UNIVERSIDADE METROPOLITANA DE SANTOS

KARINA D’ELIA ALBUQUERQUE

CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DA PIOMETRA E
SUA RELACAO COM A HEMOSTASIA NA ESPECIE CANINA

Santos
2019



KARINA D’ELIA ALBUQUERQUE

CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DA PIOMETRA E
SUA RELACAO COM A HEMOSTASIA NA ESPECIE CANINA

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Medicina Veterinaria no Meio
Ambiente Litordneo da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Metropolitana de
Santos, para a obtencdo do titulo de Mestre em
Medicina Veterinaria.

Area de concentrac&o:
Medicina Veterinaria

Orientadora:
Profa. Dra. Cristina de Fatima Lucio

Santos
2019



FOLHA DE AVALIACAO

Nome: ALBUQUERQUE, Karina D’Elia
Titulo: Caracterizacéo clinica e histopatologica da piometra e sua relagdo com a

hemostasia na espécie canina”

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Medicina Veterinaria no Meio
Ambiente Litordneo, na Faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade
Metropolitana de Santos, para a obtengdo do
titulo de Mestre em Medicina Veterinaria.

Data: / /

Banca Examinadora
Prof.Dr.

Instituicao:

Prof.Dr.

Instituicdo:

Prof.Dr.

Instituicdo:




RESUMO

Albuquerque, K. D. Caracterizacao histopatologica da piometra e sua relagdo com a
hemostasia na espécie canina [Clinical and histopathological characterization of
pyometra and its relation to hemostasis in the dog]. 2019. 65f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Metropolitana
de Santos, Santos, 2019

A piometra € uma afeccdo uterina que acomete cadelas sob acdo da progesterona. Trata-
se de uma afeccdo grave que ainda desafia 0 médico veterinario no momento de
determinar o prognostico do paciente. O objetivo deste experimento foi avaliar os
diferentes graus de lesdo uterina promovido pela piometra em cadelas e sua influéncia na
concentracdo dos fatores de coagulacdo. Para a realizacdo do experimento, foram
selecionadas 12 cadelas em diestro citoldgico, submetidas a ovario histerectomia (OHE)
eletiva, compondo o grupo diestro e 15 cadelas diagnosticadas com piometra cujo
tratamento foi a OHE, compondo o grupo piometra. Foi colhido sangue previamente ao
procedimento cirdrgico, de todas as fémeas, para realizacdo de hemograma completo,
proteina plasmatica (PT), funcdo renal, funcdo hepéatica e analise dos fatores de
coagulacao: contagem de plaquetas, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio. Ainda, foram coletados trés fragmentos uterinos
das seguintes regides: corno uterino direito, corno uterino esquerdo e corpo do Utero para
avaliacdo histopatoldgica. No grupo piometra as cadelas apresentaram valores de
hemécias (5,08 x10%/uL + 1,64), hematocrito (31,47% + 8,20) e hemoglobina (10,48
g/dL + 3,45) abaixo dos valores de referéncia, diferente do grupo diestro, em que o
valores estavam dentro da normalidade (hemécia: 6,40 x105%/uL + 1,15; hematdcrito:
47,17% + 4,78; hemoglobina: 15,66 g/dL + 1,63). A dosagem de proteina total no grupo
piometra estava acima do valor de referéncia (8,18 g/dL + 0,84), enquanto o grupo diestro
apresentou valor dentro da normalidade. Ainda, fémeas do grupo piometra apresentaram
leucocitose acentuada (37920 x10%/uL + 16756,67), devido ao processo inflamatorio
gerado pelo quadro de piometra, fato ndo observado nas fémeas em diestro
(8991,67 x10%/uL + 1993,38). O perfil renal (ureia e creatinina) estavam dentro do
intervalo de referéncia grupo diestro (39,50 mg/dl) e grupo piometra (59,73 mg/dl) e a

funcdo hepatica a dosagem de ALT tanto para o grupo piometra e no grupo diestro



respectivamente (60,38 e 34,33 U/L) e a dosagem de fosfatase alcalina (ALP) para o
grupo diestro estava dentro da faixa de normalidade (95,13) diferente do grupo piometra
que esta superior ao valor de referéncia para a espécie (321,53 U/L). O perfil hemostatico
na piometra (plaquetas 260600,00x10%/uL + 151203,17; TP: 7,57 + 1,15 segundos e
TTPa: 21,18 £ 8,41 segundos e fibrinogénio: 368,93 + 153,68 mg/dl) nao apresentou
diferenca com o grupo diestro (plaquetas: 320250,00x10%/uL +79713,36; TP:
7,35 + 0,49 segundos; TTPa: 17,84 £ 5,15 segundos e fibrinogénio:
424,33 £ 173,34 mg/dl). Apesar de ndo haver diferenca estatistica, foi observado TTPa
superior ao limite da normalidade no grupo piometra. Na analise histopatoldgica, 0s
fragmentos uterinos foram classificados como diestro ou piometra, e no grupo piometra
as laminas foram classificadas em tipo I, Il, 111, conforme caracteristicas do tecido. Na
analise histopatolégica foi possivel verificar que a presenca de dilatacdo cistica de
glandulas endometriais, processo inflamatdrio polimorfonuclear/eosinofilico, difuso e
acentuado e processo inflamatdério em mucosa, foram diferenciais para o diagnéstico da
piometra em relacdo ao diestro. Com base nos achados, pode-se concluir que é de grande
importancia o diagnostico precoce de cadelas com piometra, para que se tenha um

prognostico favoravel no que se diz respeito a hemostasia, funcao renal e hepatica.

Palavra-chave: hiperplasia endometrial cistica, cadelas, fatores de coagulacéo,

progesterona.



ABSTRACT

Albuquerque, K. D. Histopathological characterization of pyometra and its relation
to hemostasis in the dog [Caracterizacao clinica e histopatologica da piometra e sua
relacdo com a hemostasia na espécie canina] 2019. 65f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Metropolitana
de Santos, Santos, 2019

Pyometra is a uterine condition that affects bitches under the action of progesterone. It is
a serious condition that still challenges the veterinarian when determining the patient's
prognosis. The objective of this experiment was to evaluate the different degrees of
uterine injury promoted by pyometra in bitches and their influence on the production of
coagulation factors. For the experiment, 12 female dogs were selected on cytological
dystrophy, submitted to elective hysterectomy, constituting the diestrous group and 15
female dogs diagnosed with pyometra, whose treatment was OSH, comprising the
pyometra group. Blood samples were taken before the surgical procedure, from all
females, for complete blood count, renal function, liver function and coagulation factors
analysis: platelet count, prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time
(@PTT) and fibrinogen. In addition, three uterine fragments were collected from the
following regions: right uterine horn, left uterine horn and uterine body for
histopathological evaluation. In the GP group, the bitches presented values of red blood
cells (5.08 x106 / uL & 1.64), hematocrit (31.47% =+ 8.20), and hemoglobin (10.48 g/ dL
+ 3.45) below the values (hematocrit: 47017% =+ 4.78, hemoglobin: 15.66 g / dL * 1,
hematocrit, hematocrit, 63). The total protein dosage in the pyometra group was above
the reference value (8.18 g/ dL = 0.84), while the diestrous group presented a value within
normal limits. Still, pyometra group females presented marked leukocytosis (37920 x103
/ uL £ 16756,67), due to the inflammatory process generated by the pyometra, a fact not
observed in right-handed females (8991.67 x103 / uL £ 1993,38). The hemostatic profile
on the pyometra (platelets 260600,00x103 / pL + 151203,17; TP: 7.57 + 1.15 seconds and
aPTT: 21.18 £ 8.41 seconds and fibrinogen: 368.93 = 153.68 mg / dl) showed no
difference with the diestrous group (platelets: 320250,00x103 / uL + 79713,36; TP: 7,35
* 0,49 seconds; aPTT: 17.84 £ 5.15 seconds and fibrinogen: 424.33 £ 173.34 mg / dl),

although there was no statistical difference, aPTT greater than the limit of normality was



observed in the pyometra group. In the histopathological analysis, the uterine fragments
were classified as diestrous or pyometra, and in pyometra group the slides were classified
as type I, Il, 111, according to tissue characteristics. In the histopathological analysis it was
possible to verify that the presence of cystic dilation of the endometrial glands,
polymorphonuclear/eosinophilic inflammatory process, diffuse and accentuated and
inflammatory process in the mucosa, were differential for the diagnosis of pyometra in
relation to the diestrous. In conclusion, the early diagnosis of bitches with pyometra is of
great importance in order to have a favorable prognosis regarding hemostasis, renal and

hepatic function.

Keywords: cystic endometrial hyperplasia, bitches, coagulation factors, progesterone.
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1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida dos cédes corrobora com o aumento de algumas
afeccdes relacionadas com a senilidade. Dentre as alteracGes observadas nas fémeas
caninas idosas, destaca-se a piometra.

A piometra, é caracterizada pelo acumulo de exsudato purulento no interior do
utero, cuja etiologia hormonal ¢é associada a infeccéo bacteriana ascendente (HAGMAN,
2017). A piometra ocorre no diestro, associada a uma anormalidade do endométrio
consequente de uma resposta exagerada ao estimulo da progesterona, propiciando o
desenvolvimento bacteriano (HAGMAN, 2012). Os fatores predisponentes s&o
pseudociese, nuliparidade, administracdo exdgena de estrogeno e progesterona e
disfuncdo na fase do ciclo estral (HOLST et al., 2013).

Os sinais clinicos associados a piometra sdo secrec¢ao purulenta vaginal, quando a
fémea apresenta a cérvix aberta, polilria, polidipsia, desidratacdo, apatia, anorexia,
vomitos, diarreia, febre ou hipotermia e sensibilidade abdominal (JITPEAN et al., 2012).
Os sinais clinicos podem progredir para choque ou morte, principalmente pela
insuficiéncia renal, que é uma das complicacBes da doenca, aumentando a taxa de
mortalidade destas cadelas (GARCIA FILHO et al., 2012).

O diagndstico se da no periodo de 30 dias até 2 meses apds o0 estro e € baseado na
historia clinica do paciente, exames laboratoriais e de imagens (GARCIA FILHO et al.,
2012). Em quadros avancados da doenga, principalmente quando a cérvix esta fechada, o
utero se encontra distendido e as paredes delgadas, o endométrio esta atrofiado e com
infiltrados de linfécitos e plasmdcitos, podendo resultar em sepse (ETTINGER,;
FELDMAN 2004). A sepse € a principal causa de morte em animais, e isto se da devido
a endotoxemia e consequente perda do equilibrio entre os mediadores sollveis proé-
inflamatorios e anti-inflamatérios, levando a uma disfuncéo hemostatica (GONCALVES,
2010).

As coagulopatias podem ser desencadeadas em pacientes com enfermidades que
culminam em quadros clinicos graves. Dentre as possibilidades diagnosticas pode-se
realizar o coagulograma, representado dentre outros exames, pelo tempo de protrombina
(TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). Neste exame é possivel detectar

aumento do tempo de coagulagdo, que pode ser consequéncia da baixa producdo dos
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fatores relacionados a hemostasia ou, a ativagao da coagulacao, que por sua vez, promove
0 consumo destes fatores (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

Contudo, a avaliacdo do perfil de coagulacéo ndo é realizada com frequéncia pelos
clinicos e cirurgides veterinarios e, tendo em vista as graves consequéncias que podem
ser observadas quando ocorrem estas alteracdes na piometra, a determinacédo do perfil de
coagulagdo é de suma importancia para auxiliar o médico veterinario na determinagéo do
progndstico do paciente, além de permitir medidas profilaticas durante o periodo pré

operatorio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS ANATOMICOS E HISTOLOGICOS DO UTERO

O utero esté localizado em regido abdominal e consiste em uma estrutura tubular
continua a partir da vagina que bifurca em dois cornos uterinos. Sua parede € formada
por endométrio, miométrio e perimétrio. O endométrio € constituido por epitélio
superficial simples cilindrico, podendo ser cubico em algumas areas (MONTEIRO et al.,
2009). O endométrio apresenta glandulas responséaveis por sintetizar, secretar e
transportar substancias essenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento do embrido
(SPENCER; BAZER, 2004). Alteracfes, tanto estruturais quanto funcionais, podem
ocorrer de acordo com a fase do ciclo estral, devido a agdo dos hormonios progesterona
e estradiol (ETTINGER; FELDMAN, 2004). A progesterona estimula o crescimento, a
proliferacdo e aumento da secrecdo das glandulas endometriais, o fechamento cervical e
a supressdo das contracBes miométricas. A resposta leucocitaria local e a resisténcia do
utero a infecgcdo bacteriana também diminuem sob a acdo deste horménio (HAGMAN,
2018).

O miométrio consiste em uma camada circular de musculatura lisa, localizada
abaixo do endométrio (BANKS, 1992). O estrato vascular, localizado entre as camadas
do musculo liso do miométrio € uma camada espessa com inimeros vasos sanguineos
(NASCIMENTO; SANTOS, 2003).

O perimétrio consiste em tecido conjuntivo frouxo coberto pelo mesotélio
peritoneal. Células musculares lisas, numerosos vasos linfaticos e sanguineos e fibras
nervosas estdo presentes nesta camada (PRIEDKALNS, 1982).

A cérvix é uma estrutura tubular que comunica a vagina cranial e o corpo uterino
encontrando-se intrapélvica, localizada entre o reto e a vesicula urinéria. Sua fungéo é
semelhante a de um esfincter, pois ela controla a comunicacdo entre Utero e vagina,
possuindo um lamen estreito, pregas longitudinais na mucosa e camada muscular mais
firme do que as demais estruturas (BANKS, 1992). Ao corte histolégico a cérvix é
formada por epitélio simples cilindrico e inimeras células mucigénicas e caliciformes,
que sdo responsaveis pelo aumento do muco em periodos como estro e gestacdo
(PRIEDKALNS, 1982).
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2.2 CICLO REPRODUTIVO DA CADELA

A cadela é uma fémea monoéstrica, isto &, exibe apenas um ciclo estral por época
reprodutiva. A puberdade é alcangada entre 6 e 14 meses, com variacdo entre racas
(CONCANNON, 2011). O intervalo de tempo entre o inicio e fim de um ciclo reprodutivo
pode levar de 4 a 12 meses, com média geralmente de 6 meses em decorréncia de
variagdes nutricionais, individuais, sazonais e raciais (NELSON; COUTO, 2006).

Apesar das cadelas apresentarem ciclos ovarianos ao longo do ano, h&d uma certa
concentracdo dos cios no final do inverno e comeco da primavera de forma que os filhotes
nascam em um ambiente mais favoravel (ETTINGER; FELDMAN, 2004). A reproducao
da cadela é indicada, em média, até os 7 anos de idade. A medida que as fémeas caninas
vao envelhecendo, varias mudangas podem ocorrer, COmo 0 progressivo aumento no
intervalo interestro, reducdo no tamanho das ninhadas, aumento na ocorréncia de defeitos
congénitos e distocias. Entretanto, cadelas saudaveis apresentam ciclos estrais durante
toda a vida, diferentemente da espécie humana que apresenta a menopausa com
interrupcdo da atividade reprodutiva (POPPL, 2008).

O ciclo estral da cadela compreende quatro fases caracteristicas, o proestro, o0 estro
e o diestro e sdo intercaladas por um periodo de repouso reprodutivo, o anestro. A
variacdo individual e entre racas na duracdo do intervalo entre ciclos estrais é sobretudo
devido a variacdo na duragdo do anestro (40 a 270 dias, em média 120 dias) e em menor
grau do diestro, também chamado de fase latea (60 a 90 dias, em média 65 dias). Também
é observada variacao individual na duracdo do proestro (2 a 15 dias, em média 9 dias) e
estro (3 a 12 dias, em média 10 dias) (OLIVEIRA; MARQUES JUNIOR; NEVES, 2003;
CONCANNON, 2011).

A cadela, de forma semelhante a outras espécies, tem um padrdo ciclico de
crescimento folicular e ovulacdo determinado por interagbes hormonais do eixo
hipotaldamico — hipofisario — gonadal. Entretanto, possui particularidades no ciclo estral
que a diferem de outras fémeas, dentre elas a ovulacdo de ovdcitos primarios, cuja
maturacdo final ocorre nas tubas uterinas, luteinizacdo pré-ovulatéria dos foliculos
tercidrios e manutencdo de corpos lUteos ativos mesmo que ndo ocorra gestacao
(RENTON etal., 1991; FARSTAD, 2000; TSUTSUI et al., 2009; CONCANNON, 2011).
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2.2.1 Proestro

O proestro é caracterizado pelo retorno da atividade reprodutiva e sua duragdo
aproximada é de 10 até 21 dias, com inicio dos sinais clinicos, tais como, edema vulvar,
corrimento vulvar serossanguineo e atragdo do macho. Estas alteracdes sao relacionadas
ao aumento das concentracdes séricas de estradiol produzido pelos foliculos ovarianos
em crescimento. O final do proestro é marcado por um pico de concentragdo serica do
estrogeno que culminard com a liberacdo do pico do hormoénio luteinizante (LH)
(RENTON et al., 1991; CONCANNON, 2011).

O LH ¢ liberado pela hipdéfise anterior de forma pulsatil e estimula a maturacéo,
luteinizacdo e ovulacdo dos foliculos ovarianos (RAMOS, 2014). Observam-se pequenas
ondas de LH nesta fase, e ao final do periodo, alcanca um pico 48 horas antes da ovulacao.
Esta onda pré-ovulatoria de LH tem uma duracdo de 24 a 48 horas (ETTINGER;
FELDMAN 2004). No final do proestro a concentracdo de progesterona comeca a subir

gradualmente, coincidindo com a queda do estradiol (RAMOS , 2014).

2.2.2 Estro

O estro tem duracdo de 3 a 21 dias, com média de 9 dias. Clinicamente, o inicio
do estro € marcado pela regressdo do edema e do corrimento vulvar serosanguineo, além
de receptividade sexual da fémea. Hormonalmente é caracterizado pelo declinio do
estrogeno e aumento da progesterona circulante (BRUGGER et al., 2011;
CONCANNON, 2011).

Na cadela a ovulagéo é esponténea e ocorre, em média 48 horas apds a onda pré-
ovulatéria de LH, com variacao entre 24 e 72 horas. A cadela ovula ovécitos primarios e
a primeira divisdo meidtica se completa no oviduto dentro de trés dias ap6s a ovulagédo
(RENTON et al., 1991; CONCANNON, 2011).
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2.2.3 Diestro

O diestro tem duracdo média de 75 dias, e seu inicio é marcado pelo fim do estro
(ETTINGER; FELDMAN, 2004). A cadela nesta fase ndo atrai 0 macho e apresenta-se
menos ativa, quando comparado ao estro (CONCANNON, 2011). E caracterizada pelo
predominio da progesterona, semelhante ao observado na gestacdo, uma vez que ndo ha
um sistema de reconhecimento da gestacao na espécie canina. Desta forma, o corpo luteo
permanece ativo o tempo de uma gestacdo, apesar de ndo haver feto (POPPL, 2008;
BRUGGER et al., 2011). O final do diestro é caracterizado pela lutedlise, com declinio
ao final da fase, com valores inferiores a 1 ng/mL sinalizando a fase de repouso
reprodutivo.

O Utero apresenta aumento de volume em resposta a prolongada acdo da
progesterona, cerca de 20 a 30 dias ap6s o inicio do proestro. Este aumento coincide com
o0 periodo de maior secrecdo da progesterona (CONCANNON, 2011). Ao final do diestro
a involucdo do utero ocorre entre 1 e 3 meses, representando um dos possiveis fatores

envolvidos na duracao do anestro (POPPL, 2008).

2.3 COMPLEXO HIPERPLASIA ENDOMETRIAL CISTICA — PIOMETRA

A Hiperplasia Endometrial Cistica (HEC) é uma alteracdo uterina que antecede a
piometra e ocorre principalmente em fémeas mais velhas, e isto se da pela exposicdo do
endométrio a elevados niveis de progesterona durante o periodo de diestro. A
progesterona, em concentracdes elevadas por um longo periodo estimula a atividade
secretdria do endométrio, crescimento das glandulas endometriais e inibicdo da atividade
do miométrio promovendo espessamento do tecido uterino, acimulo de secrecdes e
aspecto edematoso do Utero (NELSON; COUTO, 2015). Enquanto ndo houver
contaminagdo, o processo ¢ chamado de HEC, contudo, animais mais velhos, com
diminuigdo da resposta imunoldgica local, podem ter a ascensé@o de bactérias da flora
vaginal para o interior do Gtero. A associacdo da secre¢do das glandulas endometriais a
contaminag&do bacteriana e & menor contratilidade uterina devido a a¢do da progesterona

levam a producéo de secrecdo purulenta no interior do Utero, caracterizando a piometra
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(PRETZER, 2008; VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008). Outro
efeito negativo da progesterona é a maturacdo de antigenos presentes nas células
dendriticas do Utero diminuindo a resposta imunoldgica adequada (HAGMAN, 2018).

A piometra é resultado de alteracfes induzidas hormonalmente no Gtero, que
permitem a ocorréncia de infeccdes secundarias (ETTINGER; FELDMAN, 2004). O
estrdgeno aumenta a quantidade de receptores de progesterona no Utero e acredita-se que
niveis elevados e prolongados de progesterona resultem em hiperplasia endometrial
cistica com acumulo de liquido no interior das glandulas endometriais e limen uterino
(SMITH, 2006; SANTOS, 2014). As concentracdes circulantes de estrogeno e
progesterona geralmente ndo sdo anormalmente elevadas na piometra e acredita-se que
um aumento no numero e na sensibilidade dos receptores hormonais iniciem uma resposta
amplificada (HAGMAN, 2018).

A sintomatologia habitual da piometra torna-se evidente no periodo de 4 a 10
semanas apos o estro, com manifestacdes clinicas associadas principalmente ao sistema
genital. Na piometra de cérvix aberta € comum a secrecdo mucopurulenta, ja na piometra
de cérvix fechada ha auséncia de secrecdo, porém, com quadro sistémico
predominantemente grave (HAGMAN, 2018). A cadela pode apresentar émese, diarreia,
desidratacdo, anorexia, depressdo, letargia, poliuria, polidipsia, febre e distensdo
abdominal (SANTOS, 2014). Os sinais podem progredir para o choque ou morte
(EVANGELISTA, 2010). A insuficiéncia renal aguda é uma das principais complicacbes
da enfermidade, elevando a mortalidade em 70% (EVANGELISTA, 2010).

A piometra pode ser classificada de acordo com a abertura ou fechamento da
cérvix. Na piometra de cérvix aberta havera presenca de corrimento vaginal e 0s cornos
uterinos ndo apresentam dilatacdo intensa. Na piometra de cérvix aberta ha presenca de
maior infiltrado neutrofilico resultando na producao da enzima colagenase, a qual degrada
0 colageno e promove aumento da permeabilidade tecidual e, consequentemente,
relaxamento da cérvix (KUNKITTI; SRISUWATANASAGUL; Ja na piometra de cérvix
fechada ndo ha presenca de corrimento vaginal e o acimulo purulento intrauterino leva a
distensdo dos cornos uterinos e consequente adelgacamento das paredes uterinas com
atrofia do endométrio e infiltrado plasmocitico e linfocitario (SMITH, 2006). A distensdo
excessiva do Utero pode gerar torcdo e até ruptura uterina, com derramamento de
conteudo purulento em cavidade abdominal agravando o quadro clinico do animal, com
evolucdo répida para peritonite e sepse (GONCALVES, 2010). A piometra de cérvix

fechada ndo apresenta secre¢do vaginal e, como consequéncia do acimulo de secrec¢éo no
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limen uterino apresenta distensdo abdominal e maior presenca de toxinas circulantes, o
que resulta em sinais clinicos intensos quando comparados ao da piometra aberta
resultando mais facilmente em septicemia, podendo resultar em choque, hipotermia e
colapso (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

A principal bactéria encontrada na piometra € a Escherichia coli, esta é residente
natural da flora vaginal, possuindo um sitio de ligagdo no endométrio estimulado pela
progesterona (HAGMAN, 2016). Além da E.coli podem ser encontradas outras bactérias,
tais como Staphylococcus spp e Streptococcus spp, porém em menor frequéncia
(VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008; HAGMAN, 2018).

A ocorréncia da piometra se d& principalmente em cadelas com idade entre 6 e 8
anos. Algumas ragas sdo mais predispostas ao desenvolvimento desta afec¢do, como o
Rottweiller, Golden Retriever, Schnauzer miniatura, Airdale terrier, Cavalier King
Charles Spaniel e Bernese Mountain Dog (JITPEAN et al., 2012).

Na piometra é possivel encontrar azotemia pré-renal em casos de desidrataco,
hipovolemia e sepse, e azotemia renal, resultante de uma perda de néfrons pela formacao
de anticorpos contra antigenos uterinos levando a lesdo glomerular (PRATSCHKE,
2016). A glomerulonefrite imunomediada reduz a capacidade de concentracdo urinaria
devido a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, cuja evolucdo € gradual podendo
levar a insuficiéncia renal (FIGUEIREDO et al., 2017). A associacdo do quadro renal
com a sepse contribui para a alta mortalidade, possibilidade sempre presente,
especialmente em piometra fechada (HAGMAN, 2016; FIGUEIREDO et al., 2017;
JITPEAN et al., 2017).

O diagndstico desta enfermidade é confirmado por meio da avaliacdo dos achados
clinicos e dos sinais apresentados pela cadela, sendo a secre¢do vulvar mucopurulenta
relevante para o diagnostico de fémeas que apresentam piometra com a cérvix aberta
(HAGMAN, 2018). As fémeas com piometra de cérvix fechada, devido ao aumento de
volume abdominal pelo acimulo de secre¢des no lmen uterino, é de extrema importancia
aassociagdo com exames de imagem para o estabelecimento do diagndstico e prognostico
(JITPEAN et al., 2017; HAGMAN, 2018).

Os exames de imagens sdo 0s que mais corroboram para um diagnostico preciso
da piometra, dentre eles estdo a radiografia que permite verificar apenas a distensao da
parede uterina, e a ultrassonografia que é o método mais utilizado e considerado 0 mais
importante para o diagnostico de piometra, pois possibilita evidenciar a espessura da

parede uterina, contetido presente no Utero, tamanho do Iimen e posigéo uterina (NELSO;
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COUTO, 2015).

Além dos exames de imagem, sdo necessarios exames laboratoriais como
hemograma, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, alanina amino transferase e albumina,
devido ao comprometimento sistémico, além de auxiliar na evolucdo clinica no pos-
operatorio (GARCIA FILHO et al., 2012). A leucocitose por neutrofilia com desvio a
esquerda é uma alteracdo frequentemente encontrada na contagem diferencial de células
brancas de fémeas acometidas pela piometra (HAGMAN, 2016). Quando ocorre
neutropenia o prognostico pode ser de reservado a ruim (HAGMAN, 2018). A anemia
normocitica normocrémica e trombocitopenia ocorre nos casos mais cronicos e €
decorrente da diminuicdo da eritropoiese pela toxicidade na medula 6ssea e pela perda de
eritrocitos para a luz uterina (HAGMAN, 2004). Nos achados de bioquimica sérica
podemos observar hiperglobulinemia e azotemia. A azotemia renal é secundéaria a
glomerulonefrite decorrente de deposi¢cdo de imunocomplexos na membrana basal
glomerular (SANT’ANNA et al., 2014). A lesdo glomerular pode culminar em
proteindria, tornando este achado um preditor de doenca renal e, portanto, do progndstico
(JERICO et al., 2015). Independente da azotemia estar ou ndo presente, a filtracdo
glomerular estd diminuida na piometra sugerindo que a doenca afete a perfusdo renal
(HAGMAN, 2018).

A funcdo hepética alterada ¢ menos frequente do que a alteracdo da funcéo renal
em fémeas com piometra. Nesta afec¢do, niveis aumentados de fosfatase alcalina, alanina
aminotransferase (ALT), bilirrubina total, colesterol e trigliceridios indicam dano
hepatocelular em resposta a toxemia ou diminuicdo da circulacdo hepatica por
desidratacdo (HAGMAN, 2018). Ainda, pode ocorrer hipoalbuminemia (perda pela
urina), hiperproteinemia (resposta a desidratacdo) e hiperglobulinemia (estimulo
antigénico cronico) (JERICO et al, 2015).

Coagulopatias, como a coagulagdo intravascular disseminada (CID) podem
ocorrer em pacientes com quadro clinico grave, como no caso da piometra (HAGMAN,
2018). No coagulograma, a CID ¢é caracterizada por aumento no tempo de sangramento
de mucosa oral, no tempo de protrombina e no tempo de tromboplastina parcial ativada,
ainda com importante reducdo nos valores da contagem plaquetaria (GONCALVES,
2010).

A diferenciacdo entre piometra e hiperplasia endometrial cistica (HEC) é um
desafio devido as caracteristicas histolégicas semelhantes apresentadas por ambas

alteracdes (DE BOSSCHERE et al., 2001). Contudo, um animal com piometra apresenta
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elevada resposta inflamatdria, deformacdo cistica das glandulas endometriais e
proliferacdo de fibroblastos, o que caracteriza a gravidade do quadro. O mesmo nao
ocorre na HEC em que a principal alteracdo € a deformacdo cistica da glandula sem a
presenca de processo inflamatério, acompanhada por um fluido uterino estéril, sendo
definido como mucometra ou hidrometra (HAGMAN, 2004).

Dow (1959) propds uma classificacdo baseando-se nas caracteristicas
histopatoldgicas da parede uterina para diferenciar HEC de piometra em quatro
categorias. Estas classificacdes estdo descritas como: | - HEC ndo complicada apresenta
no histopatoldgico hipertrofia glandular sem reacdo inflamatdria; Il - HEC complicada
com presenca de infiltrado de células plasmociticas difusa no estroma, criptas e zonas
subepiteliais do endométrio; 111 - HEC endometrite aguda com visualizacdo de infiltrado
polimorfonuclear nas criptas e camadas profundas do endométrio com abscessos ao redor
das glandulas e inflamagdo do miométrio e; IV - Endometrite cronica caracterizada por
atrofia ou hipertrofia do miométrio e fibrose, poucas glandulas endometriais com
presenca de infiltrado plasmocitico/linfocitico

O tratamento mais comum da piometra € o cirdrgico, sendo indicado para
pacientes com doenca em estado grave, pacientes idosos sem interesse reprodutivo e casos
de piometra de cérvix fechada (SMITH, 2006). Devido a resposta inflamatéria sistémica,
associado as endotoxinas, produzidas pela E. coli, a fémea pode apresentar disfungdes em
maultiplos 6rgdos, levando a necessidade de estabilizacdo dos pacientes graves, com
correcdo dos desequilibrios eletroliticos e acidobasicos previamente ao procedimento
cirargico associado ao uso de antibioticoterapia (JITPEAN et al., 2017; HAGMAN,
2018).

Existe a possibilidade de realizar o tratamento medicamentoso da piometra,
indicado para animais que sao destinados a reproducdo, cadelas impossibilitadas de passar
por um procedimento cirargico devido ao risco anestésico, proprietarios que visam
reduzir o custo do tratamento de piometra e para animais jovens com quadro clinico leve
(VERSTEGEN; DHALIWAL; VERSTEGEN-ONCLIN, 2008). As drogas de elei¢do
para o tratamento medicamentoso da piometra sdo prostaglandinas e antiprogestagenos
(FIENI, 2006).

As prostaglandinas séo utilizadas devido ao seu efeito luteolitico, ou seja,
promove lise do corpo luteo e consequentemente a diminuicdo da concentracdo da
progesterona, restabelecendo a contragdo uterina e abertura da cérvix. Desta maneira,

horas apds sua administracdo haverd eliminacdo do contetdo uterino com a presenca de
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secrecdo vulvar, de inicio purulenta, evoluindo para mucopurulenta, e por fim serosa. A
dose indicada é 0,10- 0,25 mg/kg, via subcuténea, a cada 12/24 horas (FIENI, 2006). Os
efeitos colaterais mais comumente observados referentes a administracdo séo diarreias,
émese, sialorréia, hipotermia e depressao com resolucdo em 1 hora apds a aplicacédo
(FIENI, 2006). Os efeitos adversos podem ser evitados pelo uso prévio de
metoclopramida, via intravenosa, 15 a 20 minutos antes da aplicacdo. Alguns pacientes
podem apresentar efeitos adversos como taquicardia ventricular, chogue e morte, sendo
contraindicada para racas braquicefélicas, devido ao risco de desenvolvimento de
broncoespasmo (NELSON; COUTO, 2015; HAGMAN, 2018).

Outra possibilidade terapéutica no tratamento da piometra € o aglepristone
(Alizin® - Virbac). Ele inibe a agio da progesterona devido ao antagonismo em seus
receptores uterinos, permitindo a contracdo do endométrio e a expulsdo do conteddo
luminal (FIENI; TOPIE; GOGNY, 2014). O protocolo utilizado para a administracdo do
aglepristone é injecdo subcutanea em face interna do membro posterior na dose de 10
mg/kg nos dias 1, 2, 8 e 15, conforme evolugdo do quadro clinico. Pode ser associado ao
cloprostenol, uma prostaglandina sintética, via subcutanea na dose de 1mg/kg nos dias 3
a 7 dias uma vez ao dia (FIENI, 2006). O progndstico no tratamento medicamentoso é
bom, contudo recomenda-se 0 acasalamento no ciclo estral seguinte para diminuir o risco
de recidivas (HAGMAN, 2018).

2.4 HEMOSTASIA

A hemostasia tem por primordial funcdo a manutencdo da fluidez sanguinea,
permitindo sua caracteriza¢cdo como um liquido cuja viscosidade é variavel. A fluidez
sanguinea proporciona um adequado fluxo sanguineo pelos leitos vasculares
possibilitando o carreamento de substratos e catabo6litos para o adequado funcionamento
celular e organico (GONCALVES, 2010). A hemostasia € um processo fisioldgico
regulado que leva a formacao do coagulo de fibrina-plaquetas no local do vaso sanguineo
onde ocorreu a lesdo, envolve interaces dinamicas entre 0s vasos, fatores de coagulacéo,
plaquetas e sistema fibrinolitico. De modo ideal, o coagulo de fibrina-plaguetas deve ser

suficientemente grande para que seja limitada a perda de sangue da pelos vasos, mas
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pequeno o bastante para que seja permitida a perfuséo tecidual adequada (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).
Didaticamente a hemostasia pode ser dividida em trés fases: priméria, secundaria

e fibrindlise, entretanto deve-se ressaltar que 0s trés processos sdo inter-relacionados.

2.4.1 Hemostasia primaria

O inicio da hemostasia primaria depende da acao de trés fatores: parede vascular,
plaquetas e o Fator de Von Willebrand.

Imediatamente apds a lesdo vascular, ocorre vasoconstricao reflexa local, que é
subsequentemente mantida por produtos liberados das plaquetas ativadas, tecidos
lesionados, e pela cascata da coagulagéo. As plaquetas interagem rapidamente com o local
da lesdo, formando o tamp&o hemostatico primario (NELSON; COUTO, 2015).

Os vasos sanguineos possuem atividades antitrombdticas e propriedades pro-
tromboticas. As células endoteliais e 0s megacariocitos produzem o fator de Von
Willebrand. Este fator é necessario para a adesdo plaquetaria e funciona como
transportador do fator VIII na circulacdo sanguinea (CARLOS, 2017). O fator de
VonWillebrand fica armazenado em granulos chamados corpos de Weibel-Palade. As
células endoteliais e 0s megacaridcitos expressam receptores para a trombina, que uma
vez ligada, desencadeia uma série de eventos pro-coagulantes e pré—inflamatorios que
culminam na liberag&o do fator dos granulos (ZACHARY, 2013).

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos, anucleados, derivados de
células da medula 6ssea denominadas de megacariocitos (THRALL, 2015). Na formacéo
das plaquetas, minusculas porcdes do citoplasma separam-se das regides periféricas dos
megacariécitos através de grandes canais de demarcacdo plaquetaria. Setenta por cento
das plaquetas estdo sempre circulando e 30% estdo concentradas no baco (CASTRO et
al., 2006). A producdo das plaquetas, chamada de trombopiese, é induzida pela
trombopoietina, que estimula todos os estagios de megacariocitopoiese e maturagdo. A
medida que os megacariocitos aumentam em nimero e em tamanho, 0 mesmo ocorre com
as plaquetas. A producdo de plaquetas também é estimulada, em menor grau, pela
interleucina-6, pela interleucina-11 e pela eritropoietina. A sintese de trombopoietina

ocorre no figado, na medula éssea e em numerosos outros locais e parece ser regulada de
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forma descendente pela massa de plaquetas (DALMOLIN, 2010). As plaquetas aparecem
na circulacdo entre 3 e 5 dias ap0s o estimulo da produgdo e permanecem na circulagdo
até 8 dias.

As plaquetas participam ativamente no processo de reparo das feridas, sendo as
primeiras células presentes no local do trauma (LOPES et al., 2007). As plaguetas
desempenham fungdes hemostaticas e ndo hemostaticas. Em relacdo as fungdes nédo
hemostaticas as plaquetas sdo importantes na inflamacéo e na cicatrizagdo de feridas. Elas
interagem com leucdcitos e liberam aminas vasoativas, citocinas, mitdgenos e fatores de
crescimento. Os fatores de crescimento contidos nos a-granulos plaguetarios promovem
quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo celular, neovascularizagcdo e deposicdo de
matriz extracelular. Entretanto, a principal funcdo das plaquetas é a hemostatica que
consiste em auxiliar na reparacéo da lesdo vascular e impedir a ocorréncia de hemorragia
por participacdo na formacao do tampédo hemostatico primario (ZHANG et al., 2007).

O valor normal de plaquetas para cdes e gatos estd entre 200.000 a
500.000 plaquetas/u  de sangue (BAKER, 2007). Valores menores que
100.000 plaquetas/uL.  indicam claramente uma trombocitopenia, sendo que até
50.000 plaquetas/uL. ¢ suficiente para prevenir uma hemorragia e com
30.000 plaquetas/uL. ou menos espera-se observar inclusive hemorragia espontanea
(LOPES et al., 2007).

2.4.2 Hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria foi conceitualmente subdividida em trés vias, devido a
descoberta dos diferentes fatores de coagulacdo que comp®e o sistema hemostatico, sendo

elas as vias intrinseca, extrinseca e comum (Figura 1) (GONCALVES,2014).
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Figura 1 — Vias extrinseca, intrinseca e comum da cascata de coagulagao.
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A hemostasia secundaria compreende uma série de reacOes em cascata, cujo
resultado é a formacdo de fibrina a partir do fibrinogénio conferindo estabilidade ao
codgulo (MOROZ, 2008). A ativacdo dos fatores de coagulacdo em presenca de
quantidade suficiente de Ca idnico promove a conversao da protrombina em trombina. A
trombina converte o fibrinogénio em monémeros de fibrina, que envolvem as plaquetas,
as células sanguineas e o plasma, para formar o codgulo caracterizando a fase secundaria
da coagulacdo (VITAL; SOBREIRA; CALAZANS, 2014).

A via extrinseca é considerada a principal via para a formacao da fibrina in vivo.
Os componentes desta via incluem o fator tissular (FT, fator 111), o fator de inibicdo do
fator tissular (IFT) e o fator plasmatico (VII). Através desta via ha formacdo da fibrina
(LOPES et al., 2007).

A via intrinseca é ativada pelo contato do Fator XII com uma superficie
negativamente carregada, geralmente o colageno. Substancias como a calicreina,
precalicreina, e cininogénio de alto peso molecular propagam a coagulacdo. O Fator XIII
(fator estabilizador da fibrina) forma ligacGes covalentes entre os monémeros da fibrina,
tornando-a insollvel e estabilizada. Ao final deste processo obtém-se uma malha de
polimeros de fibrina sobre o alicerce formado pelo endotélio lesado e pelo plug
plaquetario (OLIVEIRA; MARQUES JUNIOR; NEVES, 2003).

A viacomum ¢é a via final da coagulagdo. Neste estagio o fator Xa 2 em associacdo
com Va na superficie de fosfolipidios e na presenca de célcio (complexo trombina)
converte a protrombina (fator 1) em trombina (fator lla). A trombina hidroliza o
fibrinogénio em fibrina (LOPES et al., 2007).

Além da formacéo de fibrina, a trombina tem agéo de ativar as plaquetas através
da liberagdo do FvW e da tromboxana A2, auxilia na manutencgdo do tonus vascular ,

estimula o crescimento celular, ativa a liberacao de leucotrienos para migracao celular e
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quimiotaxia, ativa os pro-fatores e fatores da coagulacéo, ativa o sistema fibrinolitico ao
auxiliar na degradacéo de fatores V, XllI e XI, estimula as células endoteliais a liberarem
endotelinas e fator V (SANTOS et al., 2015). A relacao dos fatores envolvidos na cascata

de coagulacao esta presente no Quadro 1

Quadro 1 — Fatores envolvidos na cascata de coagulacéo.

Fator Nome Meia Vida Plasmética

| Fibrinogénio 1,5-6,3 dias

I Protrombina 2,1-4,4 dias

Il Tromboplastina tecidual

v Calcio

\% Proacelerina 15-24 horas

VI Proaconvertina 1-6 horas

VIII Fator anti-hemofilico 2,9 dias

IX Fator de Christmas 24 horas

X Fator de Stuart 32-48 horas

X Antecesdente de tromboplastina do 30 horas
plasma

X1l Fator de Hageman 18- 52 horas

X1 Estabilizador de fibrina 4,7-7 dias

Precalicreina | Fator de Fletcher 35 horas

Cininogénio

de alto peso Fator de Fitzgeral 6,5 dias

molecular

Fonte: modificado de BAKER, 2007.

2.4.3 Fibrinélise

A fibrindlise ou hemostasia terciaria é o estagio final do processo de reparo apos
a lesdo dos vasos sanguineos sendo muito importante para o restabelecimento do fluxo

sanguineo ao desfazer o coagulo. A hemostasia terciaria é ativada na mesma ocasido da



29

coagulacao, existindo um equilibrio fisioldgico entre as mesmas (EVANGELISTA et al.,
2010).

Uma vez iniciada a formag&o do tampdo hemostatico em sitios de lesdo vascular,
cabe ao sistema fibrinolitico manter o processo de modificacao da viscosidade sanguinea
isoladamente ao local de dano endotelial. O isolamento da fibrindlise previne a ocorréncia
de didteses hemorragicas sistémicas e permite a evolucdo do processo de reparacdo
tecidual pelo organismo (GUYTON; HALL, 2006). Ainda, o sistema fibrinolitico é o
principal mecanismo enddgeno para a protecdo contra trombos e consequentemente
contra obstrugdes vasculares (tromboembolismos) (MOROZ, 2008).

A fragmentacdo da fibrina resulta da acdo proteolitica da plasmina que existe no
organismo sob a forma de um precursor inativo, o plasminogénio. Este é produzido pelo
figado, eosindfilos e pelos rins, apresentando meia vida de 2,2 dias. Por acdo de ativadores
enddgenos ou exdgenos ocorre alteracdo na estrutura molecular do plasminogénio que se
converte em plasmina, cuja acdo é maior no substrato da fibrina e menor no fibrinogénio.
Havendo ciséo da fibrina e do fibrinogénio em varios locais de suas moléculas, resulta
em uma serie de polipeptidios e peptideos conhecidos como produtos de degradacéo do
fibrinogénio e da fibrina (EVANGELISTA et al., 2010). Um desses produtos, a
antitrombina VI, bloqueia a acdo da trombina tendo, portanto, propriedades
anticoagulantes (LANGER; WOLOSKER, 2006). Outras moléculas proteicas
anticoagulantes expressas nas membranas endoteliais como a trombomodulina e a
inibidora da via do fator tecidual, evitam a sintese de coagulos distantes do leito agredido
(VINE, 2009).0s produtos da degradacdo da fibrina formados pela acdo da plasmina
sobre a fibrina sdo removidos pelos macréfagos (EVANGELISTA et al., 2010).

2.5 PERFIL HEMOSTATICO

Os exames laboratoriais para avaliacdo da hemostasia devem ser interpretados
junto a anamnese e exame clinico do paciente. A contagem de plaquetas permite avaliar
a hemostasia primaria, ja que as plaquetas tém papel fundamental na fase inicial do
mecanismo de coagulacdo. A hemostasia secundaria pode ser avaliada mediante obtencao
do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de protrombina (TP), e

dosagem de fibrinogénio. Para a avalicdo da fibrindlise recomenda-se a determinacéao de
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produtos de degradacdo de fibrina como os dimeros-D. Estas provas avaliam a via
intrinsica, extrinsica e a via comum da coagulacdo (SANTOS et al., 2015).

Na Medicina Veterinaria a determinacdo do perfil hemostatico € utilizada para
fins de diagnostico e terapéutico. Em animais hepatopatas os fatores de coagulacéo
estardo diminuidos e os tempos de coagulacdo estardo aumentados nas fases iniciais da
doenga (MOROZ, 2008).

2.5.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa)

O TTPa mede o tempo de ocorréncia da coagulacédo apos a adicao de fosfolipidios
e célcio ao plasma, permite avaliar a integridade das vias intrinseca e comum da
coagulacdo, isto é, dos fatores V, VIII, IX, X, Xl, XII, protrombina, fibrinogénio, pré-
calicreina e cininogénio de alto peso molecular (GONCALVES et al., 2015). Este teste
mede a deficiéncia dos fatores quando alcancam valores abaixo de 30% (MOROZ, 2008).

Esperam-se valores de TTPa aumentados em pacientes hemofilicos que
apresentem deficiéncia do fator XII, coagulacéo intravascular disseminada (CIVD), sob
efeito de cumarinicos e na doencga de Von Willebrand (LOPES et al., 2005).

2.5.2 Tempo de Tromboplastina (TP)

O TP mede o tempo de ocorréncia da coagulacdo apds a adicdo de tromboplastina
tecidual e calcio ao plasma. O TP presta-se a avaliar a integridade das vias extrinseca e
comum, isto é, dos fatores V, VII, X, protrombina e fibrinogénio (REZENDE, 2010).
Estard aumentado quando houver anormalidades nos fatores VII, X, Il e I. O
prolongamento do TP pode estar associado a doencgas hepéticas, antagonistas da vitamina
keCID.
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2.5.3 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda sintetizada pelo figado, fator I cuja
concentracdo plasmatica eleva-se sob a acéo estimuladora das interleucinas (IL-1 e 6) e
do fator de necrose tecidual liberado pelo processo inflamatério (MEINERZ et al.,
2012).Segundo (KANEKO et al., 2008) durante o processo de inflamacdo aguda a
concentracdo plasmatica desta substancia aumenta por varios dias, atingindo um pico
entre o quinto e sétimo dia. N&o sofre alteracao perceptivel em virtude de fatores como a
idade, sexo, exercicio ou hemorragia, mas pode ser afetada por fatores inflamatorios,
dessa forma a fibrinogénia vem acompanhada de leucocitose com desvio a esquerda.

As concentracdes de fibrinogénio variam de 0,5 a 3 g/L em cdes e gatos normais.
A hipofibrinogenemia ocorre principalmente pelo excessivo consumo na CID, mas pode

ser encontrada na deficiéncia de fator | e em doenca hepatica avancada (DAY, 2007).
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3 HIPOTESE

A alteracdo nos fatores de coagulacdo (producédo e consumo) esta relacionada ao

grau de alteragdo histoldgica uterina.
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4 OBJETIVO

O objetivo deste experimento foi realizar a caracterizacdo histopatologica da
piometra em cadelas e verificar a relacdo com os fatores de coagulagdo: tempo de
tromboplastina (TP), tempo de trombloplastina parcial ativado (TTPa), fibrinogénio e
plaquetas nas cadelas com piometra.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido com fémeas selecionadas a partir da rotina clinica
da Coordenadoria de Defesa da Vida Animal (Codevida), na cidade de Santos, no periodo

de julho de 2017 a margo de 2019.tesescoagulopatias em coagu

5.1 ANIMAIS E CONSTITUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram selecionadas vinte e sete fémeas da espécie canina, com idade entre 7
meses e 16 anos, de racas e portes variados e livres de afeccOes intercorrentes. A fémeas
foram divididas em dois grupos: Grupo Diestro, composto por 12 fémeas e Grupo
Piometra composto por 15 fémeas. Para o grupo diestro foram selecionadas fémeas com
diagnostico colpocitologico e submetidas a castracdo eletiva. No grupo piometra as
fémeas foram diagnosticadas com piometra por meio de exame clinico e
ultrassonografico e submetidas a castracdo terapéutica por meio de ovario histerectomia
(OSH).

5.2 DETERMINACAO DA FASE DO CICLO ESTRAL

Todas as fémeas foram submetidas ao exame colpocitoldgico para determinacédo
da fase do ciclo estral. A colheita da amostra se deu pela introdugdo de swab no interior
da vagina e colheita das células por esfoliacdo da mucosa da regido dorsal do canal
vaginal. Em seguida as células foram depositadas em lamina de microscopia e coradas
com corante Pandtico®, conforme orientagdo do fabricante. As ldminas foram avaliadas
no microscépio dptico Nikon® modelo E-200, com aumento de 40x.

O diestro foi caracterizado pela presenca de celulas intermediarias em
predominancia, algumas agregadas em conformacéo de cacho de uva, presenca de celulas
de metaestro e neutrofilos (VIEIRA et al., 2013)
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5.3 ANALISE HEMATOLOGICA

Para as analises hematologicas, as amostras foram colhidas por venopuncao da
veia jugular, antes do procedimento cirurgico. Foi padronizado o uso de seringas de 5mL
e agulha de calibre 25x7. Foram coletados 5mL de sangue, o qual foi dividido nos tubos
contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para realizacdo de hemograma, tubo
contendo citrato de sodio para dosagens dos fatores de coagulacdo e tubo seco para
dosagem bioquimica (ureia, creatinina, alanina amino transferase e fosfatase alcalina).
Tanto 0 hemograma quanto as anélises bioquimicas foram processadas no mesmo dia da

colheita das amostras.

5.3.1 Hemograma

Para o hemograma, foi utilizado entre 0,5 mL e 2 mL de sangue. As amostras
foram devidamente homogeneizadas apds a coleta, para evitar a formagdo de codgulos e
para garantir a uniformidade na distribuicdo dos componentes sanguineos. Para as
analises foi utilizado o analisador hematoldgico veterinario semiautomatico Exigo® da
Boule® (Suécia), enquanto a proteina plasmatica foi dosada por refratometria, a partir do
plasma sanguineo, obtido ap6s a centrifugacdo da amostra a 3000rpm por 5 minutos em
centrifuga de microhematdcrito Fanem® modelo 2410 (Brasil). As amostras com valores
superiores ou inferiores ao intervalo de referéncia foram repetidas a fim de confirmar o
resultado.

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada a partir da confeccdo de
extensdo sanguinea corada pelo método de coloragdo rapida (Panético®) e avaliada em
microscopio Optico Nikon® modelo E-200. Concomitantemente, foi avaliada a
morfologia das hemacias, os leucécitos, as plaquetas e realizada pesquisa de

hematozoarios.
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5.3.2 Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas, estabeleceu-se como funcéo renal os exames de
creatinina e ureia e, como funcgéo hepatica os exames de alanina amino transferase (ALT)
e fosfatase alcalina (FA). Para tais anlises, as amostras foram acondicionadas em tubo
seco contendo aproximadamente 2mL de sangue e, apds a formacao do coégulo, foram
centrifugadas a 3.000rpm por 5 minutos em centrifuga de tubo Combate da CELM®
(Brasil). Posteriormente, o soro foi transferido para um tubo de ensaio de vidro,
devidamente identificado e conservado em temperatura de 2°C a 8°C, até 0 momento em
que seriam processados no prazo maximo de 15 dias

As analises bioguimicas de funcéo renal e hepética foram realizadas em aparelho
de bioquimica imida semiautomatica SB-190 da CELM® (Brasil). Para a mensuracao de
tais fungdes, utilizou-se reagentes comerciais da marca Labtest®. As amostras com
valores superiores ou inferiores ao intervalo de referéncia foram repetidas a fim de

confirmar o resultado.

5.3.3 Andlise dos Fatores de Coagulacdo

Foram utilizados até 2,5 mL de sangue venoso acondicionados em tubos de citrato
de sédio a 3,2% para a avaliacdo dos fatores de coagulacdo. Imediatamente apos a coleta,
a amostra foi centrifugada a 2.000rpm por 15 minutos e o plasma foi congelado a -20°C
em microtubo para posterior analise. As determinacdes de tempo de protrombina (TP),
tempo de trombolastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio foram realizadas utilizando-
se reagentes comerciais da marca WAMA Diagndstica® em coagulémetro CLOtimer -
DRAKE® (Brasil). As amostras com valores superiores ou inferiores ao intervalo de
referéncia foram repetidas a fim de confirmar o resultado.

Para mensurar os valores de TP, foram pipetados 50 pL do plasma em uma cubeta
com barra magnética e incubado por dois minutos a 37°C. Em seguida, 100 pL do extrato
liofilizado de tromboplastina de cérebro de coelho, cloreto de célcio e tampéo pre-
aquecido a 37°C foi instantaneamente adicionado, enquanto o coagulémetro acionava o

crondmetro e registrava o tempo gasto para formacdo de codgulo através da ativagdo
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magnética da barra inclusa na cubeta.

Para mensurar os valores de TTPa, foram pipetados 50 pL do plasma em uma
cubeta com barra magnética, adicionados 50 pL de cefalina e incubados por dois minutos
a 37°C. Apds, 50 pL do cloreto de célcio pré-aquecido a 37°C foi instantaneamente
adicionado, enquanto o coaguldmetro acionava o crondmetro e registrava o tempo gasto
para formag&o de codgulo através da ativacdo magnética da barra inclusa na cubeta.

Para mensurar os valores de fibrinogénio, foram pipetados 100pL do plasma
diluido em proporcéo de 1:10 no tampé&o imidazol em uma cubeta com barra magnética e
incubado por quatro minutos a 37°C. Apos, 50 pL do extrato liofilizado de trombina
bovina pré-aquecido a 37°C foi instantaneamente adicionado, enquanto o coagulémetro
acionava o crondmetro e registrava o tempo gasto para formacgdo de coagulo através da

ativacdo magnética da barra inclusa na cubeta com resultado expresso em mg/dL.

5.4 EXAME HISTOPATOLOGICO DO UTERO

Imediatamente ap6s o procedimento cirurgico, foram coletados trés fragmentos
medindo entre 3cm e 5¢cm provenientes da regido cranio medial do corpo do Gtero e de
ambos 0s cornos uterinos, para avaliacdo histoldgica das camadas uterinas (mucosa,
muscular e serosa). Os fragmentos foram lavados com solucéo fisiolégica 0,9% e fixados
em formaldeido a 10% em frascos devidamente identificados e encaminhados ao servi¢o
de histopatogia, Histocell®. Apo6s o periodo de fixacdo, os fragmentos foram inclusos em
parafina, seccionados a 5um e em seguida corados pela coloragdo Hematoxilina e Eosina
(JUNQUEIRA et al .,1995). Os cortes histoldgicos foram avaliados no microscépio
Optico Nikon® modelo E-200, nos aumentos de 100x, 400x e 1000x.

A classificagdo histopatoldgica das alteragfes promovidas pela piometra no Utero
seguiu o critério de avaliacdo adaptada de Dow (1959), conforme apresentado no Quadro
2.
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Quadro 2 — Classificacdo histopatoldgicas de utero de cadela com piometra de acordo

com o processo inflamatdrio, aspectos e alteracfes arquiteturais. Santos, 2019.

GRAU Alteracao Processo Tipo celular do | Caracteristicas
inflamatoério | processo
inflamatorio
GRAU I Hiperplasia Infiltrado Linfoplasmocitico | Infiltrado
(leve) leve inflamatorio e neutrofilos inflamatdrio em
discreto mucosa
GRAU II Dilatacdo Infiltrado Neutrofilos e Congestao e
(moderado) | cistica de inflamatorio macrofagos hemorragia
glandulas difuso e difusa
endometriais | acentuado
GRAU IIl | Dilatagéo Processo Linfoplasmocitico | Infiltrado
(acentuado) | cistica de inflamatorio e neutrofilos inflamatorio
glandulas amorfo com focos
endometriais hemorragicos.

Fonte: adaptado de DOW, C. (1959)

As alteracBes histologicas foram classificadas de acordo com a presenca ou
auséncia de: dilatacdo cistica das glandulas endometriais, hiperplasia leve e acentuada,
processo inflamatoério composto por polimorfonucleares/eosinofilos, processo
inflamatorio difuso e acentuado, processo inflamatério leve, processo inflamatério
linfoplasmocitico, com presenca de neutrofilos e macrdéfagos, focos hemorragicos
associado ao processo inflamatorio e presenca de congestdo e hemorragia no grupos GD
e GP.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi verificada a normalidade da distribuicdo dos resultados, utilizando-se do teste
de Kolmogorov-Smirnov, e sua homoscedasticidade, utilizando-se do teste F (para dados
que apresentaram distribuicdo normal) ou do teste de Lavene (para dados que néo
apresentaram distribuicdo normal). Para a avaliacdo das diferencas entre as médias dos
resultados obtidos, foram feitos o teste t (para dados com distribuicdo normal) ou de
Mann-Whitney (para dados que ndo apresentaram distribui¢do normal). A avaliacdo das
frequéncias, para dados categoricos, foi realizada utilizando-se do Teste Exato de Fisher.
Para todos os resultados, foram consideradas significantes as analises que apresentarem

p <5.
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6 RESULTADOS

No presente experimento, 0s animais avaliados no grupo piometra apresentaram

idade superior aos do grupo diestro, conforme tabela 1.

Tabela 1 — Média e desvio padréo da idade dos animais dos grupos diestro e piometra. Santos - 2019

Grupo
Parametro Diestro Piometra p* Total
N 12 15 27
Idade (anos) Media 4,632 10,07° < 0,001 7,65
(xD.P) (£3,57) (£2,96) (£4,21)

* Resultados com letras divergentes em uma mesma linha indicam diferenca entre os grupos, utilizando-
se do teste t

A analise das variaveis hematologicas demonstrou que 0 grupo piometra
apresentou valores de concentracdo de hemacias (5,08 x10%/uL + 1,64), hematdcrito
(31,47 % + 8,20) e hemoglobina (10,48 g/dL £ 3,45) abaixo dos valores de referéncia
(Heméacias: 5,5x10%/uL a 8,5 x108/uL; Hematocrito: 37 % a55% e Hemoglobina:
12 g/dL a 18g/dL), diferindo do grupo diestro (heméacia: 6,40 x108/uL + 1,15;
hematocrito: 47.017% + 4,78;hemoglobina: 15,66 g/dL £ 1,63) que apresentou as
mesmas variaveis dentro do intervalo de referéncia (Tabela 2).

A concentracdo de proteina total no plasma foi maior no grupo piometra (8,18
g/dL +0,84) em relacdo ao grupo diestro (6,99 g/dL +0,77), tendo o grupo piometra
valores superiores ao intervalo normal (6,0 a 8,0 mg/dl) (Tabela 2).

A contagem de leucdcitos totais apresentou valores superiores ao intervalo de
referéncia (6000 x10%uL  a  17.000x10%uL) no  grupo  piometra
(37.920 x10%/uL + 16.756,67), enquanto o grupo diestro (8.991,67 x10%/uL + 1.993,38)
apresentou valores dentro dos parametros normais (Tabela 2).

A contagem de plaquetas ndo diferiu entre 0s grupos piometra
(260.600x10%/pL + 151.203,17) e diestro (320.250x10%/uL + 79.713,36), se mantendo
dentro do intervalo de referéncia (200.000 a 500.000 x10%uL) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média e desvio padrao das variaveis do hemograma dos grupos diestro e piometra. Santos -
2019

Grupo
Parametro Diestro Piometra p* Total
N 12 15 27
Hemacias (x —
Média N 6,402 1 5,08° 0,028 5,68
108/uL)
(xD.P) (x1,15) (x1,64) (£ 1,56)
N 12 15 27
Hematocrito (%) Média N 47,172 131,470 < 0,001 38,44
(xD.P) (x4,78) (% 8,20) (+10,45)
N 12 15 27
Hemoglobina —
Média N 15,662 J 10,48° < 0,001 12,78
(g/dL)
(xD.P) (£ 1,63) (x3,45) (+3,80)
N 12 15 27
Proteina total -
Média N 6,992 1 8,18P 0,001 7,65
(g/dL)
(xD.P) (x0,77) (+0,84) (+1,00)
N 12 15 27
Leucécitos (x —
Média N 8.991,672 T 37.920,00° < 0,001 25.062,96
10%/uL)
(xD.P) (+ 1993,38) (+ 16756,67) (+ 19168,99)
N 12 15 27
Plaquetas _
Média N 320.250,00 N 260.600,00 0,223 287.111,11
(plaquetas/pL)
(xD.P) (£79713,36) (¢ 151203,17) (+ 124586,19)

* Resultados com letras divergentes em uma mesma linha indicam diferenca entre os grupos, utilizando-se do teste t.
N: Normal / T aumento e { diminuicéo

A analise da bioquimica sérica ficou dentro do intervalo fisiol6gico nos grupos
diestro e piometra para as varidveis: ureia (39,50 mg/dl £ 12,59; 59,73 mg/dl + 42,11,
respectivamente), creatinina (0,95 mg/dL e 1,10 mg/dL, respectivamente) e ALT
(60,38 U/L + 35,19; 34,33 U/L+ 33,21, respectivamente) ndo diferindo entre os grupos
experimentais. A FA foi superior ao limite fisioldgico no grupo piometra
(321,53 U/L + 273,17), diferindo do grupo diestro (95,13 U/L % 62,39), que se manteve
dentro do intervalo fisiologico (Tabela 3).
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Tabela 3 — Média e desvio padrao das analises de fungdo renal e fungéo hepatica dos grupos diestro e

piometra. Santos - 2019

Grupo
Parametro Diestro Piometra p* Total
N 12 15 27
Ureia (mg/dL) Média N 39,50 N 59,73 0,122 50,74
(zD.P) (£ 12,59) (x42,11) (£33,57)
N 12 15 27
Creatinina _
Mediana N 0,95 N 1,10 0,193 1,10
(mg/dL) I
(min-méax) (0,70-1,60) (0,60-4,80) (0,60-4,80)
N 8 15 23
ALT (U/L) Média N 60,38 N 34,33 0,094 43,39
(xD.P) (£ 35,19) (£33,21) (£ 35,45)
N 8 15 23
FA (U/L) Média N 95,132 1 321,530 0,033 242,78
(xD.P) (£ 62,39) (£273,17) (£ 246,74)

* Resultados com letras divergentes em uma mesma linha indicam diferenca entre os grupos, utilizando-
se do teste t ou do teste de Mann-Whitney (para creatinina).
N: Normal / T aumento e { diminuicéo

Os fatores de coagulacédo avaliados nao diferiram entre os grupos diestro (TP: 7,35
+ 0,49 segundos; TTPa: 17,84 + 5,15 segundos e fibrinogénio 424,33 + 173,34 mg/dl) e
piometra (TP: 7,57+1,15segundos; TTPa: 21,18, + 8,41 segundos e Fibrinogénio:
368,93 + 153,68 mg/dl) (Tabela 4). Ainda, o TP e o fibrinogénio mantiveram-se dentro
do intervalo de referéncia em ambos os grupos (TP:6,4a7,4segundos e
Fibrinogénio:100 a 500 mg/dl). Entretanto, o TTPa apresentou média superior ao
intervalo normal para a espécie canina nos grupos diestro e piometra (TTPa:

9,0 a 11 segundos).

Tabela 4 — Média e desvio padrdo dos fatores de coagulacao dos grupos diestro e piometra. Santos - 2019

Grupo
Parémetro Diestro Piometra p* Total
N 12 15 27
TP (segundos) Média N 7,35 N 7,57 0,538 7,47
(xD.P) (£0,49) (£1,15) (£0,91)
N 12 15 27
TTPa (segundos) Média T 1784 12118 0,240 19,70
(xD.P) (£5,15) (£8,41) (£7,23)
Fibrinogénio N - 12 15 27
(mg/dL) Média N 424,33 N 368,93 0,387 393,56
(xD.P) (£173,34) (£ 153,68) (x161,91)

*Resultados com letras divergentes em uma mesma linha indicam diferenca entre os grupos, utilizando-se
do teste t. N: Normal / T aumento e { diminuicéo
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A classificacdo em diestro e piometra dos cortes histoldgicos de corno direito,
corno esquerdo e corpo uterino seguiram a classificacdo proposta por Dow (1959) e

podem ser visibilizadas na Figura 2.

Figura 2: Cortes histologicos de Utero de cadela, aumento 10x. A: Diestro; B Piometra Grau I. C: Piometra
Grau Il e D: Piometra Grau Ill. Santos 2019
BESD 3 ; 3

A classificagdo histoldgica, independente do ponto da coleta do fragmento, néo

diferiu da classificacdo clinica, mostrando a relacéo entre estas analises (Tabela 5).
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Tabela 5 — Classificacao clinica e histopatolégica dos fragmentos do corpo uterino, corno direito e corno

esquerdo do Utero. Santos - 2019

Classificacao Histopatologica Grupo
(corpo) Diestro Piometra Total
Diestro 9 0 9
(100%) (0%)
Grau | 3 1 4
(75%) (25%)
Grau Il 0 5 5
(0%) (100%)
Grau Il 0 9 9
(0%) (100%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)
Classifica¢do Histopatoldgica Grupo
(corno direito) Diestro Piometra Total
Diestro 9 0 9
(100%) (0%)
Grau | 2 2 4
(50%) (50%)
Grau Il 1 7 8
(12,5%) (87,5%)
Grau Il 0 6 6
(0%) (100%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)
Classifica¢do Histopatoldgica Grupo
(corno esquerdo) Diestro Piometra Total
Diestro 9 0 9
(100%) (0%)
Grau | 3 1 4
(75%) (25%)
Grau Il 0 6 6
(0%) (100%)
Grau Il 0 8 8
(0%) (100%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Teste Exato de Fisher: p < 0,001
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A deteccdo de dilatagdo cistica das glandulas endometriais, em qualquer

fragmento uterino, indicou Piometra, assim como a ndo observagdo indicou Diestro

(Tabela 6).

Tabela 6 — Dilatagdo cistica de glandulas endometriais no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Grupo
Dilatagéo cistica de glandulas endometriais Diestro Piometra  Total
Observada 4 15 19
(21,10%) (78,90%)
Néo observada 8 0 8
(100%) (0%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)
Dilatacdo cistica de glandulas endometriais
(corpo) Diestro Piometra Total
Observada 3 13 16
(18,80%) (81,20%)
Néo observada 9 2 11
(81,80%) (18,20%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)
Dilatacdo cistica de glandulas endometriais (corno
direito) Diestro Piometra Total
Observada 4 14 18
(22,20%) (77,80%)
Nao observada 8 1 9
(88,90%) (11,10%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)
Dilatacdo cistica de glandulas endometriais (corno Grupo
esquerdo) Diestro Piometra  Total
Observada 3 14 17
(17,60%) (82,40%)
Na&o observada 9 1 10
(90,00%) (10,00%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Teste Exato de Fisher: p = 0,001
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Em relacdo ao processo inflamatdrio observado na avaliacdo histopatologica, a
observacdo de processo inflamatorio polimorfonuclear/eosinofilico, em ao menos um dos
trés pontos de coleta, indicou Piometra, assim como a ndo observagédo, em todos os pontos

de coleta, indicou Diestro logo, ndo poderia haver um resultdo (Tabela 7).

Tabela 7 — Processo inflamatério polimorfonuclear/eosinofilico em todas as amostras, no corpo uterino,
no corno direito e corno esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019.

Processo inflamatério Grupo
polimorfonuclear/eosinofilico Diestro Piometra Total
Observado 1 9 10
(10,00%) (90,00%)
Né&o observado 11 6 17
(64,70%) (35,30%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)
Processo inflamatorio Grupo
polimorfonuclear/eosinofilico (corpo) Diestro Piometra Total
Observado 1 7 8
(12,50%) (87,50%)
Nao observado 11 8 19
(57,90%) (42,10%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)
Processo inflamatorio Grupo
polimorfonuclear/eosinofilico (corno direito) Diestro Piometra Total
Observado 1 6 7
(14,30%) (85,70%)
Nao observado 11 9 20
(55,00%) (45,00%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)
Processo inflamatorio Grupo
polimorfonuclear/eosinofilico (corno esquerdo) Diestro Piometra Total
Observado 1 5 6
(16,70%) (83,30%)
Nao observado 11 10 21
(52,40%) (47,60%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Teste Exato de Fisher: p = 0,182
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A presenca de processo inflamatorio difuso e acentuado em qualquer ponto de

coleta indicou Piometra, assim como a ndo observacéo indicou Diestro (Tabela 8).

Tabela 8 - Processo inflamatorio difuso e acentuado no corpo uterino, no corno direito e corno esquerdo

do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Grupo
Processo inflamatério difuso e acentuado Diestro Piometra Total
Observado 2 13 15
(13,30%) (86,70%)
Nao observado 10 2 12
(83,30%) (16,70%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)
Processo inflamatério difuso e acentuado Grupo
(corpo) Diestro Piometra Total
Observado 1 9 10
(10,00%) (90,00%)
Né&o observado 11 6 17
(64,70%) (35,30%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%6)
Processo inflamatério difuso e acentuado (corno Grupo
direito) Diestro Piometra Total
Observado 2 12 14
(14,30%) (85,70%)
Nao observado 10 3 13
(76,90%) (23,10%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)
Processo inflamatdrio difuso e acentuado (corno Grupo
esquerdo) Diestro Piometra Total
Observado 1 11 12
(8,30%) (91,70%)
Nao observado 11 4 15
(73,30%) (26,70%)
Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p = 0,001
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N&o houve relacao entre a observacao de processo inflamatorio leve, assim como
na presenca de infiltrado linfoplasmocitico ou com predominio de macrofagos e

neutrdfilos entre os grupos controle diestro e piometra (Tabela 9, 10 e 11).

Tabela 9 - Processo inflamatério leve em corpo uterino, corno direito e corno esquerdo do Utero, no grupo
diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Processo inflamatério leve Grupo

(corpo) Diestro Piometra Total

Observado 5 4 9
(55,60%) (44,40%)

Nao observado 7 11 18
(38,90%) (61,10%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamatério leve Grupo

(corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 5 2 7
(71,40%) (28,60%)

Né&o observado 7 13 20
(35,00%) (65,00%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Processo inflamatério leve Grupo

(corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 6 2 8
(75,00%) (25,00%)

Nao observado 6 13 19
(31,60%) (68,40%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Teste Exato de Fisher: p = 0,087



48

Tabela 10 - Processo inflamatdrio linfoplasmocitico no corpo uterino, no corno direito e no corno
esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Processo inflamatorio linfoplasmocitico Grupo

(corpo) Diestro Piometra Total

Observado 3 4 7
(42,90%) (57,10%)

Néo observado 9 11 20
(45,00%) (55,00%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamatério linfoplasmocitico Grupo

(corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 3 5 8
(37,50%) (62,50%)

Nao observado 9 10 19
(47,40%) (52,60%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamatério linfoplasmocitico Grupo

(corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 3 7 10
(30,00%) (70,00%)

Néo observado 9 8 17
(52,90%) (47,10%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%6)

Teste Exato de Fisher: p = 0,424
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Tabela 11- Processo inflamatorio com predominio de neutréfilos e macréfagos no corpo uterino, no corno
direito e no corno esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019
Processo inflamatério com predominio de Grupo

neutroéfilos e macréfagos

(corpo) Diestro Piometra Total

Observado 1 3 4
(25,00%) (75,00%)

Nao observado 11 11 22
(50,00%) (50,00%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Processo inflamatério com predominio de Grupo

neutrdéfilos e macréfagos

(corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 2 6 8
(25,00%) (75,00%)

Né&o observado 10 9 19
(52,60%) (47,40%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Processo inflamat6rio com predominio de Grupo

neutrdéfilos e macréfagos

(corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 1 4 5
(20,00%) (80,00%)

Né&o observado 11 11 22
(50,00%) (50,0%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p = 0,342

N&o houve relacao entre a observacédo de processo inflamatorio linfoplasmocitico
e neutrofilico entre os grupos diestro e piometra, quando a amostra foi coletada no corpo
ou no corno esquerdo. A observacdo de processo inflamatorio linfoplasmocitico e
neutrofilico, quando a amostra foi coletada no corno direito, indicou Piometra, assim

como a ndo observagado indicou Diestro (Tabela 12).
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Tabela 12 - Processo inflamatdrio linfoplasmocitico e neutofilico no corpo uterino, no corno direito e no
corno esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Processo inflamatorio infoplasmocitico e Grupo

neutrofilico (corpo) Diestro Piometra Total

Observado 3 9 12
(25,00%) (75,00%)

Néo observado 9 6 15
(60,00%) (40,00%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamatério infoplasmocitico e Grupo

neutrofilico (corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 2 10 12
(16,70%) (83,30%)

Nao observado 10 5 15
(66,70%) (33,30%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamatério infoplasmocitico e Grupo

neutrofilico (corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 4 6 10
(40,00%) (60,00%)

Néo observado 8 9 17
(47,10%) (52,90%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p=1

Ndo houve relacdo entre a observacdo de processo inflamatorio com focos

hemorragicos ou de congestdo e hemorragia difusa/moderada entre os grupos diestro e

piometra (Tabelas 13 e 14).
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Tabela 13 - Processo inflamatdrio com focos hemorragicos no corpo uterino, no corno direito e no corno
esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Processo inflamatério com focos Grupo

hemorragicos (corpo) Diestro Piometra Total

Observado 2 7 9
(22,20%) (77,80%)

Néo observado 10 8 18
(55,60%) (44,40%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamat6rio com focos Grupo

hemorragicos (corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 2 7 9
(22,20%) (77,80%)

Nao observado 10 8 18
(55,60%) (44,40%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamat6rio com focos Grupo

hemorragicos (corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 2 8 10
(20,00%) (80,00%)

Néo observado 10 7 17
(58,80%) (41,20%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p = 0,107
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Tabela 14 — Presenca de congestdo e hemorragia difusa e moderada no corpo uterino, no corno direito e
no corno esquerdo do Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Congestéo e hemorragia Grupo

difusa/moderada (corpo) Diestro Piometra Total

Observado 7 7 14
(50,00%) (50,00%)

Néo observado 5 8 13
(38,50%) (61,50%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Congestdo e hemorragia Grupo

difusa/moderada (corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 9 8 17
(52,90%) (47,10%)

Nao observado 3 7 10
(30,00%) (70,00%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Congestdo e hemorragia Grupo

difusa/moderada (corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 8 8 16
(50,00%) (50,00%)

Néo observado 4 7 11
(36,40%) (63,60%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p = 0,696

Em qualquer ponto de coleta, a observacdo de processo inflamat6rio em mucosa

indicou Piometra, assim como a ndo observacéo indicou Diestro (Tabela 15).
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Tabela 15 - Processo inflamatdrio de mucosa no corpo uterino, no corno direito e no corno esquerdo do
Utero, no grupo diestro e grupo piometra. Santos — 2019

Grupo

Processo inflamat6rio em mucosa Diestro Piometra Total

Observado 1 12 13
(7,70%) (92,30%)

Néo observado 11 3 14
(78,60%) (21,40%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamat6rio em mucosa Grupo

(corpo) Diestro Piometra Total

Observado 1 10 11
(9,10%) (90,90%)

Nao observado 11 5 16
(68,80%) (31,20%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%)

Processo inflamat6rio em mucosa Grupo

(corno direito) Diestro Piometra Total

Observado 1 8 9
(11,10%) (88,90%)

Néo observado 11 7 18
(61,10%) (38,90%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Processo inflamatdério em mucosa Grupo

(corno esquerdo) Diestro Piometra Total

Observado 1 8 9
(11,10%) (88,90%)

Né&o observado 11 7 18
(61,10%) (38,90%)

Total 12 15 27
(44,44%) (55,56%0)

Teste Exato de Fisher: p = 0,020
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, assim como descrito na literatura (SMITH, 2006; JITPEAN
etal., 2017; HAGMAN, 2018), a idade das fémeas com piometra é superior a observada
nas cadelas em diestro. Sabe-se que a elevada prevaléncia dessa enfermidade em cadelas
idosas pode ser justificada pelo efeito prolongado e cumulativo da estimulagdo
endometrial da progesterona, durante a fase lutea do ciclo estral nesses animais
(MARTINS et al.,, 2002). A progesterona, normalmente, estimula o crescimento e a
atividade das glandulas endometriais, resultando no desenvolvimento de hiperplasia
endometrial cistica em alguns animais. Ao mesmo tempo, este hormonio suprime a
atividade miometrial, culminando em acimulo de secrecéo das glandulas endometriais na
luz uterina, proporcionando um ambiente favordvel para o crescimento bacteriano.
Contudo, é desconhecido o motivo pelo qual algumas fémeas desenvolvem a piometra e
outras ndo (NELSON; COUTO, 2015).

No grupo piometra a contagem de hemacias, a concentracdo de hemoglobina e o
hematocrito estavam abaixo dos valores de referéncia, caracterizando um quadro de
anemia, enquanto no grupo diestro, estas variaveis estavam dentro do intervalo de
normalidade. Anemia é o termo aplicado a uma sindrome clinica e a um quadro
laboratorial caracterizado por diminuicdo do hematocrito, da concentracdo de
hemoglobina no sangue e da concentracdo de eritrocitos por unidade de volume, em
comparacdo com parametros de sangue periférico de um grupo de referéncia
(OTTENJANN et al., 2006). A interleucina-1 e o fator de necrose tumoral séo fatores
supressores da medula éssea e ambos sdo liberados por macréfagos durante 0s processos
inflamatdrios e infecciosos que podem ocorrer na piometra. A inibicdo da eritropoiese,
que culmina na anemia, pode ser causada pela diminui¢do na expressdo de receptores na
superficie das heméacias (MILLS, 2000). A anemia pode, ainda, estar associada a perda
de hemacias para o limen uterino por diapedese, além do crescimento bacteriano, que
diminui a disponibilidade do ferro (HAGMAN, 2004). A depressao medular prolongada,
que pode ser observada na piometra, causa grave prejuizo a eritropoiese, representada
pela auséncia de células imaturas na circulacdo sanguinea, indicando anemia nao
regenerativa (THRALL, 2015).

A concentragdo de proteina plasmatica detectada no hemograma é representada

pela albumina e globulinas no plasma sanguineo. Estas proteinas sdo responsaveis pela
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manutencdo da pressdo oncotica e regulacdo da resposta a infecches e processos
inflamatorios. Destas, a albumina corresponde a proteina mais abundante, tendo papel no
transporte de nutrientes e regulagdo do pH sanguineo. As globulinas, divididas em alfa,
beta e gama, tem funcdo no transporte de metais e papel na imunidade, juntamente com
os leucacitos, atuando na resposta inflamatoria (KANEKO et al., 2008; JOHNSTON et
al., 2001). A piometra € representada por um processo inflamatorio associado a infeccéo
bacteriana, o que estimula a resposta do sistema imunolégico além do aumento das
proteinas plasmaticas. As globulinas podem ser importantes marcadores da inflamacéo,
pois se elevam na circulacdo antes mesmo dos leucécitos (KANEKO et al ., 2008) este
experimento foi observado aumento de proteina plasmética para manutencdo da
homeostase, demonstrando uma tentativa de limitar o crescimento bacteriano em
associacdo ao sistema imunolégico, representado pela leucocitose. O diestro, por se tratar
de um processo mediado pela progesterona e sem contaminacdo bacteriana, apresenta
valores, tanto de proteinas plasmaticas, quanto de leucdécitos, dentro do intervalo
fisioldgico.

A piometra apresenta como consequéncia alteracfes renais resultantes da perda
de néfrons, devido a formacdo de anticorpos contra antigenos uterinos que culminam em
glomerulonefrite imunomediada (PRATSCHKE, 2016). Ainda, o quadro pode ser
agravado pela azotemia pré-renal consequente da desidratacdo, que ocorre pela perda de
liquido para o interior do Utero associado a lesdo renal. A doenca renal modifica a
reabsorcdo de liquidos pelos rins, pois ha depressdo da acdo do horménio antidiurético,
resultando em polidria e polidipsia compensatoria e agravamento da desidratacdo
(FIGUEIREDO et al., 2017; JOHNSTON et al., 2001; WANKE e GOBEL, 2006).
Clinicamente o animal apresentard aumento na concentracdo sérica de ureia e creatinina,
devido a reducdo da taxa de filtracdo glomerular (FIGUEIREDO et al., 2017). Contudo,
no presente experimento, as fémeas avaliadas no grupo piometra apresentaram valor
médio de ureia e creatinina dentro do limite da normalidade, ndo diferindo do grupo
diestro. Acredita-se que estes animais tenham sido diagnosticados precocemente,
impedindo a intensificacdo dos danos renais.

Apesar de importantes, as alteragcdes hepaticas sdo menos evidentes nas cadelas
com piometra. Neste estudo foi verificado o aumento da fosfatase alcalina no grupo
piometra, indicando dano hepatocelular consequentemente decorrente da toxemia
causada pela piometra (HAGMAN, 2018). Ainda, a desidratacdo diminui a circulagéo

hepatica, levando a hipoxia celular e portanto ao dano hepéatico (SMITH, 2006). Pode-se
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observar também niveis elevados de fosfatase alcalina (FA), geralmente com mais
frequéncia em animais anoréxicos ou obesos, devido a hipercolesterolemia atribuida ao
catabolismo e a septicemia cronica do sistema imune (SMITH, 2006). O perfil
hemostatico que inclui contagem de plaquetas, TTPa, TP e fibrinogénio, ndo foi diferente
entre os grupos diestro e piometra. Tanto o TP quanto o TTPa apresentaram valores dentro
do intervalo de referéncia em ambos os grupos. Verificou-se que no grupo piometra houve
pequenos danos no figado devido ao aumento da FA, porém, ndo houve interferencia na
producdo dos fatores de coagulacdo. Além disso, pode-se avaliar que ndo houve dano
tecidual hepatico importante que pudesse definir aumento do tempo de protrombina, e do
tempo de tromboplastina parcial ativado nos grupos diestro e piometra. Contudo, segundo
a literatura, a piometra pode resultar em danos menores ou necrose de hepatdcitos, porque
a lesdo hepatocelular intra-hepéatica resulta em deficiéncias variaveis de proteinas
hemostaticas, prejuducando sua sintese e reduzindo a meia vida pelo aumento do
consumo dos fatores de coagulagdo (DUFORT e MATROQOS, 2005).

Em um estudo realizado na Eslovénia (TANJA et al., 2006), foi observado que
cadelas com piometra apresentaram aumento de TTPa devido as endotoxinas produzidas
pelas bactérias presentes, esta alteracdo que ocorre no caminho da via intrinseca da
coagulacdo € devido a septicemia, endotoxemia, vomito e anorexia. Neste mesmo estudo
foi verificado que as vias intrinsecas e extrinsecas foram ativadas imediatamente apos a
exposicdo as endotoxinas, no entanto o consumo dos fatores de coagulagéo foi mais lento.
Estes achados vao ao encontro das observacdes do presente estudo, pois ndo foi detectado
0 esgotamento dos fatores de coagulagdo. Estes achados podem ser devido ao estagio
inicial da doenca, ou seja, estresse hemostatico e inflamatério e danos nos endotélios
microvasculares se tornam evidentes mesmo quando as concentracdes de E.coli e
endotoxina s&o baixas, contudo as lesdes sdo mais discretas.

Acredita-se que o0 aumento de TTPa em cadelas em diestro seja relacionado com
0 aumento de concentracdo de progesterona, que gera uma reacao local no endotélio e do
epitélio uterino, alterando a cascata de coagulacdo (BUNK et al ., 2001).

A andlise histopatolégica condiz com os achados clinicos tanto de cadelas na fase
de diestro quanto das cadelas com piometra, também pode-se afirmar no presente estudo
que independente dos pontos de coleta (corno uterino esquerdo, corno uterino direito e
corpo do Utero) o histopatologico ndo apresentou diferencas quando comparado com 0s
sinais clinicos dos animais. Portanto, € possivel afirmar que a presenca de processo

inflamatorio uterino com hiperplasia endometrial cistica associado a contaminacao
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bacteriana, tera alguma alteracéo clinica que evidenciara a condicao uterina. A dilatacao
cistica das glandulas endometriais foi observada nos casos de piometra, em contrapartida
0s animais em diestro ndo apresentam estas dilatagfes. Segundo COCKCROFT (1995),
na piometra os segmentos uterinos podem se apresentar de forma néo difusa, consequente
da acdo da progesterona sobre o endométrio, promovendo distensdo das glandulas
endometriais que podem alcancar as paredes do miométrio, tornando-as edematosas, o
que vai ao encontro dos nossso achados histologicos.

A observacdo de processo inflamatério com presenca de processo inflamatorio
polimorfonuclear/eosinofilico, em ao menos um dos trés pontos de coleta, indicou
piometra, assim como a ndo observacdo, em todos os pontos de coleta, indicou diestro.
Estes resultados destacam a importancia da coleta dos fragmentos histopatologicos de
cadelas com suspeita de piometra em trés diferentes por¢Ges do Utero (corno uterino
esquerdo, corno uterino direito e corpo do Utero), pois o processo inflamatorio pode
apresentar-se em diferentes graus com presenca de diferentes tipos celulares inflamatorios
ao longo do utero, influenciado pela concentracao de toxinas bacterianas assim como sua
viruléncia (WEISS et al., 2004).

O processo inflamatdrio difuso e acentuado foi um indicativo de piometra,
diferente daquele discreto encontrado nos dois grupos. A piometra é causada pela invasao
do endométrio por bactérias, culminando no desenvolvimento de um processo
inflamatdrio intenso, situacdo que ndo é observada no diestro. Em ambos 0s grupos, o
ponto comum foi a elevada concentracdo de progesterona, que promove efeito
imuossupressor, pois, nesta fase, todo 0 organismo esta se preparando para a possivel
intalacdo de uma gestacdo, o que envolve a formacéao de novos tecidos para estabelecer a
relacdo maternofetal. Acredita-se que o desenvolvimento bacteriano no inicio da piometra
ndo € controlado pela resposta imunoldgica, devido a imunossupressao neste periodo
reprodutivo. Ainda, o tipo celular presente na resposta inflamatdria € comum tanto no
diestro quanto na piometra (neutrofilo, macréfago, linfocito), pela acdo da progesterona,
que tem a funcéo de proteger o embrido de uma resposta imunolégica e inflamatéria que
inviabilize a gestacdo. Contudo, a liberacdo de endotoxinas bacterianas estimula a
migracdo de polimorfonucleares, que foi o diferencial entre piometra e diestro.

Ainda devido a acdo da progesterona e a prévia exposi¢do ao estrégeno, ha um
aumento da vascularizacao uterina, associado ao processo inflamatorio que é comum no
diestro, a observacdo de focos hemorragicos e congestdo vascular ndo diferenciam

piometra e diestro. Porém, a presenca de agentes contaminantes no limen uterino nas
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fémeas com piometra, promoveu migracdo de células inflamatdrias para a regido da
mucosa uterina, sendo esta uma caracteristica que diferenciou histologicamente o Gtero

de fémeas com piometra e fémeas em diestro.
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8 CONCLUSAO

Podemos concluir que:

Das anélises clinicas realizadas, apenas a fosfatase alcalina apresentou valores
superiores ao valor de referéncia nas fémeas com piometra.

O histopatoldgico evidenciou que a observacdo de processo inflamatorio
uterino difuso e acentuado, com presenca de polimorfonuclear/eosinofilos, e
presenca de hiperplasia e dilatagdo endometrial cistica sdo alteracOes
observadas nas fémeas com piometra apenas.

Em relacdo ao perfil hemostatico, as varidveis analisadas: TP, TTPa e
fibrinogénio, ndo foram diferentes entre os grupos piometra e diestro, contudo
apenas o TTPa foi superior ao intervalo de referéncia nos grupos avaliados.
Os achados descritos permitem inferir que o diagnostico precoce da piometra,
associado ao perfil hemostatico corroboram para o prognostico favoravel

nesta afeccdo.
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