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AVALIA,(;AO DA CITOLOGIA ENDOMETRIAL EM CADELAS CLINICAMENTE
SAUDAVEIS DURANTE AS FASES DO CICLO ESTRAL E COM PIOMETRA

RESUMO: Com o objetivo de avaliar a influéncia do ciclo estral, isolamento
bacteriano, hiperplasia endometrial cistica (HEC) em cadelas clinicamente saudaveis
e sem enfermidades uterinas e com piometra no exame de citologia endometrial,
foram utilizadas 105 cadelas saudaveis e 33 com piometra. Todos 0s animais
realizaram ovariosalpingohisterectomia e os Uteros avaliados macroscopicamente e
colhido amostras para avaliacdo microbioldgica, histologica e citologia endometrial
pela técnica de escova endometrial (cytobrush). A fase de anestro apresentou
diferenca na porcentagem de neutrdfilos e células do epitélio endometrial. A citologia
endometrial de cadelas sem alteracdes histologicas e isolamento bacteriano, de
acordo com a fase do ciclo estral, foram as seguintes: a) proestro (neutréfilos 2,05 +
0,64%; eosinodfilo 0,07 + 0,07%; células de descamacédo 97,87 + 0,63%), b) estro
(neutrdfilos 4,55 + 1,76%; eosinofilo 0,83+ 0,83; células de descamacao 94,62 +
1,83) c) diestro (neutrofilos 7,87 + 4,07%; células de descamacao 92,13 + 4,07%) e
d) anestro (neutrofilos 0,24 + 0,24%; células de descamacédo 99,75 +0,24%). Houve
aumento da porcentagem de neutrofilos e células de descamacdo na fase de
proestro dos animais com isolamento bacteriano. A presenca da piometra interferiu
no aumento de neutrdfilos (60,30 + 4,32%) e linfocitos (1,71 + 0,52%). Os neutrdfilos
foram os leucdcitos mais encontrados em todas as avaliagdes citolégicas. Concluiu-
se gue a citologia endometrial € uma ferramenta util no conhecimento das variacées
citologicas e que a fase do ciclo estral influencia a citologia endometrial. A
hiperplasia endometrial cistica e o isolamento bacteriano n&o interferem na citologia
endometrial. A piometra influencia a citologia endometrial independente da
classificacdo das alteracdes histologicas, sendo os neutréfilos as células mais

presentes.

Palavras- chave: Canis familiaris, células inflamatérias, cytobrush, imunidade

uterina, piometra



EVALUATION ENDOMETRIAL CYTOLOGY OF THE NORMAL BITCH
THROUGHOUT THE REPRODUCTIVE CYCLE AND WITH PYOMETRA

ABSTRACT: In order to assess the influence of the estrous cycle, bacterial isolation,
cystic endometrial hyperplasia ( HEC ) in clinically healthy and without uterine
diseases and pyometra in the examination of endometrial cytology bitches, 105
healthy and 33 bitches with pyometra were used. All animals underwent
ovariohysterectomy and uteri macroscopically assessed and collected samples for
microbiological evaluation, endometrial histology and cytology technique for
endometrial brush ( cytobrush ) . The phase of anestrus showed difference in the
percentage of neutrophils and endometrial epithelial cells. The bitches endometrial
cytology and no histologic changes bacterial isolation in accordance with the phase
of the estrous cycle were as follows: a) proestrus (neutrophils 2,05 + 0,64%,
eosinophils 0,07 + 0,07%; endometrial epithelial cells 97,87 + 0,63% ), b) estrus
(neutrophils 4,55 + 1,76%, eosinophils 0,83 + 0,83, endometrial epithelial cells 94,62
+ 1,83) c ) diestrus (neutrophils 7,87 + 4,07%; endometrial epithelial cells 92,13 % +
4,07 ) and d) anestrus (neutrophils 0,24 + 0,24%; endometrial epithelial cells 99,75 +
0,24%). There was an increase in the percentage of neutrophils and endometrial
epithelial cells in the proestrus phase of the animals with bacterial isolation. The
pyometra interfere with presence of neutrophils increased ( 60,30 + 4,32%), and
lymphocytes ( 1,71 + 0,52 %). Neutrophils were more leukocytes found in all
cytological evaluations. It was concluded that endometrial cytology is a useful tool in
knowledge of cytological changes and the phase of the estrous cycle influence the
endometrial cytology. Cystic endometrial hyperplasia and bacterial isolation do not
interfere in endometrial cytology. The independent influences pyometra endometrial
cytology classification of histological changes, and neutrophils cells more gifts.

Key-words: Canis familiaris, inflammatory cells, cytobrush, immunity uterine,

pyometra



1. INTRODUCAO

A integridade do sistema reprodutivo € fundamental para a reproducao
animal, visto que modificacbes no microambiente uterino ocasionadas por processos
inflamatdrios, hiperplasicos ou neoplasicos sédo importantes causas de infertilidade e
mortalidade (FOSTER, 2009). Dentre as doencgas uterinas, a piometra é a desordem
mais relatada e importante que acomete cadelas inteiras, na maioria nuliparas,
normalmente diagnosticadas entre 1 a 4 meses ap0s o cio e, de particular
importancia na clinica—cirtrgica uma vez que pode evoluir para o choque endotédxico
e morte (SMITH, 2006; PRETZER, 2008).

Piometra é definida como o acumulo de contetdo purulento no limen uterino,
com alteracdes histologicas de variados graus de infiltrados inflamatérios no
endométrio e nos casos mais graves no miométrio. Geralmente se manifesta durante
ou apdés o periodo de predominancia progesterénica (DOW, 1959; FELDMAN;
NELSON, 2004). Egenvall et al. (2001), ao analisarem o banco de dados de seguro
da Suécia verificaram que cerca de 25% da populacdo de cadelas ndo castradas
desenvolveram a doenca antes dos 10 anos.

Segundo Bartoskova et al. (2012) a imunidade uterina local tem contribuicao
no desenvolvimento da piometra. A imunidade inata € a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra patégenos invasores que ascendem o trato genital feminino apos
a abertura cervical (HERATH et al, 2009; CHAPWANYA et al, 2013).
Polimorfonucleares derivados do sangue sdo as principais células responsaveis pela
remocao bacteriana (SHELDON, et al., 2009).

A aplicacdo de técnicas para quantificar a celularidade normal e patoldgica do
endométrio pode ser usada na compreensdo dos mecanismos de defesa do sistema
reprodutivo. Em muitas espécies como a bovina, equina e inclusive em humanos, a
citologia endometrial é considerada o método de referéncia para o diagndstico
citolégico de endometrites (BARANSKI et al., 2012; COCCHIA et al., 2012).

Dentre as técnicas de citologia endometrial, a escova endometrial (cytobrush)
destaca-se de outros métodos devido a facilidade, viabilidade e tempo de obtencao
das amostras, além de maior celularidade com baixo grau de distorcdo celular
(COCCHIA et al.,2012).

Apesar da grande quantidade de informacgfes relativas a imunidade inata e

adaptativa no trato genital feminino, ha poucos relatos sobre a quantidade de células


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003820
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leucocitarias no endométrio canino em comparacdo a vacas, porcas e éguas
(BARTOSKOVA et al., 2012).

1.1.0BJETIVO

1.1.1. GERAL

Avaliar a citologia endometrial de cadelas com piometra e clinicamente

saudaveis e sem desordens uterinas durante as fases do ciclo.

1.1.2. ESPECIFICOS

o Avaliar se héa influéncia do ciclo estral na interpretacdo da citologia
endometrial;

. Determinar as células predominantes na citologia endometrial;

o Identificar as alteracbes citolégicas na presenca e auséncia de
bactérias;

o Determinar a possivel relacdo da hiperplasia endometrial cistica na

citologia endometrial,
o Determinar a possivel relacdo da classificacdo das alteracbes
histoldgicas de Dow (1959) adaptada por Weiss (2005) com a citologia endometrial.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Imunidade uterina

O sistema reprodutivo feminino apresenta mecanismos imunoldgicos para

protegé-lo contra patdgenos invasores. O sistema imunologico tem sido

tradicionalmente dividido em imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata é a

mais universal, mais rapida e essencial para controlar a homeostase uterina
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(CHOTIMANUKUL; SIRIVAIDYAPONG, 2011). A resposta imunolégica do Utero é
fornecida por células imunes do endométrio e por células endometriais do estroma e
epitélio (SHELDON et al., 2009).

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo, sendo formada
por células epiteliais que funcionam como barreira fisica para evitarem a invaséo e
fixacdo de micro-organismos. Altas expressoes de interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-10),
fator de necrose tumoral (TNF) e toll like receptor (TLR4) no endométrio
comprovaram o seu papel de vigilancia no mecanismo de defesa do hospedeiro e na
formacdo da imunidade local. O sistema de defesa uterina tem que ser bem
especifico, pois ao mesmo tempo em que responde a estimulos patogénicos deve
propiciar ambiente adequado a reproducdo (FOSTER, 2009; BARTOSKOVA et al.,
2012; CHAPWANYA et al., 2013).

Os hormodnios sexuais modificam o microambiente uterino por promover o
influxo e a localizagdo de células de defesa no endométrio. Em ratos durante a fase
folicular ocorre invasédo de leucdcitos, enquanto, que a fase litea esta associada a
supresséao das respostas imunes (CHOTIMANUKUL; SIRIVAIDYAPONG, 2011).

Os neutrdéfilos constituem as principais células fagocitarias e estes séo
recrutados da circulagdo periférica para o limen uterino em resposta a agentes
patogénicos (FOSTER, 2009). A piometra é uma sindrome associada com o
recrutamento de leucécitos, comumente relatada em cadelas, sendo a principal
doenca do sistema reprodutivo (BARTOSKOVA et al., 2012).

A presencga da imunidade uterina local e seu mecanismo de resposta, sem
davida, desempenham um papel importante no desenvolvimento da piometra.
Pouco se conhece sobre as células imunes no Gtero canino, diferentemente das
outras espécies como bovinos, suinos e equinos (BARTOSKOVA et al., 2012). O
estudo realizado por Watts, Wrigth e Lee (1998) em cées trouxe uma visdo geral
sobre as variagdes na citologia endometrial de cadelas com Uteros normais durante
as fases do ciclo estral, enquanto Groppetti et al. (2010) abordaram em condi¢des
patolégicas, como a piometra.

A compreensdo dos fatores de risco para as enfermidades uterinas, sua
resposta frente a agentes infecciosos e como sua fungdo se altera apos esses
desafios € imprescindivel para a o entendimento das patogenias e tratamentos de
suas patologias (SHELDON et al., 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X11002585
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0093691X11002585
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712003820
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2.2. Microbiologia uterina

2.2.1. Floraresidente

A existéncia de flora bacteriana residente no utero ainda esta indefinida. Os
estudos ndo convergem sobre a presenca, frequéncia e estagios do ciclo reprodutivo
mais susceptivel a existéncia de bactérias. Sabe-se que a fase do ciclo estral e a
permeabilidade cervical influenciam o desenvolvimento destas no utero de cadelas
clinicamente saudaveis (WATTS; WRIGHT; WHITHEAR, 1996; SCHULTHEISS et
al., 1999; MAKSIMOVIC et al., 2013).

Um dos primeiros trabalhos realizados para isolar e identificar bactérias do
Utero de cadelas sem uteropatias foi realizado por Olson e Mather (1978). Estes
autores sugeriram que o Utero de cadelas clinicamente saudaveis normalmente nao
contém bactérias aerdbicas. Contudo, Schultheiss et al. (1999) e Maksimovic et al.
(2012) concluiram que bactérias podem ser isoladas no utero canino durante todas
as fases do ciclo estral, sendo maior durante o diestro e, normalmente, estas néo
correspondem a flora residente vaginal.

Baba, Furkata e Arakawa (1983) ao avaliarem 78 amostras uterinas 48
apresentaram isolamento de microorganismos, tais como estafilococos e
micoplasma. Além disso, observaram semelhanca nas microfloras uterinas e
vaginais, pois algumas amostras continham um uanico isolado identificado, e que
raramente causavam infec¢des uterinas.

Watts, Wright e Whithear (1986) sugeriram que o0 Utero apresenta uma
microflora nos periodos de proestro e estro. Visto que a maioria das bactérias foram
isoladas nesta fase e que estas sdo semelhantes as encontradas na vagina e Cérvix.
Schultheiss et al. (1999) isolaram bactérias em 9/26 de cadelas pré-puberes e 6/16
cadelas no diestro, sendo que as menores taxas de isolamento corresponderam ao
estro, anestro e durante a gestacdo. De 106 animais clinicamente saudaveis, 21
apresentaram isolamento bacteriano, com isso concluiu-se que estes
microorganismos faziam parte da flora residente normal, especialmente em cées
pré-puberes e na fase do diestro.

As principais bactérias isoladas a partir de cadelas sem doencas uterinas
foram: E. coli, Haemophilus ssp, Streptococcus spp, Corynebacterium sp., (WATTS;
WRIGHT; WHITHEAR, 1996; MAKSIMOVIC et al., 2013), Alcaligenes faecalis,


http://veterinaryrecord.bmj.com/content/171/15/375.1.long#ref-13
http://veterinaryrecord.bmj.com/content/171/15/375.1.long#ref-12
http://veterinaryrecord.bmj.com/content/171/15/375.1.long#ref-12
http://veterinaryrecord.bmj.com/content/171/15/375.1.long#ref-12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watts%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Whithear%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
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Pasteurella spp., Proteus mirabilis (WATTS; WRIGHT; WHITHEAR, 1996); Bacillus
sp., Clostridium perfringens (CARNEIRO; TONIOLLO; SCHOCKEN-ITURRINO,
2005); Staphylococcus spp. (coagulase negativo), Staphylococcus
pseudintermedius, Micrococcus, Sarcina, Micro-organimos como as leveduras
também foram isoladas no utero de cadelas sadias (DHALIWAL; WRAY; NOAKES,
1998).

2.2.2. Microbiologia da Piometra

A piometra é caracterizada por processo inflamatério em que ocorre o
acumulo de pus no lumen uterino, cuja principal bactéria envolvida é a Escherichia
coli uropatogénica e sua presenca pode chegar a 80% dos casos (SANDHOLM et
al., 1975; DHALIWAL; WRAY; NOAKES, 1998; KREKELER et al.,2012).

Acredita—se que a E. coli fixe ao endométrio estimulado pela progesterona
(VAN CRUCHTEN et al., 2003) e seus fatores de viruléncia uropatogénicos, como 0s
genes associados a infeccbes urinarias (pap), ligada a determinacdo de
enteropatogenicidade (sfa), producdo de hemolisinas (hly) e fator necrosante
citotoxico (cnf). Em humanos estes genes aumentam a patogenicidade da E. coli,
facilitando a ligacdo ao epitélio endometrial. Chen et al. (2003) e Arora et al. (2006)
associaram o numero de genes da E. coli uropatogénica ao aumento da severidade
da piometra canina como resultado de maiores ligacdes no epitélio uterino.

Krekeler et al. (2012) pesquisaram a ligacdo de adesinas fimbriais Tipol
(FimH) e verificaram que estas facilitam a aderéncia da E. coli no endométrio canino.
A FimH medeia a ligagdo manose-sensivel de E. colia eritrocitos, leucécitos e
células uroepiteliais com intuito de permitir a persisténcia do agente microbiano,
reduzindo assim a eliminacédo de secre¢des mucosas promovendo a aquisicao de
nutrientes. Demonstraram que 0 receptor que aumenta o potencial de
patogenicidade da E. coli uropatogénica facilita sua fixacdo ao endomeétrio.

Dhaliwal, Wray e Noakes (1998) demonstraram que na presenca do cnf
houve maior infiltracdo de células inflamatorias com reducdo da integridade
do epitélio endometrial.

As bactérias mais isoladas do UGtero em caso de piometra

incluem E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Pseudomonas spp. e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watts%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wright%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Whithear%20KC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8656593
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S017129850400097X#bib36
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S017129850400097X#bib36
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S017129850400097X#bib11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wray%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9885130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Noakes%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9885130
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Proteus spp. que correspondem aos micro-organismos mais comumente isolados da
vagina de cadelas normais (ETTINGER; FELDMAN, 2004)

Coggan et al. (2008) ao avaliarem 200 amostras de conteudo intrauterino de
cadela com piometra obteve o crescimento de micro-organismo em 98,5%. Destes
74,1% foram positivos para a E. coli e as demais amostras foram positivas para:
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Citrobacter diversus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonela spp., Proteus mirabilis, Morganella morgani, Klebsiella
pneumoniae subsp azanae, Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus kloosii,
Staphylococcus caprae, Streptococcus canis, Streptococcus sp., Corynobacterium
jeikeium, Staphylococcus kloosii e Enterococcus faecium.

Bactérias como: Proteus spp., Micrococcus spp. (SANDHOLM et al., 1975;
CARNEIRO;TONIOLLO;SCHOCKEN-ITURRINO, 2005; WEISSER et al., 2004),
Enterobacter spp., Pasteurella aerogenes (WEISS et al., 2004), Lactobacilllus
bacteroides e Sarcina (CARNEIRO; TONIOLLO; SCHOCKEN-ITURRINO, 2005)
também ja foram isoladas.

No entanto, Teunissen (1952) apud Watts, Wright e Whithear (1996)
verificaram que alguns Uteros com piometra ndo apresentaram isolamento
bacteriano, 0 que indica que as bactérias podem estar ou ndo envolvidas no

processo infeccioso ou que houve falha no momento da cultura.

2.3. Piometra e Complexo de Hiperplasia Endometrial Cistica

A piometra é uma infeccdo aguda ou croénica definida como o acumulo de
contetdo purulento no Iimen uterino e tipicamente ocorre durante ou apés o periodo
de dominancia progesterdnica, por isso é conhecida como uma doenca do diestro,
apesar de ocorrer em outras fases do ciclo estral ou na gestacdo (DOW 1959;
SMITH, 2006; PRETZER, 2008).

A doenca é caracterizada por uma infeccdo do utero e inflamacdo em
associacdo com a doenca sistémica, acredita-se que envolvam componentes
hormonais e bacterianos (DOW, 1959; DE BOSSCHERE et al., 2000; SMITH, 2006;
PRETZER, 2008).
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Piometra € a desordem endometrial mais frequente e importante que envolve
0 sistema reprodutor feminino da cadela. Sua incidéncia é alta, sendo uma das
causas mais comuns de enfermidade e morte (BIGLIARDI et al., 2004; COGGAN,
2008), por comprometer diversos orgaos podendo evoluir para um quadro de sepse
e choque séptico (HAGMAN et al., 2011). Seu periodo de convalescéncia varia entre
um e 180 dias (GIBSON et al.,, 2013). Enquanto que sua taxa de letalidade esti
entre 3% a 4% (SHARIF et al., 2013).

A idade avancada parece ser um fator predisponente, apesar de estudos
relatarem cadelas com piometra entre 9 meses e 18 anos. Sua ocorréncia é maior
em fémeas ndo castradas, nuliparas com idade média de 6,4-9,5 anos (DOW, 1959;
EGENVALL et al., 2001; FUKUDA, 2001; HAGMAN et al., 2011). Egenvall et al.
(2001) ao avaliarem o banco de dados da empresa de seguro da Suécia relatou uma
incidéncia de 25% de piometra em cadelas antes dos dez anos.

Acredita-se que repetidos estimulos hormonais no Utero por progesterona ou
estrogeno predisponham a doenca (DOW, 1959; SMITH, 2006; PRETZER, 2008).
Em cadelas jovens a piometra esta associada a terapias hormonais realizadas com
estrogeno e progesterona, para suprimir o estro, induzir o parto e provocar aborto e
também associada a anormalidades anatémicas da vagina e vestibulo (PRETZER,
2008; HAGMAN et al., 2011).

Whitehead (2008) ao avaliar a incidéncia de piometra em cadelas de
ocorréncia natural com as que foram tratadas por estrégeno, concluiram que as
aplicacbes de estrégeno aumentam o risco de piometra em 8,7 % nos primeiros
quatro meses apos a aplicacéo.

Cadelas que nunca pariram apresentam predisposicdo ao desenvolvimento
da piometra, excluindo a raca Golden Retrevier. Contudo, cadelas multiparas,
podem apresentar a doenca uma vez que a gestacao ndo da protecdo ao longo da
vida. Embora tenha sido demonstrada na literatura uma associacao protetora da
prenhez nas racas Collie, Rottweiler e Labrador Retriever (HAGMAN et al., 2011).

Algumas ragas como a Golden Retriever, Schnauzer Miniatura, Irish Terrier,
Séo Bernardo, Border Colie, Cocker Spaniel, Rottweiler e Bernese da Montanha séao
predispostas ao desenvolvimento da piometra (DOW, 1959; SMITH, 2006;
PRETZER, 2008). Cadelas da raca Beagle, acima de 4 anos de idade, apresentaram
uma incidéncia de 15,2% (FUKUDA, 2001; VERSTEGEN; DHALIWAL;
VERSTEGEN-ONCLIN, 2008) enquanto que a Border Collie e Yorkshire Terrier


http://veterinaryrecord.bmj.com/content/early/2013/10/10/vr.101514.long#ref-2
http://veterinaryrecord.bmj.com/content/early/2013/10/10/vr.101514.long#ref-6
http://veterinaryrecord.bmj.com/content/early/2013/10/10/vr.101514.long#ref-7
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desenvolveram a doenca com idade acima da média da populacédo (GIBSON et al.,
2013).

Segundo Hagman et al. (2011) o intervalo interestros curtos, precocidade
sexual, ciclos estrais irregulares e repetidos ciclos ao longo da vida ndo aumentam o
risco da enfermidade. Os autores sugerem que mecanismos fisioldgicos tais como: a
quantidade de secrec¢do uterina, contracdes do miométrio e a resposta imune uterina
no diestro interferem na susceptibilidade de algumas racas.

Hagman et al. (2011) ao avaliar 245 cadelas saudaveis observaram que em
68 casos a pseudociese esteve ligada a reducdo do fator de risco ao
desenvolvimento da piometra, acreditando assim, que a pseudociese ndo € fator
predisponente para a enfermidade. De acordo com Martins (2007) a presenca de
tumores mamarios nao é fator de risco para a piometra, apesar do envolvimento dos
hormonios reprodutivos na patogenia de ambas as doencas. J4 o tumor ovariano, da
célula da granulosa, pode estar associado a piometra, por produzir estrégeno e

progesterona em concentracdes semelhantes a fase de proestro em cadelas.

2.3.1. Etiopatogenia

Apesar de vérias décadas de estudos, a etiopatogenia da piometra ndo esta
completamente determinada (DE BESSCHORE et al., 2000; BIGLIARDI et al., 2004).

De acordo com Dow (1959) a patogenia da piometra canina envolve o
endométrio, estimulado por estrégeno seguido por intervalos prolongados de
exposicao a progesterona, contaminado por bactérias. O estrégeno participa na
patogenia da piometra por manter o relaxamento cervical por mais tempo na fase
litea e por intensificar os efeitos estimuladores da progesterona no Utero (ALLEN,
1995; ETTINGER; FELDMAN, 2004; HAGMAN et al., 2011).

A progesterona € responsavel por manter o crescimento endometrial, a
secrecdo glandular, o fechamento cervical, inibir os leucdcitos, além de diminuir a
contratilidade do miométrio o que pode resultar no acumulo de secrecdo. Essa
secrecdo constitui um excelente meio de cultura para o crescimento bacteriano
(SUGIURA et al., 2004).
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A hiperplasia endometrial cistica (HEC) € uma resposta exacerbada do
endométrio aos horménios ovarianos com acumulo de fluidos nas glandulas ou na
cavidade uterina (FELDMAN; NELSON, 2004).

A hiperplasia endometrial induzida por progesterona geralmente precede o
desenvolvimento da piometra. A combinagdo da reducdo da imunidade local
favorece a colonizagéo bacteriana nesta fase. Estes efeitos sdo cumulativos e cada
ciclo estral agrava esta patologia (SUGIURA et al., 2004).

Tsumagari et al. (2005) ao induzirem a piometra com inoculacdes de E. coli
intrauterina observaram que no inicio do diestro (11-20 e 21-30 dias) o Utero estava
mais susceptivel a infec¢des por ser o periodo de maior secrecdo da progesterona.
A diminuicdo da capacidade de fagocitose dos leucocitos e a porcentagem de
células que estimulam a explosédo oxidativa, desencadeado pela E. coli, durante a
fase ldtea tardia, juntamente com a diminuicdo da resposta imune inata pode
contribuir para a maior incidéncia de piometra neste periodo (HOLST et al., 2013).

O Uutero ja comprometido € invadido por patdbgenos oportunistas
principalmente a E. coli, originada da flora vaginal, intestinal ou do trato urinario do
mesmo animal, (SCHULTHEISS et al.,1999; SIQUEIRA, 2006) que durante o estro,
podem ascender para o Utero. Normalmente os mecanismos de defesa eliminariam
estas bactérias, contudo, quando as concentracfes de progesterona estao elevadas
acaba reduzindo a resposta inflamatéria. Além disso, cadelas com HEC apresentam
dificuldade em eliminar as bactérias que parecem sobreviver no fluido cistico
(ALLEN, 1995; DE BOSSCHERE et al., 2001)

A HEC e a piometra podem, eventualmente, desenvolver de forma
independente e poderiam ser divididas em duas entidades separadas, devido as
suas diferencas clinicas e histopatoldgicas (DE BOSSECHERE et al., 2000).

De Bosschere et al. (2002) ao avaliarem receptores de estrogeno e de
progesterona concluiram que durante a HEC estes apresentavam-se mais elevados
em cadelas com piometra, o que reforca as diferencas entre as patologias.

O endométrio de cadelas com hiperplasia endometrial cistica permanece
receptivo a baixa dose de estrogeno e isto pode esclarecer a continua proliferacao
das glandulas endometriais durante a fase lutea. A acao simultdnea de estrogeno e
progesterona poderia explicar as modificagbes nas proliferacdes cisticas que séo
caracteristicas da piometra (DE BOSSCHERE et al., 2002; VOLPATO et al., 2012 ).
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De Bosschere, Ducatelle e Tshamala (2003) observaram através da inducdo
da piometra em cadelas normais, que a HEC ndo é um pré-requisito para o
desenvolvimento da piometra, pois induziram a infeccdo uterina durante o diestro
normal inoculando E. coli no Gtero.

Sugiura et al. (2004) e Tsumagari et al. (2005) sugeriram que a sequéncia
cladssica de progesterona levando a HEC e, subsequentemente, piometra pode nédo
ser correto. Ou seja, a sequéncia pode estar invertida e, na verdade, as bactérias
seriam o fator de iniciacéo.

Uma infeccdo subclinica do endométrio ou irritagdo por corpos estranhos
poderia ocorrer primeiramente no final do estro ou nos primeiros dias do diestro,
proporcionando o incentivo para uma excessiva hipertrofia e hiperplasia endometrial,
semelhante ao que se observa durante a implantacdo. A proliferacdo glandular do
endométrio, com secrec¢des epiteliais no [imen, poderia iniciar o desenvolvimento da
piometra ou mucometra, dependendo se o promotor fosse de origem bacteriana ou
nao, respectivamente. Esta hipdtese se sustenta nas observacfes que na fase de
diestro, uma variedade de substancias bioldgicas, fisicas e quimicas estimulam a
proliferacdo endometrial, além disso, cadelas jovens que tiveram piometra nao
apresentaram HEC (SUGIURA et al., 2004; TSUMAGARI et al., 2005).

Apesar da estimulacdo hormonal da progesterona ser o passo inicial para o
desenvolvimento da HEC e piometra as concentracdes séricas de progesterona nao
diferem entre animais em diestro e com as desordens (DOW, 1959; SMITH, 2006;
PRETZER, 2008).

2.3.2 Sinais Clinicos

A piometra € um distarbio grave, potencialmente letal, devido a sepse e
choque séptico que podem se desenvolver rapidamente (PRETZER, 2008).

Os sinais clinicos séo evidenciados na fase do diestro ou inicio do anestro. O
historico tipicamente relata que a fémea esteve no cio entre 1 a 4 meses antes ou
gue recentemente foi tratada com progesterona. Uma série de sinais clinicos pode
ser percebida pelo proprietario, sendo 0 mais comum o corrimento vaginal, que pode

variar de piohemorragico a mucopurulento (SMITH, 2006).
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A apresentacgéo clinica da piometra ira depender da abertura cervical, cadelas
que apresentam a cérvix aberta apresentam fluidos de coloragdo purulenta ou
piohemorragica podendo ou ndo apresentar sinais de envolvimento sistémico como:
letargia, inapeténcia, anorexia, poliuria, polidipsia, vomito ou diarreia (PRETZER,
2008).

As cadelas que apresentam a cérvix fechada tém maior envolvimento
sistémico como: letargia, prostracdo, distensdo abdominal e perda de peso.
Geralmente sdo apresentadas mais tardiamente ao médico veterinario, com a
doenca em estagio avancado, requerendo uma intervencao imediata para diminuir o
risco de morte da cadela (ETTINGER; FELDMAN, 2004; SMITH, 2006; PRETZER,
2008).

Segundo Egenvall et al. (2001) ao analisarem o banco de dados de seguros
da Suécia os sinais clinicos mais relatados foram corrimento vaginal (84%), letargia
(83%), inapeténcia (72%), polidipsia (64%) e desidratacao (43%).

Ao exame clinico as cadelas podem estar com hipotermia, normotermia e com
febre. A febre esta associada a inflamacdo uterina e, secundariamente, a
contaminac@o bacteriana ou endotoxemia. Cadelas com febre devido a sepse
apresentam-se com taquicardia, tempo de preenchimento capilar prolongado, pulso
das artérias femorais fraco e temperatura retal anormal. O aumento uterino pode ser
percebido através da palpacdo abdominal, contudo palpacfes mais profundas séo
desaconselhadas pelo risco de ruptura uterina e peritonite (ETTINGER; FELDMAN,
2004).

A politria e polidipsia compensatéria podem ocorrer devido a reducdo na
habilidade dos tubulos renais em concentrar urina, resultado da deposicdo de
endotoxinas da E. coli nestes tlibulos. As mucosas podem estar palidas e anémicas
devido a supressdo da eritropoiese decorrente da sepse e toxemia. O acumulo de
fluidos no limen uterino provoca uma severa distensdo do Utero (HAHN, 2003;
SMITH, 2006; PRETZER, 2008).

As manifestacbes clinicas de doencas uterinas séo diversificadas e
inespecificas, normalmente, o aparecimento dos sinais clinicos é gradual e insidioso
por isso qualquer cadela ndo castrada que apresente 0s sinais supracitados apés o

cio deve ser investigada para a doenga (FOSSUM, 2005).
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2.3.3. Alteragdes Laboratoriais

Piometra esta associada a alteracdo de varios parametros bioquimicos e
hematolégicos. Classicamente € acompanhada por leucocitose caracterizada por
neutrofilia, com desvio a esquerda e degeneracdo toxica de neutrofilos, e
monocitose. A leucocitose € mais marcante em cadelas com piometra de cérvix
fechada. Estudos hematoldgicos revelam que o leucograma pode estar normal ou
diminuido, acredita-se que a leucopenia por linfopenia e neutropenia sejam
decorrentes da acdo de endotoxinas bacterianas produzidas por bactérias gram-
negativas (BARTOSKOVA et al. 2007; PRETZER, 2008).

Céaes com leucopenia apresentam maior mortalidade em comparacdo com 0s
gue apresentam contagens de leucdcitos normais ou elevados (AROCH; KLEMENT;
SEGEV, 2005). A piometra estd associada a uma resposta inflamatéria, mas
também com uma supressdo acentuada das atividades do sistema imunolégico
(FALDYNA, LAZNICKA; TOMAN, 2001).

Faldyna, Laznicka e Toman (2001) avaliaram a funcdo imune em 34 cadelas
com piometra, na qual 35% apresentaram linfopenia e eram as mais
debilitadas. Especulou-se que a linfopenia fosse decorrente da inibicdo provocada
pela lactoferrina. Contudo, Bartoskova et al. (2009) avaliaram a concentracdo de
lactoferrina em cadelas com piometra mas nao encontraram correlacdo com a
imunossupressao dos linfécitos uma vez que estes permaneceram baixos ap0s a
ovariosalpingohisterectomia.

O eritrograma de cadelas com piometra € caracterizado por anemia
normocitica e normocrémica arregenerativa decorrente da cronicidade, supressao
toxica da medula 6ssea e por perda de eritrocitos por diapedese para limen uterino.
A acidose metabdlica ja foi relatada (EMANUELLI, 2007; PRETZER, 2008).

Em relacdo a funcdo hepatica a piometra causa leséo hepatocelular resultado
da colestase intra-hepatica e retencdo dos pigmentos biliares, sem evidéncia de
lesédo lobular. As lesBes hepatocelulares podem ser também secundéarias a
endotoxemia, a desidratacdo ou ao choque. O aumento das atividades das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) pode ser
causado pelos efeitos das endotoxinas da E. coli (BIGLIARDI et al., 2004).

Cadelas com piometra podem estar com hiperproteinemia e

hiperglobulinemia secundaria a desidratacdo e devido a estimulacdo antigénica
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cronica do sistema imunolégico (ETTINGER; FELDMAN, 2004; SMITH, 2006;
PRETZER, 2008).

A disfuncéo renal pode estar presente nesta enfermidade. Observa-se ureia e
creatinina elevadas em consequéncia da azotemia pré-renal resultante da
desidratacdo. A filtracdo glomerular pode estar diminuida indicando que fatores
associados com a doenca afetam a perfusédo renal. Quando a infec¢do bacteriana é
causada pela E. coli, suas endotoxinas podem prejudicar a reabsorcédo de sodio e
cloro pela alca de Henle, o que reduz a hipertonicidade medular comprometendo a
capacidade dos tubulos renais em reabsorver a 4gua, o que leva a polilria e
polidipsia compensatdria. Uma insensibilidade ao horménio anti-diurético pode
contribuir para a perda da capacidade de concentracdo. A isostendria ou
hipostenuria sdo encontradas (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

A inflamagéo tdbulo intersticial é observada em cédes com piometra, mas o
dano glomerular ndo é maior em cadelas com piometra comparado a populagéo
normal de cées. Infiltrado intersticial linfoplasmocitario, muitas vezes visto em local
periglomerular, foram acompanhados por uma maior prevaléncia de fibrose
intersticial e atrofia tubular em cé&es com piometra. Acredita-se que a piometra
conduza a uma glomerulonefrite imunomediada. Contudo, a literatura atual é
ambigua sobre esse ponto, uma vez que, depositos imunes em glomérulos de
individuos saudaveis sdo documentados em suinos, humanos e cées idosos sem
qualquer doenca renal preexistente (VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-
ONCLIN, 2008).

Cadelas com piometra podem estar inicialmente hiperglicémicas. O cortisol
apresenta efeitos anti-insulinicos ao inibir a captacédo de glicose, o metabolismo de
tecido periférico e estimular o depdsito de glicogénio hepatico. Enquanto que as
catecolaminas estimulam a glicogendlise hepatica e o aumento do célcio intracelular.
Mas, a infeccdo gera um gasto energético alto esgotando os depdsitos de
glicogénio, aumentando a utilizacdo de glicose periférica e reduzindo a
gliconeogenese, o que faz as cadelas entrarem em quadros hipoglicémicos
(DICKSON, 1996; ETTINGER; FELDMAN, 2004).
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2.3.4. Alteracdes Histopatoldgicas

De Bosschere et al. (2001) ao avaliaram 26 Utero de cadelas clinicamente
saudaveis ndo encontraram evidéncias de processo inflamatério. Dessas cadelas
(17/26) 65,38% apresentaram alteracbes de HEC de forma leve a severa.

A hiperplasia endometrial, ao microscopico, caracteriza-se por apresentar
grande numero de glandulas endometriais que podem estar dilatadas ou cisticas,
com edema do estroma podendo ter a presenca de muco (NASCIMENTO; SANTOS,
2007).

De Bosschere et al. (2001) relataram que cadelas com piometra apresentam
alteracdes histologicas de variados graus de infiltrado inflamatério (neutrdfilos,
linfécitos, plasmécitos, macréfagos) no endométrio e nos, casos mais graves, no
miométrio. A hiperplasia endometrial cistica pode estar presente. Ha relatos de
proliferacdo de fibroblastos no estroma endometrial, com edema, necrose,
ulceracdes, hemorragia, formacdo de abscesso glandular. Ocasionalmente ha grave
inflamac&o no endométrio e miométrio com atrofia endometrial bem como metaplasia
escamosa do epitélio endometrial.

Dow (1959) propde a classificagdo do complexo de hiperplasia endometrial
cistico — piometra: tipo |- quando ha HEC sem reacao inflamatoria; tipo |I- HEC esta
associada com a infiltracdo de mononucleares (linfocitos e plasmacito); tipo Ill-
quando h& exsudato purulento e infiltrado de neutrdfilos; tipo IV- quando ha,
predominantemente, exsudacao purulenta e hipotrofia do endométrio.

Weisser (2004) usando a metodologia adaptada de Dow (1959) relata que
apesar das variacdes nos graus de hiperplasia endometrial cistica, a presenca de
dilatacBes cisticas das glandulas endometriais com infiltrado inflamatorio, com focos
hemorragicos, formados por neutréfilos linfocitos e plasmaocitos estavam presentes

em 50% das amostras.

2.3.5. Diagndstico por imagem

O diagnéstico de cadelas com piometra € normalmente realizado com o

auxilio da ultrassonografia e exame radiografico (SMITH, 2006; PRETZER, 2008). A

ultrassonografia € um exame util e de facil realizacdo para detectar alteracbes no
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Utero e de acompanhamento do tratamento clinico (HAHN, 2003; BIGLIARDI et al.,
2004). Na ultrassonografia o utero estd largo, com os cornos tubulares e sua
ecogenicidade ira depender da celularidade do exsudato e pode variar de anecoico a
hipoecdico. O endométrio pode apresentar estruturas cisticas associadas a piometra
(HAHN, 2003; PRETZER, 2008).

Bigliardi et al. (2004) ao avaliarem a ultrassonografia para o diagndstico do
complexo de hiperplasia endometrial mostraram sua eficiéncia em avaliar a
classificacéo Il e IV de Dow (1959) e no grupo de mucometra, endometrite, piometra
hiperplasica e atréfica segundo De Bosschere (2001).

Outro diagnéstico por imagem que pode ser usado, apesar de ser pouco
conclusivo, € o exame radiogréafico. Nele o 6rgdo pode ser identificado de forma
tubular com contetdo liquido denso, localizado entre o colon descendente e bexiga
e de tamanho maior que as alcas intestinais. O exame pode ainda avaliar a ruptura
uterina, peritonite e a presenca de fetos, no entanto, a incapacidade de visualizar o
Gtero ndo exclui o diagnéstico de piometra (SMITH, 2006; PRETZER, 2008).

2.3.6. Biopsias Endometriais

Casos de endometrite sem fluido sdo de dificil diagndstico ao ultrassom e a
habilidade de detectar HEC no endométrio irda depender do tamanho do cisto e
presenca de liquido (HAHN, 2003; CHRISTENSE et al., 2012). Segundo Christensen
et al.(2012) a ultrassonografia tem se mostrado uma ferramenta Gtil para a detecgéo
da HEC, piometra e gestacao mas nao apresenta bons resultados para o diagndéstico
de doencas inflamatérias como a endometrite. Como alternativa surgiu a biopsia
endometrial transcervical.

A biopsia transcervical € normalmente utilizada para o diagnostico das
alteracdes endometriais em varias espécies, mas pouco utilizada em cadelas por
resultar em cicatrizes endometriais e infeccoes (GROPPETTI et al, 2010).
Christensen et al. (2012) ao avaliarem esta técnica em cadelas, observaram que ela
pode ser utilizada para o diagnéstico de inflamacédo, hiperplasia endometrial e
fiborose. Mas que era contraindicada durante o diestro devido as propriedades

irritativas do endomeétrio nessa fase.
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2.3.7. Citologia Endometrial

Outra técnica que auxilia no diagnostico de doencas uterinas € a citologia
endometrial ja rotineira em bovinos, equinos e humanos. Atualmente, a colheita
deste material pode ser realizada por meio de swab de algodao estéril (STUDER,;
MORROW, 1978), lavado uterino de baixo volume por canulagéo transcervical
(WATTS; WRIGHT; LEE, 1998) e pela técnica de escova endometrial (cytobrush)
(KASIMANICKAM et al., 2005).

Para Groppetti et al. (2010) o método de escova endometrial pode distorcer
as células e é contra indicada na fase diestro, contudo esta técnica é indicada na
analise computadorizada da morfometria nuclear por preservar a morfologia dos
nacleos.

Cocchia et al. (2012 ) relataram, em éguas, que a técnica de cytobrush e a
técnica de esfregaco por swab de algoddo se mostraram superiores ao lavado
uterino de baixo volume devido a facilidade, viabilidade e tempo de obtencéo das
amostras. Além disso, a técnica de cytobrush apresentou na leitura das laminas uma
maior celularidade e com baixo grau de distorcdo celular quando comparado a
infusdo de fluido uterino. E apenas pelo método de cytobrush houve a presenca de
linfécitos e eosinofilos, justificou-se pelo fato de suas cerdas mais rigidas rasparem a
superficie endometrial e penetrarem na glandula, colhendo células inflamatérias
infiltradas no endométrio (MARTIN-HIRSCH et al., 2007).

Em bovinos, a técnica de cytobrush de acordo com BARANSKI et al. (2012)
foi considerada mais viavel do que a lavagem uterina por ser de facil execucéo e por
permitir maior repetibilidade aumentando o monitoramento da saude uterina de
vacas com endometrite subclinica. As raspagens da superficie do endométrio sdo
avaliadas microscopicamente para determinar a propor¢do do numero de
polimorfonucleares (PMN) e células epiteliais. A propor¢cdo de PMN considerada
fisiol6gica em bovinos é feita em relacdo aos dias pOs-parto e esta entre 4% a 18%
no periodo de quatro a seis semanas pdos-parto.

A aplicacdo clinica da citologia do trato reprodutivo é um campo
relativamente novo de pesquisa na cadela, mas que pode fornecer uma ajuda
valiosa no diagnéstico de doencgas uterinas, como o adenocarcinoma, endometrite e
hiperplasia endometrial (GROPPETTI et al., 2010; BASTAN et al., 2012).
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A primeira descrigéo citolégica do endométrio canino foi realizada por Watts,
Wright e Lee (1998). O estudo envolveu amostras de 48 Uteros de cadelas em
durante as fases do ciclo estral e 10 Uteros no post-mortem. A colheita do material
ocorreu pelo lavado uterino de baixo volume por canulagéo transcervical com auxilio
de endoscopio. Esse método, contudo, dificultou a diferenciacdo dos linfocitos e
macréfagos das células endometriais isoladas por causa de sua degeneracdo. Os
autores relataram ainda dificuldade em quantificar as amostras da citologia
endometrial, uma vez que varios métodos de contagem tém sido utilizados o que
pode interferir no nimero destas células. Outros fatores como a quantidade de
volume recuperado a partir da lavagem uterina, a concentra¢do de células no liquido
recuperado, a quantidade de fluido centrifugado e a distribuicdo das células nas
laminas também a influenciavam.

Watts, Wright e Lee (1998) descreveram a variacao das células epiteliais do
endométrio durante todo o ciclo estral e observaram que as células do endométrio
tinham sinais de degeneracdo no periodo de diestro e anestro puerperal. E que a
citologia endometrial de cadelas, para a contagem de 100 leucdcitos, apresentou o
namero de neutrofilos nas fases de proestro de 88 + 6 %, estro 94 + 7 %, diestro 90
+ 13 % e anestro puerperal 45 + 25 %. Enquanto que os linfocitos e macrofagos
estavam em maior propor¢cdo durante o anestro de 80 £ 1 % e 23 + 25 %,
respectivamente.

Groppetti et al. (2010) ao avaliar a citologia endometrial, de 35 cadelas
saudaveis, por lavado uterino de baixo volume através da canulacdo transcervical,
durante as fases do ciclo estral, e em 10 cadelas que possuiam condicbes
patolégicas, juntamente com a analise histoldgica, descreveram que a citologia
entrou em concordancia com o diagnostico clinico e histolégico relativos a
normalidade e aos processos inflamatérios e degenerativos do Utero. E que a
metodologia utilizada foi relativamente facil, rapida e pouco invasiva e que € viavel
em um ambiente clinico.

Segundo Groppetti et al. (2010) as células epiteliais do endométrio mostraram
forte coeséo e tendiam a formar ninhos celulares. Estimando a média das células de
defesa/20 campos observaram a presenca de neutréfilos em maior nimero no
proestro e estro, contudo foram os Unicos leucdcitos detectados no inicio do diestro.
Os neutrdfilos em cadelas saudaveis corresponderam a fase de proestro (4,3 + 0,7),

estro (2 = 0,6), diestro (1,5 + 0,9) e anestro (0,2 + 0,9) em cadelas. Enquanto que
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animais com piometra os neutréfilos foram equivalentes a (50,2 + 5,2), linfocitos (1,3
+ 0,2) e macrofagos (2,1 + 0,2).

Groppetti et al. (2010) observaram a presenca de bactérias no Utero durante a
fase folicular e no anestro, concordando com o estudo de Watts, Wright e Lee
(1998). Além disso, relataram a presenca de células plasméticas, linfécitos e
eosindfilos que até entdo ndo haviam sido descritos em cadelas.

O uso da citologia endometrial em cadelas pode ser uma ferramenta
diagnéstica para o acompanhamento e evolucdo das desordens reprodutivas, pois
ela reflete as alteragBes estruturais do endométrio em seu estado fisiolégico e
patolégico. No momento em que houver avancos nas técnicas de obtencdo das
amostras, esta serd uma realidade no auxilio do diagnostico das desordens uterinas
(WATTS; WRIGHT; LEE, 1998; GROPPETTI et al., 2010; BASTAN et al., 2012).

2.3.8. Tratamento e progndéstico

O tratamento de escolha na maioria dos casos de piometra €
ovariosalpingohisterectomia, o que € bem sucedida em 83 a 100% dos casos. Este
procedimento combinado com antibioticoterapia melhora as alteragdes
hematoldgicas e imunoldgicas por volta de sete dias apdés a cirurgia. Embora o
tratamento ndo deva ser retardado, os pacientes devem ser estabilizados antes da
cirurgia, através da administracdo de fluidos intravenosos e antibiéticos de amplo
espectro (BARTASKOVA et al., 2007; VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-
ONCLIN, 2008).

Nas cadelas com agregado valor reprodutivo, estas podem ser submetidas ao
tratamento conservador. Uma variedade de farmacos luteoliticos e uteroténicos pode
ser utilizada (FOSSUM, 2005). A administracao de prostaglandina (PGF2a) promove
a lutedlise com consequente reducdo das concentracbfes de progesterona
plasmatica, o que induz ao relaxamento do colo uterino, contratibilidade miometrial e
promove a drenagem das secrecoes uterinas. A cabergolina, agonista
dopaminérgico, diminui atividade lUtea por supressdo da prolactina. O aglepristone
bloqueia as atividades da progesterona por se ligar aos seus receptores
(ETTINGER; FELDMAN, 2004; FOSSUM, 2005; SLATTER, 2007;
VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008).
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A terapia antimicrobiana de amplo espectro deve ser administrada durante
todo o protocolo e sua escolha sera conforme a cultura, identificagdo e sensibilidade
das bactérias envolvidas. O tratamento dura cerca de 10 al4 dias apos a resolucao
completa da piometra, avaliada por ultrassonografia, exame fisico e exames de
sangue. Para evitar a recorréncia da infec¢cdo, a regeneracdo do Utero € feita
mediante o prolongamento do anestro, através do uso do Mibolerone. Ao se
interromper o tratamento, o estro sera observado a partir de algumas semanas ou
meses (ETTINGER; FELDMAN, 2004; FOSSUM, 2005; SLATTER, 2007;
VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008).

Cadelas submetidas ao tratamento conservador devem ser reavaliadas entre
dois e cinco dias do inicio do tratamento e, caso ndo respondam positivamente ao
protocolo utilizado, a ovariohisterectomia deve ser considerada. A incidéncia da
recorréncia de piometra ap0s o tratamento médico ainda € controverso, ha relatos
de recorréncia entre 10 e 77%. A taxa de concepcao, em cadelas tratadas, varia de
50 a 75%, dependendo da idade do animal, mas a fertilidade em geral € maior nas
mais jovens (ETTINGER; FELDMAN, 2004; SLATTER, 2007;
VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008).

Apesar de tratamentos modernos, a taxa de mortalidade para a piometra
canina € de cerca de 4%. O Obito esta relacionado a lesdo miocardica secundaria a
endotoxemia, inflamacéo, infeccdo bacteriana disseminada e ao infarto (AROCH,;
KLEMENT; SEGEV, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segev%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15715050
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental

O experimento foi delineado na seguinte ordem: a) caracterizacao da citologia
endometrial de cadelas sadias de acordo com a fase do ciclo estral; b) influéncia do
isolamento bacteriano uterino na citologia endometrial; c) influéncia da hiperplasia
endometrial cistica na citologia endometrial; d) caracterizacdo do perfil citologico

endometrial de cadelas com piometra.

3.2. Animais e Local de execucao

Para esta pesquisa foram selecionadas 138 cadelas (Canis familiaris) de
diferentes racas, provenientes do Projeto de Castracdo (n = 105) e do atendimento
(n = 33) do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Este
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com o numero de protocolo
046/13.

As fémeas do Projeto de Castracdo eram saudaveis, de acordo com 0 exame
clinico proposto (FEITOSA, 2008), e foram divididas em dois grupos: grupo 1 - 62
fémeas com o ciclo estral ndo determinado; grupo 2 - 43 fémeas com a fase do ciclo
estral conhecido através do exame fisico e citologia vaginal (OLSON et al., 1984) e
classificadas de acordo com as fases do ciclo estral em: proestro (n = 21), estro (n =
4), diestro (n = 14) e anestro (n = 4). Das cadelas do grupo 2 (n = 43) foram colhidas
amostras do contetdo intra - uterino por meio de swabs dos cornos e submetidos
ao cultivo bacteriano e a testes bioquimicos.

Do atendimento clinico-cirargico, foram incluidas 33 cadelas que
apresentaram suspeita de piometra no exame clinico e aumento do diametro uterino
na ultrassonografia (HAHN, 2003; PRETZER, 2008). Os sinais clinicos considerados
no exame foram inapeténcia, polidipsia, poliuria, letargia, distensdo abdominal e
secrecédo vaginal (DOW 1959; FELDMAM; NELSON, 2004; SMITH, 2006).

Para a caracterizagdo da citologia endometrial foram colhidas amostras de

138 cornos uterinos por meio da raspagem do endométrio utilizando a escova
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ginecoldgica cytobrush. Para a avaliacdo histopatologica foram colhidos fragmentos

de cada corno uterino e conservados em formol a 10%.

3.3. Avaliagdo Macroscopica

Todos o0s animais foram submetidos a ovariosalpingohisterectomia
(SLATTER, 2007) e os uteros colhidos, armazenados em sacos plasticos estéreis,
refrigerados e encaminhados para o laboratorio. No méximo de duas horas apos a
cirurgia, os Uteros foram inspecionados macroscopicamente em relacdo a presenca
ou nado de alteracdes inflamatorias (hiperemia, exsudato purulento e espessamento
da parede). Foram inseridos no grupo piometra apenas os Uteros que continham na

aspiracdo secrecao purulenta ou piohemorragica.

3.3. Isolamento Bacteriano

A colheita do material para o isolamento bacteriano foi realizado nas amostras
do grupo 2 (n = 43) da castracdo com o auxilio de swab estéril passado em toda

extensao da mucosa uterina de cada corno.

O processamento microbiolégico das amostras foi conduzido em paralelo
com a cepa controle de E. coli (ATCC 25922) (Microbiologics®). As amostras
colhidas foram transferidas para tubos de ensaio estéreis e analisadas conforme
Coggan (2008). A identificacdo dos micro-organismos isolados foi realizada por
testes bioquimicos usando o Kit Enterobactérias - 510918 (Laborclin®, Pinhais,
Brasil).

Das amostras com crescimento bacteriano, mas sem a identificacao de E.
coli, as coldnias foram submetidas a coloracdo de Gram - 620520 (Laborclin®)
contendo solucdes de corante Violeta Genciana, Fucsina, fixador Lugol e descorante

a base de alcool-acetona, de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
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3.4. Citologia Endometrial

A citologia endometrial foi realizada em todas as amostras uterinas (n = 138)
por meio da raspagem do endométrio do corno uterino utilizando escova
ginecoldgica (cytobrush) (KASIMANICKAM et al., 2005). Dois esfregacos em laminas
histoldgicas previamente higienizadas foram confeccionados e corados por Panotico
Réapido (Renylab®, Barbacena, Brasil). Cada lamina foi examinada em microscopia
de luz com objetiva de 100. Foi realizada a contagem das populacdes celulares
compostas por: células endometriais e leucécitos. As contagens foram realizadas até
o total de 200 células/lamina de forma aleatéria e feita por dois avaliadores

experientes.

3.5. Andlise histopatoldgica

Fragmentos de 2 cm? foram colhidos através da secc¢do transversal do terco
médio de ambos os cornos uterinos e conservados em formol 10% e processadas
segundo Tolosa et al. (2003). A interpretacdo dos achados histologicos foi realizada
conforme a metodologia de Dow (1959) adaptada por Weiss (2004), de acordo com
a Tabela 1.

Tabelal- Classificacdo das alteragBes histolégicas de acordo com o comprometimento celular,

aspecto e tipos de células inflamatérias

Classificacéo Alteracéo Aspecto Células Caracteristicas
I Infiltrado Sem Leve infiltrado Polimorfonucleares Células inflamatdrias
inflamatdrio caracterizagao inflamatério na mucosa e
de hiperplasia muscular
I Leve Hiperplasia Leve infiltrado Linfocitos, Infiltrado inflamatério
leve inflamatério plasmdcitos e na mucosa
neutrafilos
Il Moderada Dilata¢édo Infiltrado Neutrofilos e Congestéo e
cistica das inflamatério macréfagos hemorragia difusa
glandulas difuso e moderada
endometriais acentuado
IV Acentuada Dilatacédo Eosinofilico Neutrofilos, Infiltrado inflamatério
cistica das amorfo linfocitos e com focos
glandulas plasmécitos hemorragicos

endometriais
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Fonte: adaptada de Dow (1959) por Weiss (2004)

3.5. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada como o auxilio do programa
estatistico Minitab 16 (Minitab Inc®, Pennsylvania, USA). Os dados da analise
descritiva foram apresentados em média e erro padrdo da média. Para avaliar as
comparacdes entre grupos, inicialmente, realizou-se o Teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificar se os dados apresentavam ou nao distribuicdo normal, sendo que
todas as varidveis exibiram comportamento ndo paramétrico. As variaveis acima de
trés grupos foram comparadas através do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) e as que
tinham dois grupos pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). Para comparar a diferenca
de proporcédo de animais com hiperplasia endometrial cistica entre as fases do ciclo
estral foi usado o teste de qui-quadrado (p<0,05). Os conceitos utilizados bem como
a interpretagéo dos dados foram feitas de acordo com Vieira (2003).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho mostra a importancia do ciclo estral na interpretacéo da
citologia endometrial em cadelas, uma vez que houve diferenca na fase de anestro.
Além disso, demonstrou que ha diferencas no perfil citolégico de cadelas normais
com e sem isolamento bacteriano e que a hiperplasia endometrial cistica néo
interfere na citologia endometrial. Por fim, mostrou que a piometra influencia
significativamente na citologia endometrial independente da classificacdo das
alteracdes histologicas.

As células inflamatérias estiveram presentes em todas as fases do ciclo
estral, sendo os neutréfilos as células mais representativas tanto na citologia de
cadelas sadias como na piometra. Este resultado corrobora com os achados de
Watts, Wrigth e Lee (1998) e Groppetti et al. (2010) que utilizaram para a colheita
das amostras o lavado uterino de baixo volume através da canulacédo transcervical e
Bastan et al. (2003) o swab uterino.

Na literatura consultada ndo foram encontradas pesquisas, em cadelas, que
utilizaram a mesma metodologia de colheita, leitura e interpretacdo utilizada neste

experimento. No entanto, ndo houve a intencdo de comparar as técnicas de colheita.
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Um fator importante na pesquisa foi que, pelo fato de as amostras serem colhidas de
Uteros apods a cirurgia houve a possibilidade de padronizar o local, a for¢a e o tempo.
De acordo com Watts, Wrigth e Lee (1998), fatores como o volume e concentracéo
de células recuperadas a partir da lavagem uterina, a quantidade de fluido
centrifugado e a distribuicdo das células nas laminas podem influenciar na

quantificacao.

4.1. O ciclo estral influencia na citologia endometrial

Ao comparar a citologia endometrial entre as fases do ciclo estral, houve
diferenca apenas em relacdo ao anestro que apresentou um menor numero de
neutrofilos 0,75 + 0,59% e maior contagem das células do epitélio endometrial 99,25
+ 0,59%. Quando se comparou a citologia endometrial de cada fase do ciclo estral
com 0s animais do grupo sem a identificacdo do ciclo estral, também houve
diferenca no anestro para o numero de neutrofilos e células do epitélio endometrial
(Figura 1A; 1B). Os animais sem identificagdo do ciclo estral apresentaram maior

ndmero de neutrofilo e menor nimero de células do epitélio endometrial.

Neutréfilos (a) Células de descamagdo (b)

10 *
b Numero de animais
a a *
a - Proestro = 21

-Estro=4
- Diestro = 14

80 - Anestro = 4

80 - Geral = 105

40

0

% células
% células

Eosindfilos (c) Basdfilos (d) Linfécitos (e)

% células
o
% células

Figura 1. Caracterizacdo da citologia endometrial de cadelas sadias classificadas de
acordo com a fase do ciclo estral. Nota: Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05); letras a e b
diferem entre as fases do ciclo estral; * difere entre as fases do ciclo estral e o grupo
geral; avaliag&o do ciclo estral feita de acordo com Olson et al. (1984)

Os resultados concordaram com Watts, Wrigth e Lee (1998) que mostraram

que os neutrofilos sdo as principais células de defesa encontradas nas fases de
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proestro (88 = 6%), estro (77 + 100%) e diestro (90 = 13%). Apenas diferiu em
relacdo a fase de anestro onde estes autores verificaram que apenas 45 + 25% dos
leucocitos eram neutrofilos.

Apesar de nao haver diferenca significativa, as maiores proporcdes de
neutrofilos foram identificadas no diestro (Figura 1A), semelhante ao encontrado por
Watts, Wrigth e Lee (1998) e Chu, Lee e Wright (2006) ao analisar a histologia do
epitélio luminal e glandular uterino de cadelas saudaveis.

As células endometriais foram observadas em todas as fases do ciclo. No
entanto, as maiores médias foram vistas no anestro (Figura 1B), periodo em que
ocorre a involucao uterina (GROPPETTI et al., 2010). Enquanto que os linfdcitos,
apesar de nao haver diferenca estatistica, estavam em maiores propor¢cdes no
proestro e diestro (Figura 1E). Watts, Wrigth e Lee (1998) e Groppetti et al. (2010)

descreveram sua maior presenca nos periodos de anestro e diestro.

4.2. O isolamento bacteriano uterino interfere na citologia endometrial em

cadelas clinicamente saudaveis e sem alteracdes histolégicas

Foram colhidas amostras de contéudo intra-uterino de 43 cadelas com utero e
secrecdo uterina normal e, destas amostras, realizado o exame de cultivo
microbiolégico. Houve crescimento bacteriano em 19/43 (44,18%) das secrecdes e
observou-se a presenca de bactérias de morfologias variadas, mas sem a
identificacdo bioguimica da E. coli.

Houve maior nimero de isolamentos de cocos gram-positivos catalase -
positivo seguido por bacilos gram-positivos e por cocos e bacilos gram-negativos. Os
cocos gram-positivos catalase - positivos foram classificados no género
Staphylococcus (LEVY, 2004).

Resultados semelhantes foram encontrados por Baba et al. (1983) que
detectaram o crescimento microbiano em 48/78 (61,5%) amostras de utero de
cadelas sadias. Desse total, os autores nao identificaram patégenos na maioria das
amostras positivas. Diferentemente, Maksimovic et al. (2012) e Olson e Mather
(1978) detectaram a presenca de agente microbiano em amostras de uUtero de
cadelas sds em apenas um animal de um total de cées equivalente a 40 (2,5%) e 22

(4,5%), respectivamente. A auséncia de isolamento de E. coli nos Uteros sadios
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permite inferir que provavelmente esse agente esta ligado com os casos de piometra
canina.

Ao comparar 0os grupos de cadelas sadias sem (n = 16) e com (n = 19)
isolamento bacteriano, houve diferenca apenas na proporcao de neutrdfilos e células
do epitélio endometrial para a fase de proestro (Figura 2A; 2B). Nas demais células

avaliadas ndo houve nenhuma diferenca entre as fases do ciclo estral.
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Figura 2. Comparacdo da citologia endometrial de cadelas sem isolamento bacteriano e histologia
normal com cadelas em durante as fases ciclo estral. Nota: *diferenca significativa nos neutréfilos e
células do epitélio endometrial no proestro entre grupos, através do Teste de Mann-Whitney (p<0,05)

A citologia endometrial nas cadelas com Uteros saudaveis e sem isolamento
bacteriano caracterizou-se no proestro (neutréfilos 2,05 + 0,64 %, eosinoéfilos 0,07 +
0,07 % e células do epitélio endometrial 97,87 + 0,63 %), no estro (neutrdéfilos 4,55 +
1,76 %, eosindfilos 0,83 + 0,83 % e células do epitélio endometrial 94,62 + 1,83 %),
no diestro (neutrofilos 7,87 + 4,07 % e células do epitélio endometrial 92,13 + 4,07
%) e no anestro (neutrofilos 0,24 + 0,24 % e células do epitélio endometrial 99,75 +
0,24 %). Os autores deste estudo consideram que estes valores possam servir como
referéncia fisiolégica para a espécie canina nas diferentes fases do ciclo estral.

Nas cadelas com isolamento bacteriano, 57,9% (11/19) estavam no proestro,
31,6% (6/19) no diestro, 5,3% (1/19) no estro e 5,3% (1/19) no anestro. Watts,
Wright e Whithear (1996) acreditam que microfloras transitorias semelhantes as
encontradas na vagina e cérvix se estabelecem na fase de proestro e estro. Na fase
de proestro existe o predominio de estrégeno o que possibilita maior vascularizacéo,
maior fluxo sanguineo e atividade metabdlica (NASCIMENTO; SANTOS, 2003).
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Diante disso pode-se inferir que a presenca de isolamento bacteriano influéncia o
namero de neutrdfilos e células de descamacao durante a fase de proestro.
Eosinéfilos foram observados nas fases de proestro e estro, como o0 observado por
Groppetti et al. (2010), e apenas nha fase diestro em cadelas com isolamento bacteriano.
Critchley et al. (2001) acreditam que os eosindéfilos sejam carreadores de estrégeno para o
Utero uma vez que foram relatadas na fase folicular. Goericke-Pesch et al. (2010)
verificaram que na cérvix a presenca dos eosinéfilos era influenciada pelo ciclo estral e que

faziam parte do sistema residente do Utero de cadelas saudaveis e ndo prenhas.

4.3. A hiperplasia endometrial cistica ndo interfere na citologia endometrial de

cadelas

Do total de 41 cadelas, saudaveis no exame clinico e sem alteracbes
macroscopicas na inspecao do Utero, 14,6 % (6/41) apresentaram hiperplasia
endometrial cistica (HEC) (Tabela 2). Apesar de ndo haver diferenca significativa da
presenca de HEC, o maior percentual foi observado no diestro (23%). Este resultado
foi inferior ao de De Bosschere et al. (2000), que de 26 cadelas clinicamente
saudaveis, 65,38% apresentaram alteracbes de HEC de forma leve a severa e,
destas, 13 estavam na fase de diestro do ciclo estral.

Resultados semelhantes foram observados por Dow (1959) e Schlafer e
Gifford (2008) que descrevem que o complexo HEC ocorre durante a fase latea do
ciclo reprodutivo. Schlafer e Gifford (2008) e De Bosschere et al. (2002)
relacionaram que cadelas que apresentam HEC tem uma expressao continua de
receptores estrogénicos, como consequéncia, o endométrio fica receptivo para
baixos niveis de estrégeno circulantes o que pode ocasionar uma proliferacdo
continua de glandulas endometriais durante o diestro.

Tabela 2. Namero de cadelas com hiperplasia endometrial cistica durante as fases do ciclo estral na
presenca ou ndo de bactérias

Fases do ciclo estral

Isolamento Proestro Estro Diestro Anestro X
bacteriano
Sem 12,5% (1/8) )% (0/3) 33,3% (2/6) )% (0/2) -
Com 5,4 % (2/13) )% (0/1) 14,3% (1/7) )% (0/1) -
Total 4,3% (3/21) )% (0/4) 23% (3/13) )% (0/3) p= 0,5842

Nota: x° : teste de qui-quadrado (p< 0,05)
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N&o houve diferenca (p = 1,0) entre o nimero de animais sem (3/19) e com
(3/22) isolamento bacteriano que apresentaram HEC, assim como para a citologia
endometrial (figura 3). Cadelas com HEC apresentaram a propor¢cao de neutrofilos
correspondente a 2,82 + 1,12%, eosindfilos 0,33 + 0,11% e células do epitélio
endometrial 96,85 + 1,11%. Groppetti et al. (2010) descreveram que durante a HEC

os linfocitos estavam ausentes e que os neutrofilos corresponderam a 0,6 £ 0,3.

1997 3 Grupo fisiolégico (n = 35)

95{ mE HEC (n=6)

% células
(=]
[4,]

Figura 3 — Citologia endometrial de cadelas com e sem HEC. Nota: Nao houve diferenca
entre 0s grupos, atraves do Teste de Mann-Whitney (p<0,05).

4.4. A piometra interfere na citologia endometrial

Cadelas com piometra apresentaram maiores propor¢cdes de células
inflamatérias, principalmente, na porcentagem de neutréfilos e linfécitos quando
comparadas a cadelas com condi¢des uterinas normais (Figura 4A; 5A; 5B). O que

concorda com o descrito por Groppetti et al. (2010) e Bastan et al. (2003).
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Figura 4 — Influéncia da piometra na citologia endometrial de cadelas (A) Classificacdo Histoldgica
(B). Nota: (a) letras diferentes significam diferenca entre grupos, através do teste de Mann-Whitney
(p<0,05); (b) letras diferentes significam diferenca significativa entre os niveis de alteracdes

histolégicas, através do teste de Kruskal-Wallis (p<0.05).

Na classificacdo histopatolégica nenhuma amostra correspondeu a
classificacdo do infiltrado inflamatdrio o que colabora com Weiss (2004). As demais
cadelas apresentaram a classificacao leve (n = 7), moderada (n = 12) e acentuada (n
= 9). Nao houve diferenca entre as propor¢cdes de células inflamatérias para a
classificacdo das alteracdes histoldégicas adaptadas de Dow (1959) modificada por
Weiss (2004) (Figura 4B; 6). Contudo as maiores médias de neutrofilos foram em
cadelas classificadas como moderado (70,04 + 6,93).

Neste trabalho a proporcdo de neutréfilos nas cadelas com piometra
correspondeu a 60,30 + 4,32%, enquanto que eosindfilos 0,14 + 0,09%, linfécitos
1,71 + 0,52%, macrofagos 0,76 + 0,3% e células do epitélio endometrial 37,08 +
4,41% (Figura 4A). Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Groppetti
et al. (2010) nas cadelas com piometra, com maior predominancia de neutréfilos. A
piometra apresentou uma proporcao de neutréfilos mais elevada quando comparada
a HEC (2,82 + 1,12%) e a fase do diestro de cadelas saudaveis sem inflamacéo

uterina (7,87+ 4,07%)).
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(A) (B)

Figura 5: Citologia endometrial de cadelas: (A) Clinicamente saudaveis e sem enfermidades uterinas
com presenca de células do epitélio endometrial; (B) Piometra com a presenca de neutrdfilos,
linfécitos, macréfagos e células do epitélio endometrial. Aumento de 40. Coloragcdo Panético Rapido
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Figura 6- Classificacdo histopatoldgica do Utero de cadelas com piometra de acordo com Dow (1959)
adaptada por Weiss (2004) e com o utero normal; (A1) Classificagao acentuada aumento 10; ( A 2)
aumento de 40; (B) Classificacdo moderada aumento de 10; (C) Classificacdo Leve aumento de 10;
(D1) atero normal sem alteragdes histol6gicas aumento 10 (D2) aumento de 40. Coloracdo de
Hematoxilina e Eosina.
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5. CONCLUSOES

A citologia endometrial € uma ferramenta Gtil no conhecimento das variacfes
citolégicas e que a fase do ciclo estral influencia a citologia endometrial. A
hiperplasia endometrial cistica e o isolamento bacteriano n&o interferem na citologia
endometrial. A piometra influencia a citologia endometrial independente da
classificacdo das alteracdes histologicas, sendo os neutréfilos as células mais

presentes.
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