bactérias como, E.Coli, Staphylococcus,
Klebsiela pneumonae, Enterobacter spp e Proteus spp (Camozzi, 2020). Diante do estudo de
Ferreira e Lopes (2000), estudos sobre complexo hiperplasia cistica endometrial, verificaram
por meio de citologia e cultura que as bactérias associadas a piometra sdo encontradas
fisiologicamente no ambiente vaginal. No periodo de proestro e estro com a dilatagdo da cérvix,
bactérias do canal vaginal que possuem capacidade de ascender a regido uterina podem se
proliferar, muitas dessas bactérias sdo comumente relacionadas a piometra (Souza, 2022).

Comparando os microorganismos existentes na microbiota residente do canal vaginal
com os isolados em casos de piometra, ¢ possivel perceber uma relagdo entre esses
microorganismos que em condicdes de alteragdo do endométrio € estabelecido um ambiente
propicio para proliferacao, no entanto, nem sempre €sses microorganismos sao 0s responsaveis

pela patogénese da doenga (Souza, 2022).
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Dessa forma, de acordo com os achados de isolamento bacteriano do canal vaginal

em cadelas higidas do presente estudo utilizando diferentes meios de cultura microbioldgica,
constatou que os patdogenos encontrados em sua grande maioria também foram identificados
em estudos anteriores.

Assim ¢ notoria a hipdtese de que a populagdao bacteriana vaginal residente ¢ em
desequilibrio pode ascender para o interior do ambiente uterino e desencadear patologias
reprodutivas tais como piometra, metrite € vaginite (Camozzi, 2020; et al., 2004). No entanto,
hipoteses ja foram levantadas de que apenas a presenca do patégeno em si ndo desencadeia a
patogénese de determinadas doencas, nos levando a pensar que fatores
individuais da imunidade de cada individuo ¢ de suma importancia ser levada em consideragao

para analisar a situagdo como um todo.
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8. CONCLUSAO

Conclui-se que os uteros das cadelas deste estudo revelaram que nao foi possivel
isolar bactérias do [umen uterino,, entretanto no limen vaginal foram identificadas populagdes
bacterianas diversas e sem influéncia das fases do ciclo estral. Os resultados obtidos reforgam a
necessidade da continuidade de mais estudos e andlises em diferentes metodologias,
explorando um numero maior de amostras, distintas condigdes das fémeas, diferentes tipos de
técnicas de coletas, a fim de se obter dados mais amplos sobre a microbiota uterina e vaginal, e
ainda considerar o estado imunolégico do individuo como um todo e ndo apenas considerear a

presenca do patdégeno como o agente etioldgico desencadeador das patologias reprodutivas.
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