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Resumo

A endometrite é reconhecida como uma das principais causas de infertilidade na
clinica de grandes animais. Em cadelas, parece ser desencadeada por um atraso na
clearance uterina apdés a inseminacdo ou por infecbes uterinas ascendentes durante o
proestro e estro. Apesar de ser uma doenca uterina prevalente, a informacao disponivel nesta

espécie &, ainda, limitada.

Com o presente estudo, pretendeu-se determinar a prevaléncia de endometrite em
cadelas clinicamente saudaveis, comparar os resultados obtidos por citologia e histopatologia
do endométrio e avaliar a frequéncia e caracterizacao fenotipica da microbiota uterina. Para
tal, foram incluidas 21 cadelas sem presenca de tumor uterino nem conteudo intrauterino
(pidmetra, mucometra, hidrémetra e hematometra), submetidas a ovariectomia (n=17) ou
ovariohisterectomia (n=4). Afase do ciclo éstrico foi determinada com recurso a data do ultimo
cio, ao intervalo entre cios, a citologia vaginal e a concentragao sérica de progesterona. Por
via transcervical, foram colhidas amostras para bacteriologia e citologia através de lavagem
uterina, seguida de bidpsias uterinas para bacteriologia e histopatologia. Nos isolados
bacterianos obtidos foi realizada a suscetibilidade a antibiéticos pelo método de difusdo de

disco e interpretada de acordo com os critérios Clinical and Laboratory Standards Institute.

A populacdo em estudo apresentava-se em anestro (n=5) e em proestro (n=16).
Numa cadela nao foi possivel cateterizar o cérvix para a colheita das amostras. Em 65%
(n=13) das bidpsias uterinas foi identificado tecido endometrial sem infiltrado celular
inflamatério. A citologia apresentou resultados indicativos de endometrite em 35% cadelas
(n=7). Adicionalmente, 65% (n=13) das cadelas estiveram associadas a crescimento de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, das quais, quatro eram multirresistentes.

Os resultados histopatoldgicos sugerem que a endometrite ndo esta presente em
cadelas clinicamente saudaveis. Os resultados da citologia do fluido de lavagem uterina néo
foram concordantes com os de histopatologia. Estes Ultimos apresentaram limitagdes
associadas a técnica de colheita por via transcervical, que parece nao ser a mais adequada
para o diagnostico de endometrite em cadelas sem histéria de infertilidade. Uma vez que a
maioria das cadelas (85%) nao foi previamente inseminada, é possivel que a endometrite em
cadelas possa ser desencadeada pela copula ou inseminacdo artificial. A cultura
bacterioldgica forneceu dados sobre a microbiota do endométrio, incluindo a presenca de

bactérias multirresistentes em cadelas sem histéria de antibioterapia.

Palavras-chave: endometrite; cadelas; lavagem uterina; microbiota; bactérias

multirresistentes.



Abstract

Endometritis is recognized as one of the main causes of infertility in large animal
clinics. In female dogs, it appears to be triggered by a delay in uterine clearance following
insemination or by ascending uterine infections during proestrus and estrus. Despite being a
prevalent uterine disease, with an impact on fertility, information concerning the subject in this

species remains limited.

This study aimed to determine the prevalence of endometritis in clinically healthy
female dogs, compare findings between endometrial cytology and histopathology, and assess
both the frequency and phenotypic characterization of the uterine microbiota. A total of 21
female dogs were included, without uterine tumor nor intrauterine content (pyometra,
mucometra, hydrometra and hematometra), which underwent ovariectomy (n=17) or
ovariohysterectomy (n=4). Estrous cycle phase was determined based on the last heat, inter-
heat intervals, vaginal cytology, and serum progesterone concentration. Transcervically,
samples were collected for bacteriology and cytology through uterine lavage, followed by
uterine biopsies for bacteriology and histopathology. Antibiotic susceptibility of the isolates was
determined through the disk diffusion method and interpreted following the Clinical and

Laboratory Standards Institute criteria.

The study population was presented in anestrus (n=5) and proestrus (n=16). In one
case, catheterization of the cervix for sample collection was not feasible. Endometrial tissue
was identified in 65% (n=13) of the uterine biopsies, showing no infiltration of inflammatory
cells. Cytological analysis indicated evidence of endometritis in 35% (n=7) of female dogs.
Furthermore, 65% (n=13) of the female dogs exhibited the growth of Gram-positive and Gram-

negative bacteria, four of which were multidrug-resistant.

Histopathological findings suggest that endometritis is not present in clinically healthy
female dogs. The uterine lavage fluid cytology findings were not in agreement with the
histopathology results. The latter presented limitations related to the transcervical sample
technique, which does not seem to be the most suitable for diagnosing endometritis in female
dogs without a history of infertility. Since most female dogs (85%) have not been previously
inseminated, it is possible that endometritis in this species can be triggered by natural or
artificial insemination. Bacteriological culture provided data on the endometrial microbiota,
including the presence of multi-resistant bacteria in female dogs with no history of antibiotic

therapy.

Keywords: endometritis; female dogs; uterine lavage; microbiota; multidrug-resistant

bacteria.
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1. Casuistica do estagio

Para finalizar o Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona — Centro Universitario Lisboa, o autor realizou
o estagio curricular no AniCura Atlantico Hospital Veterinario, sob a orientagdo da Professora
Doutora Michelle Serafim e coorientacao da Professora Doutora Adriana Belas e do Professor
Dr. Paulo Borges, este ultimo, responsavel pelo Centro de Reproducdo Veterinario do
Atlantico, perfazendo um total de 980 horas durante 6 meses, com inicio a cinco de setembro
de 2022 e fim a cinco de margo de 2023. Este estagio, cuja componente pratica corresponde
a area de animais de companhia, é essencial na preparacao do estagiario para a sua profissao
futura, ao permitir adquirir conhecimentos praticos e tedricos, exercer atividades médicas,

fomentar o trabalho em equipa e desenvolver capacidades de comunicagao.

O AniCura Atlantico Hospital Veterinario dispde de seis consultérios, dois para caes,
dois para gatos, um para o Centro de Reprodugédo e um para o Centro de Cardiologia; dois
blocos cirurgicos; duas areas de internamento distintas, uma para cées e outra para gatos;
uma unidade de isolamento para doencas infectocontagiosas; trés locais para exames
complementares de imagiologia, um para Tomografia Computorizada, um para Radiografia e
outro para Ultrassonografia; e, ainda, um laboratério para a realizagdo de analises ao sangue

e urina e avaliagdo de amostras ao microscoépio ético.

O estagio esta organizado em trés areas: internamento, cirurgia e acompanhamento
de consultas; com horario rotativo, incluindo turnos diurnos, noturnos, feriados e fins de

semana.

No internamento, o estagiario teve a oportunidade de acompanhar a passagem dos
casos clinicos, tendo como fungdes a realizagcao do exame fisico, a monitorizacdo dos sinais
vitais e fluidoterapia, o fornecimento de agua e alimento e a administragédo da medicagao aos
animais internados. Cabe também ao mesmo auxiliar na contencdo dos animais em causa
para determinados atos, como a limpeza de feridas, colocacdo de cateteres, colheita de
sangue e realizagdo de exames complementares de diagnodstico, bem como na limpeza e
desinfegdo das boxes. Por sua vez, foi permitido ao estagiario praticar o procedimento de
cistocentese, a colheita de sangue, a colocagdo de cateteres e definir a medicagéao e

recomendacoes das altas hospitalares.

Durante o turno da noite, o estagiario administrava a medicagao instituida,
acompanhava o servigo de urgéncia e, na manha seguinte, limpava e desinfetava as boxes e

fornecia agua e alimento aos animais internados.
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Durante a rotagao de cirurgia, o estagiario recebia e pesava os animais e auxiliava,
ou realizava de forma autéonoma, na pré-medicacdo, colocagao do cateter, tricotomia e
limpeza do animal. No bloco cirurgico, o estagiario colaborava na entubagéo e posicionamento
do animal, na preparacao do material cirdrgico e na colocag¢ao do pulsioximetro, dos elétrodos
do eletrocardiograma, do medidor da presséo arterial e da temperatura corporal. Quando
necessario, foi possivel ao estagiario ser o ajudante do cirurgiao e foi ainda permitido praticar
incisdes e suturas. As intervengdes cirurgicas assistidas incluiram a cirurgia de tecidos moles,
eletiva [ovariohisterectomia (OVH), ovariectomia (OVE) e orquiectomia], endoscopica,
ortopédica, odontoldgica e cesariana, sendo que as cirurgias de tecidos moles foram as mais
frequentes (Figura 1). Nas cesarianas, o estagiario tinha como fungao auxiliar a cirurgia ou a
reanimacao neonatal, que incluia a aspiragdo de secreg¢des nasais e orais, a friccdo e
estimulagao dos neonatos, o milking do cordao umbilical e, posteriormente, a ingestao de leite

por sonda orogastrica.

® Tecidos moles néo eletivas (n=19)
= OVE / OVH (n=13)

m Orquiectomia (n=2)

Cesariana (n=6)

g

Ortopédica (n=2)
= Endoscopia (n=3)

= Odontoldgica (n=1)

Figura 1: Representacao grafica da distribuicdo das intervengbes cirirgicas observadas

durante o periodo de estagio.

No acompanhamento de consultas, o estagiario auxiliava o Médico Veterinario nos
procedimentos necessarios e na realizagado de analises e discutia os achados clinicos, os
diagnodsticos diferenciais e a abordagem terapéutica. O estagiario teve a oportunidade de
assistir aos servicos de Imagiologia, nomeadamente na interpretagdo e discussdo dos
achados da ultrassonografia, radiografia e tomografia computorizada e, ainda, administrar
vacinas, colher sangue e iniciar e terminar consultas. Foi também possivel assistir a uma
grande variedade de consultas, que podem ser divididas em consultas de seguimento e das
areas clinicas de teriogenologia, gastroenterologia, urologia, oncologia, dermatologia,
cardiologia, pneumologia, medicina profilatica, endocrinologia, neurologia, ortopedia,
urgéncias, doencas infectocontagiosas, intoxicagao, doengas imunomediadas, neonatologia,
oftalmologia e de check-up geriatrico, tendo em conta que existiram consultas associadas a

mais que uma area clinica (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo das consultas acompanhadas por especialidade clinica.

Tipo de consulta Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Teriogenologia 58 14,1
Gastroenterologia 47 11,4
Urologia 41 9,9
Consulta de seguimento 40 9,7
Medicina profilatica 33 8,0
Ortopedia 29 7,0
Endocrinologia 28 6,8
Oncologia 25 6,1
Neurologia 24 5,8
Dermatologia 20 4.9
Urgéncias 17 4,1
Pneumologia 15 3,6
Cardiologia 11 2,7
Doencas infectocontagiosas 6 1,5
Intoxicacao 6 1,5
Doencas imunomediadas 4 1,0
Neonatologia 3 0,7
Oftalmologia 3 0,7
Check-up geriatrico 2 0,5

A teriogenologia foi a especialidade clinica mais acompanhada, na qual o estagiario
pbde participar em diagndsticos de gestagao por ultrassonografia e na contagem de fetos por
radiografia, prever a data de parto, auxiliar em inseminagdes artificiais e na colheita e

criopreservagao de sémen, assistir a consultas de infertilidade e realizar citologias vaginais.

Dos casos em que o estagiario participou durante as rotagcdes de cirurgia e
acompanhamento de consultas, a espécie animal mais observada foi a de canideos (n=253),
seguida de felideos (n=128), enquanto um lagomorfo representou o grupo de animais exoticos
(Figura 2).
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Figura 2: Representacao grafica do nimero de animais observados nas rotagbes de cirurgia

e de consultas.

2. Introducgao

Em virtude da relagcdo estabelecida entre cdes e os seus tutores, benéfica para a
saude fisica e mental, tem-se verificado um crescente interesse na reproducao desta espécie
(Gee et al., 2021; Santos et al., 2021).

Para atender as exigéncias dos criadores e maximizar as taxas de gestacédo, é
necessario ter conhecimento da fisiologia reprodutiva. Por exemplo, a identificagcao incorreta
do periodo fértil na cadela é a principal razdo para uma aparente infertilidade, o que causa
frustragao por parte dos criadores, principalmente em casos de maior investimento na selegao
de caracteristicas de determinada raca (Gifford, Scarlett & Schlafer, 2014; Garcia Mitacek et
al., 2017).

A cadela é uma espécie monoéstrica, aparentemente ndo sazonal, que cicla cerca
de duas vezes por ano. E dotada de ovulagdo espontanea e capaz de dar origem a varios
descendentes por parto. Por outro lado, algumas ragas, como é o caso do Baseniji, ciclam

uma vez por ano (Concannon, 2011; Nagashima & Songsasen, 2021; Sasidharan et al., 2021).

A puberdade representa o periodo no qual um animal se torna apto do ponto de vista
reprodutivo. Geralmente, ragcas pequenas e miniaturas atingem a puberdade mais cedo (entre
0s 5 e 6 meses) do que racas maiores (por volta dos 18 meses), embora haja uma grande
variedade de idades entre ragas (Gobello, 2014; Schéafer-Somi, Kaya & Aslan, 2022). O seu
inicio € marcado pela ativagao do eixo hipotalamo-hipofise-ovarios, responsavel por regular a
funcao reprodutiva (Park et al., 2023).
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O aumento da libertagao pulsatil da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH),
produzida no hipotalamo, induz, como o nome indica, a produ¢ao de gonadotrofinas, pela
pituitaria anterior, nomeadamente a hormona foliculo-estimulante (FSH) e a hormona
luteinizante (LH) que, por sua vez, promovem o crescimento folicular e, consequentemente,
um aumento na producgao ovarica de estradiol e progesterona. O aumento do nivel de estradiol
exerce um efeito de feedback negativo na producdo de GnRH, reduzindo, assim, a libertacéo
de FSH e LH (Gotyszny, Obuchowicz & Zielinski, 2022; Schafer-Somi et al., 2022; Park et al.,
2023). Estas flutuagdes hormonais dividem a fase reprodutiva da cadela nas quatro fases do

ciclo éstrico: proestro, estro, diestro e anestro (Nagashima & Songsasen, 2021).

2.1. Ciclo éstrico

2.1.1. Proestro

A fase de proestro tem uma duracdo média de 9 dias (variando entre 5 e 20 dias) e
inicia-se com o aparecimento de sinais caracteristicos associados ao aumento da
concentracdo sérica de estradiol. Estes sinais incluem edema vulvar e corrimento
serosanguinolento vulvar, devido a diapedese de eritrécitos, que contém hemoglobina, no
utero. A libertacédo de feromonas, por meio de secre¢des vaginais, dos sacos anais e da urina,
atrai os machos, embora a copula seja recusada pelas fémeas (Concannon, 2011; Romagnoli
& Lopate, 2016).

As concentracoes de LH e de FSH permanecem baixas devido ao efeito de feedback
negativo exercido pelo aumento continuo de estradiol. Porém, ao atingir o seu pico de
producao, induz, por sua vez, o aumento da producao de LH (Concannon, 2011; Romagnoli
& Lopate, 2016). Horas antes, ou durante o inicio deste aumento, inicia-se a metaplasia das
células da granulosa e da teca em células luteas (luteinizacao folicular pré-ovulatéria), dando
origem a um primeiro aumento da concentragdo sérica de progesterona (= 2 ng/ml)

(Concannon, 2011; Hollinshead & Hanlon, 2019; Kowalewski, Pereira & Kazemian, 2020).

2.1.2. Estro

A aceitagcdo da cépula marca o inicio do estro. Observa-se uma diminuicdo na
turgidez vulvar, bem como no corrimento serosanguinolento, que adquire uma tonalidade
amarelada. Esta fase apresenta também uma duragdo média de 9 dias, podendo variar entre
4 e 24 dias (Concannon 2011; Romagnoli & Lopate, 2016).

No inicio deste periodo da-se o pico de LH que, ao ativar os foliculos antrais, induz a
ovulagdo nas 48 a 60 horas seguintes (Concannon 2011, Romagnoli & Lopate, 2016;

Hollinshead & Hanlon, 2019; De Los Reyes et al., 2017). Ao contrario de outros mamiferos,
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em que o odcito se encontra em metafase Il (MIl), pronto a ser fertilizado, no caso dos
canideos, o gadmeta ovulado encontra-se no estado de vesicula germinal (profase |) e o
processo de maturagéo decorre no oviduto durante as 48 a 72 horas seguintes (Lee et al.,
2018; No et al., 2018).

Ao longo do estro, verifica-se um pico na concentracdo de FSH, 0 a 2 dias apés o
pico de LH, uma diminuigdo continua da concentracao sérica de estradiol e um segundo
aumento da concentragdo sérica de progesterona apdés a ovulagido (p.ov), devido a
luteinizagao dos foliculos ovulados (entre 4,8 £ 0,9 ng/mle 7,2 £ 1,3 ng/ml) (Concannon 2011,
Romagnoli & Lopate, 2016; Hollinshead & Hanlon, 2019). A progesterona parece exercer um
efeito de feedback negativo na secrecao pulsatil de GnRH e, consequentemente, na de LH e

FSH que diminuem progressivamente durante esta fase (Herbison, 2020).

2.1.3. Diestro

Ao longo da fase de diestro, os machos ja ndo se sentem atraidos e a vulva encontra-
se reduzida de tamanho e sem corrimento associado (Romagnoli & Lopate, 2016). A
progesterona, hormona essencial para a manutencio da gestagao, é unicamente produzida
pelo corpo luteo canino, ao contrario de outras espécies domésticas, nas quais a sua producao
é atribuida a placenta (Kowalewski et al., 2015; Tavares Pereira et al., 2019; Papa &
Kowalewski, 2020; Tavares Pereira et al., 2022a). Esta hormona promove o encerramento do
cérvix, de modo a garantir um ambiente adequado para a fertilizagdo e livre de infegdes
ascendentes (Patel et al., 2015; Mason, 2018).

As concentragdes séricas de progesterona sdo semelhantes entre cadelas gestantes
e nao gestantes, atingindo um pico entre os dias 15 e 30 p.ov (Tavares Pereira et al., 2019;
Hinderer et al., 2021).

Durante a primeira metade do diestro, isto é, entre os dias 24 a 28 p.ov, a fungao
lutea esta dependente do suporte das gonadotrofinas (Kowalewski et al., 2015; Papa &
Kowalewski, 2020; Tavares Pereira et al., 2022a). Contudo, a partir do dia 30 p.ov a produgéo
de progesterona requer o suporte da LH e, predominantemente, da prolactina (Concannon
2011; Kowalewski et al., 2015; Tavares Pereira et al., 2019). Apesar dos niveis de prolactina
se manterem elevados no final do diestro, a regressdo lutea continua a decorrer,
possivelmente devido a uma diminuicdo do efeito da prostaglandina E na expressao dos
recetores da prolactina, resultando, desta forma, numa potencial dessensibilizagdo do corpo

liteo a esta hormona hipofisaria (Kowalewski et al., 2020).

Em cadelas gestantes, da-se uma lutedlise aguda no pré-parto, aproximadamente 60

dias p.ov, devido a produgéo de prostaglandina F2alfa (PGF2a) pelos trofoblastos placentarios
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(Tavares Pereira et al., 2019; Kowalewski et al., 2020; Papa & Kowalewski, 2020). Por outro
lado, em cadelas ndo gestantes, a regressao lutea ocorre gradualmente durante a ultima 1 a
2 semanas do diestro e ndo € modulada pela PGF2a endogena (Kowalewski, Mutembei &
Hoffmann, 2008; Romagnoli & Lopate, 2016; Papa & Kowalewski, 2020). Contudo, o corpo
luteo apresenta recetores para esta prostaglandina, cuja expressdo aumenta ao longo deste
periodo, o que explica 0 aumento da sua sensibilidade a administragcao de PGF2a exdgena
(Kowalewski et al., 2008).

Como consequéncia de uma fase lutea prolongada em cadelas nao gestantes, por
auséncia de luteolisina, € possivel que estas sofram de uma sindrome denominada por
pseudociese ou pseudogestacido (Tavares Pereira et al., 2022a). Esta é caracterizada pelo
desenvolvimento da glandula mamaria, lactagdo e aparecimento de comportamentos
maternais, como anorexia, letargia, nidificacdo e adog¢ao de objetos ou animais pequenos,
podendo mesmo, por vezes, apresentar agressividade. A hormona de crescimento, induzida
pela progesterona, promove a proliferacao do epitélio mamario, enquanto a prolactina, cujo
aumento se inicia com a diminui¢do dos niveis de progesterona, estimula a produgéao de leite

e o comportamento maternal (Lezama-Garcia et al., 2019; Gobello, 2021).

2.1.4. Anestro

O inicio da fase de anestro é definido como a permanéncia de niveis de progesterona
abaixo de 1 a 2 ng/ml. Esta fase tem uma duragdo minima de 2 a 3 meses, necessaria para
a reparacao do endométrio, completada no final deste periodo, que pode variar até aos 8 a
12 meses (De Gier et al., 2008; Concannon, 2011; Romagnoli & Lopate, 2016; De los Reyes
et al., 2017; Kowalewski et al., 2020).

A medida que o anestro progride, verifica-se um aumento da libertacdo pulsatil de
GnRH pelo hipotalamo e da sensibilidade da hipéfise a esta hormona, representada por um
aumento dos niveis de FSH e LH, bem como da sensibilidade dos ovarios a estas
gonadotrofinas, culminando no aumento do estradiol circulante (Concannon, 2011; Romagnoli
& Lopate, 2016; Kutzler, 2018). A FSH, para além de iniciar a foliculogénese, induz a
expressao de recetores para a LH nas células da granulosa, o que ira conferir a LH, no final
do anestro, o papel principal no suporte da maturagéo folicular. O aumento da frequéncia
pulsatil da LH precede o inicio do proestro seguinte (De Gier et al., 2008; De los Reyes et al.,
2017; Kutzler, 2018).
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2.2. Inseminacao artificial

A inseminacao artificial (IA) consiste na colheita de sémen de um macho reprodutor
e posterior introdugo no trato genital feminino, sem contacto sexual. E um procedimento cada
vez mais requisitado pelos criadores, dadas as varias vantagens que apresenta: permite a
selecdo de machos reprodutores, de qualquer parte do mundo, para melhoramento genético,
a preservagao de sémen no banco de esperma para uso futuro e a inseminacao de varias
fémeas com o0 mesmo sémen; assegura a diversidade genética; reduz a transmissao de
doencgas sexualmente transmissiveis, como brucelose, leptospirose, raiva, herpesvirus
canino, leishmaniose, toxoplasmose e tumor venéreo transmissivel; evita problemas
associados a copula, como alteragdo da conformacgao genital, agressao, dor, inexperiéncia ou
desproporgao de tamanho entre ambos e o stress e custos associados ao transporte (Payan-
Carreira, Miranda & Nizanski, 2011; Gaytan et al., 2020; Quartuccio et al., 2020; Mahiddine &
Kim, 2021; Suzuki, Watanabe & Abe, 2022).

Melhorar as taxas de gestagédo e o tamanho da ninhada, garantindo a protecdo da
cadela, sdo os objetivos pretendidos pelos criadores. Para tal, 0 sucesso da inseminagao
depende do tipo de sémen, técnica de IA e da determinacdo do momento 6timo de fertilidade
(Hollinshead & Hanlon, 2017; Mason, 2018; Quartuccio et al., 2020).

2.2.1. Tipo de sémen

O sémen ejaculado divide-se em trés porc¢des: a primeira (pré-espermatica) e a
terceira (prostatica) contém fluido prostatico, enquanto a segunda porcdo, rica em
espermatozoides, oriunda do epididimo, deve ser, tanto quanto possivel, separada das
restantes aquando da IA ou criopreservagao do sémen (Kustritz, 2007; Payan-Carreira et al.,
2011; Mason, 2018).

O sémen fresco garante uma qualidade superior, apresentando melhores parametros
reprodutivos e maior viabilidade no trato reprodutivo feminino (até 7 dias), em comparagao
com sémen refrigerado e congelado, que apresentam uma viabilidade de 24 horas e entre 12
e 24 horas, respetivamente, devido ao choque térmico a que sao sujeitos (Nizanski, 2006;
Payan-Carreira et al., 2011; Hollinshead & Hanlon, 2017; Sugai et al., 2023). O processo de
criopreservacao induz tanto o aumento da producao de espécies reativas ao oxigénio, como
a reducgdo da agao do sistema antioxidante do proprio espermatozodide. O stress oxidativo
resultante deste desequilibrio provoca lesao celular, verificando-se, apés a descongelacao do
sémen, a diminuicdo da motilidade progressiva e da capacidade de aderéncia as células
epiteliais do oviduto, perda da integridade da membrana, alteragdo da morfologia normal e

inicio precoce da capacitagdo e da reagao acrossomica (Burgess, Clutterbuck & England,
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2012b; Lucio et al., 2016; de la Fuente-Lara et al., 2019; Lechner et al., 2021; Usuga et al.,
2021; Sugai et al., 2023). A capacitacdo € o conjunto de alteracbes que completam a
maturacdo dos espermatozoéides no trato reprodutivo feminino, tornando-os aptos a penetrar
a zona pelucida para fecundar o o6cito maduro (reagdo acrossomica) (Burgess et al., 2012b;
Chhikara et al., 2022). Desta forma, as células espermaticas presentes encontram-se num
estado de apoptose, com consequente redugdo da viabilidade e potencial fertilizante.
Diluentes a base de leite desnatado, glutationa, ergotionina e quercetina, sdo usados como
crioprotetores, pelas suas propriedades anti-oxidantes, para melhorar a qualidade do sémen,
sendo a gema de ovo, o mais comum em clinica (Abe et al., 2017; Kawasaki et al., 2020;
Mahiddine & Kim, 2021; Usuga et al., 2021).

2.2.2. Técnicas de inseminacgao artificial

Na inseminacgao vaginal, o0 sémen é depositado na vagina cranial, préximo ao orificio
cervical externo, seguido da terceira fracao do ejaculado, de modo a mimetizar a pressao
exercida, durante a copula natural, pela fracdo prostatica, que facilita a passagem dos
espermatozoides pelo cérvix até ao utero da cadela. Na auséncia da terceira fragdo ou
presenca de contaminantes como sangue, é utilizado um extensor artificial (Linde-Forsberg,
Holst & Govette, 1999; Nizanski, 2006; Mason, 2016; Hollinshead & Hanlon, 2017; Mason,
2018). Contudo, este tipo de inseminacao apresenta taxas de parto reduzidas quando utilizado
sémen congelado, devido a sua menor longevidade e capacidade fertilizante, bem como a
distancia a percorrer para atingir o oviducto (Linde-Forsberg et al., 1999; Nizanski, 2006; de
la Fuente-Lara et al., 2019; Suzuki et al., 2022).

A inseminagdo intrauterina pode ser realizada por via transcervical (assistida por
endoscopia ou pelo método Noruegués) ou cirargica (laparotomia) (Suzuki et al., 2022). A
deposigao intrauterina € o0 método de eleigdo no que toca ao uso de sémen congelado, pelos
maus resultados que apresenta nas inseminagdes vaginais (Linde-Forsberg et al., 1999;
Nizanski, 2006; Thomassen et al., 2006; Mason, 2016).

O método Noruegués baseia-se na passagem de um cateter até ao utero, enquanto
o operador fixa transabdominalmente o cérvix. E rapido, econémico, ndo requer sedacio,
embora seja dificil em cadelas obesas ou de grande porte (Thomassen et al., 2006; Suzuki et
al., 2022; Cochran et al., 2023).

A inseminacao transcervical assistida por endoscopia, considerada a mais pratica e
util, consiste na introducao do endoscépio na vagina até a visualizagdo do orificio cervical
externo e posterior passagem do cateter de inseminagdo pelo canal de trabalho do

endoscopio, até atravessar o cérvix e penetrar no lumen uterino. Apesar da experiéncia
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necessaria do operador e dos custos do equipamento (endoscoépio, insuflagdo com ar, fonte
de luz e cdmara de video com transmissao de imagens para um ecra), € uma técnica rapida,
que normalmente ndo requer sedacao e que permite a visualizagdo do cérvix, garantindo a
posicao intrauterina do cateter e a observacdo de potenciais refluxos de sémen (Payan-
Carreira et al., 2011; Hollinshead & Hanlon, 2017; Suzuki et al., 2022). Além disso, ndo é
dificultada pela obesidade e porte da cadela, embora a presenga de muco ou sangue possa
prejudicar a visualizagao durante o procedimento (Payan-Carreira et al., 2011; Mason & Rous,
2014; Hollinshead & Hanlon, 2017).

Durante a inseminagao cirirgica, o sémen é depositado nos cornos uterinos através
de cateteres (p.e: cateteres intravenosos de 22 G), apds exteriorizagdo do utero por
laparotomia, possibilitando a avaliagdo macroscoépica de alteragdes no uUtero e ovarios (Mason
& Rous, 2014; Hollinshead & Hanlon, 2017; Mason, 2018). Contudo, a cirurgia e anestesia
geral tém riscos associados, como bradicardia, pneumonia por aspiragao, dor pés-operatoria,
inflamacao, infecao e seroma do local de incisao, pidmetra, deiscéncia da sutura e cicatrizagédo
prolongada (Mason & Rous, 2014; Gaytan et al., 2020; Cochran et al., 2023). Por estes
motivos, em termos de bem-estar animal, esta técnica, apesar de apresentar boas taxas de
gestacao, nao é justificavel quando a inseminagao assistida por endoscopia, que € menos
invasiva, ndo apresenta resultados inferiores, sendo, por isso, ilegal em certos paises, como
o Reino Unido, Suécia e Noruega (Burgess, Mitchell & Thomas, 2012a; Mason & Rous, 2014;
Hollinshead & Hanlon, 2017; Mason, 2018; Suzuki et al., 2022). Por conseguinte, deve ser
reservada para casos de anomalias anatémicas que impossibilitam a cateterizagdo do cérvix
ou a introdugao do endoscopio na vagina quando utilizado sémen congelado (Payan-Carreira
etal., 2011).

Ao contrario das restantes técnicas de inseminacdo, nas quais se recomenda a
estimulacao digital da regiao vulvar (Feathering) no final do procedimento, de modo a induzir
contracbes miometriais para facilitar o transporte dos espermatozoéides, durante a
inseminagado por laparotomia as contragdes uterinas estdo ausentes devido ao efeito da
anestesia geral (Mason & Rous, 2014; Mason, 2016; Hollinshead & Hanlon, 2017; Gaytan et
al., 2020). Adicionalmente, esta técnica implica a possibilidade de realizar apenas uma unica
inseminacao (Payan-Carreira et al., 2011; Gaytan et al., 2020). Teoricamente, quando utilizado
sémen congelado, a probabilidade de inseminar no momento fértil do ciclo éstrico da cadela
pode ser maximizada ao realizar duas inseminacgoes artificiais, espagadas de 24 horas (Linde-
Forsberg et al., 1999; Thomassen et al., 2006). Por exemplo, Cochran et al. (2023) obtiveram

melhor taxa de gestagao com este protocolo, embora o0 mesmo nao tenha sido verificado por
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Thomassen et al. (2006), Mason e Rous (2014) e Hollinshead e Hanlon (2017), possivelmente

porque a determinagao do momento 6timo de fertilidade seja um fator mais determinante.

2.2.3. Métodos de seguimento de cio

O periodo fértil na cadela coincide com a presenga de oécitos maduros (em Mll), 2 a
5 dias p.ov. Os métodos disponiveis para detetar o momento 6timo de fertilidade incluem a
vaginoscopia, medicao da concentragao sérica de LH, ultrassonografia ovarica, medicao da
resisténcia elétrica do muco vaginal, embora o protocolo mais frequente seja a combinacao
da citologia vaginal com a medicido da concentracao sérica de progesterona (Groppetti et al.,
2015; Hahn et al., 2017; Hollinshead & Hanlon, 2019; Quartuccio et al., 2020; Santos et al.,
2021).

2.2.3.1. Citologia vaginal

O aumento continuo de estradiol, que se verifica durante a fase de proestro, induz a
proliferacdo do epitélio vaginal, com consequente menor aporte sanguineo e de oxigénio as
células epiteliais presentes na superficie da mucosa vaginal. Este processo promove a
cornificagao celular e picnose nuclear. Assim, a citologia vaginal permite determinar a fase do
ciclo éstrico, através da presenca e quantificagdo de cada tipo celular (Olgag et al., 2017,
Mason, 2018; Reckers et al., 2022).

Durante o anestro, a citologia vaginal é composta por poucas células nao
cornificadas: as parabasais, de pequena dimensao e nucleo circular, inalterado e proeminente;
e intermédias, de morfologia semelhante, mas com racio citoplasma/nucleo ligeiramente
superior (Kustritz, 2020; Reckers et al., 2022).

Na fase de proestro verifica-se uma alteracdo gradual da populagédo celular,
constituida inicialmente por células parabasais e intermédias, que posteriormente dao lugar a
células com ratio citoplasma/nucleo aumentado, irregulares e com nucleo picnético (células
superficiais) ou ausente (células escamosas anucleares) (Arlt, 2018; Kustritz, 2020). No final
do proestro, a citologia vaginal é constituida maioritariamente por estas células cornificadas
(= 70%) (Gloria et al., 2018). E comum estarem presentes eritrocitos, neutréfilos e bactérias

da microbiota vaginal (Groppetti et al., 2012; Lopate, 2016).

A defini¢cao de inicio do estro citoldgico varia na literatura, sendo caracterizado pela
auséncia de neutrdfilos e presenga de 100% de células cornificadas (Hollinshead & Hanlon,
2017), 2 90% das mesmas (Kim, Travis & Meyers-Wallen, 2007; Gloria et al., 2018) ou ainda
= 80% (Linde & Karlsson, 1984; Bouchard et al., 1991). Esta também descrito como 100% de

células cornificadas e mais de 80% (Bergeron et al., 2014) ou 50% (Mason, 2018; Kustritz,
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2020) de células escamosas anucleares. E possivel também observar eritrocitos e bactérias
(Lopate, 2016; Kustritz, 2020).

O diestro é representado por um influxo inicial de neutréfilos, diminui¢gao das células
cornificadas em 20 a 50% e o retorno das células parabasais e intermédias (Kim et al., 2007,
Arlt, 2018; Gloria et al., 2018; Reckers et al., 2022).

Os corantes Diff-Quick® e Hemacolor® sdo os mais usados para observar o
esfregaco ao microscopio. Os corantes Papanicolau e Harris-Shorr coram as células epiteliais
que se encontram impregnadas de estrogénio, permitindo uma identificagdo facilitada das
células cornificadas, porém, sdo pouco utilizados devido ao custo e tempo necessario do
procedimento (Arlt, 2018; Reckers et al., 2022).

A citologia vaginal € uma técnica comum em clinica, rapida e barata, mas subjetiva
na determinacdo da fase do ciclo éstrico devido a variagdo existente nos métodos de
coloragao, na interpretagao de cada tipo celular e no critério para definir o estro, bem como a
semelhanca da populagao celular entre o final do proestro e inicio do estro e entre o final do
estro e inicio do diestro. Adicionalmente, n&o permite datar a ovulagéo e, por isso, o momento
6timo de fertilidade, pelo que deve ser conjugada com outros meios de diagndstico como a
medigcao da concentracao sérica de progesterona (Lopate, 2016; OlJac et al., 2017; Arlt, 2018;
Reckers et al., 2022).

2.2.3.2. Concentragao sérica de progesterona

O primeiro aumento marcado da concentragao sérica de progesterona (~ 2 ng/ml),
resultante da luteinizagdo pré-ovulatéria, permite identificar o inicio do pico de LH pré-
ovulatério (pré-ov). Com base neste valor, € possivel estimar indiretamente 0 momento da
ovulagao, que ocorre nas 48 a 60 horas seguintes, demonstrado também por um segundo
aumento da concentragéo sérica de progesterona para valores entre 48 + 09e 7,2 £ 1,3
ng/ml (Groppetti et al., 2015; Hahn et al., 2017; Hollinshead & Hanlon, 2019).

A concentragao e curva desta hormona néo ¢ influenciada pelo peso e raga, pelo que
pode ser usada como marcador do pico de LH pré-ov e da ovulag&do. A concentracdo nao
altera a taxa de gestagdo nem o tamanho da ninhada, embora um aumento lento esteja
associado a um menor tamanho da ninhada quando usado sémen congelado, que apresenta
menor longevidade e viabilidade (Hollinshead & Hanlon, 2017; Hollinshead & Hanlon, 2019).
Assim sendo, a |IA com este tipo de sémen deve ser realizada o mais proximo possivel do
periodo em que os oocitos se encontram em M, ou seja, entre 5 e 6 dias ap6s o pico de LH

pré-ov, ou 3 a 4 dias p.ov. Relativamente ao sémen fresco ou refrigerado, ambos de qualidade
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superior, a IA pode ser realizada entre 3 e 5 dias apés o pico de LH pré-ov ou 2 a 4 dias p.ov.
O momento 6timo de IA deve ser confirmado pelo aumento continuo dos valores de

progesterona acima de 10 a 20 ng/ml (Rota et al., 2015; Hollinshead & Hanlon, 2019).

O periodo fértil termina com o primeiro dia do diestro, que esta associado a valores
de progesterona acima de 36,9 ng/ml. Durante o anestro, a média é de 0,38 + 0,14 ng/ml
(Groppetti et al., 2015; Rota et al., 2015).

Deste modo, a medicdo da concentragdo sérica de progesterona é o método mais
pratico para determinar a data da IA. Contudo, os resultados obtidos podem variar consoante
0 kit comercial usado (Hahn et al., 2017; Hollinshead & Hanlon, 2019).

2.2.3.3. Vaginoscopia

A vaginoscopia € um método nédo invasivo que permite a rapida exploracao de toda
a extensao da vagina. As flutuacdes que se verificam nas concentragcdes séricas de estradiol
e progesterona ao longo do ciclo éstrico, promovem alteragdes a nivel da mucosa vaginal,
possibilitando a aplicacdo deste método no auxilio da determinacéo da fase do ciclo éstrico
(Payan-Carreira et al., 2011; Lévy, 2016). Durante o anestro, € possivel visualizar uma mucosa
vaginal fina, com coloragdo vermelha, aparéncia seca e lumen estreito (Concannon, 2011;
Lévy, 2016). Na fase de proestro, 0 aumento da concentragéo de estradiol promove alteragdes
como edema da mucosa e das pregas vaginais, que se tornam arredondadas, lisas e rosadas,
e a presencga de corrimento serosanguinolento (Concannon, 2011; Payan-Carreira et al., 2011;
Lévy, 2016). Adiminuigdo da concentragao de estradiol e 0 aumento de progesterona, durante
o estro, induzem a crenulagao da mucosa vaginal, que se torna atrofiada, enrugada e adquire
uma coloragao palida, com pregas vaginais reduzidas e angulares, verificando-se uma
reducao no turgor vaginal e um limen mais amplo. A maxima crenulagéo, cerca de 4 a 5 dias
apos o pico de LH pré-ov ou 2 a 3 p.ov, corresponde ao periodo fértil na cadela (Concannon,
2011; Payan-Carreira et al., 2011; Lévy, 2016; Hollinshead & Hanlon, 2017; Mason, 2018). A
mucosa vaginal torna-se novamente fina na fase de diestro, com coloragdo rosada
acinzentada, pregas vaginais planas ou redondas e, por vezes, com corrimento de tipo

mucéide (Payan-Carreira et al., 2011; Lévy, 2016).

Este procedimento podera estar associado a formacgédo de petéquias devido ao
contacto do endoscopio na mucosa fina e sensivel, nas fases de anestro e diestro
(Concannon, 2011; Payan-Carreira et al., 2011; Lévy, 2016).
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2.2.3.4. Ultrassonografia ovarica

A ultrassonografia € um método de auxilio que permite identificar alteragbes durante
0 periodo periovulatério. Os foliculos ovaricos séo visualizados no proestro e estro como
estruturas circulares ou ligeiramente triangulares, anecogénicas e parede ecogénica fina, o
que confere ao ovario uma aparéncia de favo de mel. Com a ovulacédo, os foliculos tornam-se
hipoecogénicos e os corpos luteos formados, de maior didmetro e parede mais espessada,
adquirem novamente um centro anecogénico (Payan-Carreira et al., 2011; Bergeron et al.,
2013; Barstow, Wilborn & Johnson, 2018; Tsuchida et al., 2021). Contudo, fatores como a
duracao da ovulacao (entre 48 e 72 horas), a semelhanga na ecotextura entre o foliculo pré-
ov e 0 corpo luteo, a luteinizagao folicular pré-ovulatéria (caracteristica singular na cadela) e
o tempo que decorre até ao colapso do foliculo ovulado, dificultam a datagado do momento

exato da ovulacao (Bergeron et al., 2013; Jurczak & Janowski, 2018; Tsuchida et al., 2021).

Por sua vez, o doppler a cores € um método util na detecido de variagdes do fluxo
sanguineo nos ovarios e utero. Por exemplo, foi detetado um aumento da perfusao sanguinea
ovarica na transigéo do proestro para estro (Aires et al., 2022), correspondente ao pico de LH
pré-ov, em 83% dos casos (Bergeron et al., 2013), e ao periodo periovulatério, entre 1 dia
antes da ovulacao e 3 dias depois (Jurczak & Janowski, 2018), bem como na vascularizagao

uterina no final do proestro (Jurczak & Janowski, 2018; Aires et al., 2022).

O uso deste meio de diagndstico implica a realizagdo de exames diarios, por
operadores experientes e o uso de outros meios de diagndstico para determinar o momento
6timo de fertilidade (Bergeron et al., 2013; Tsuchida et al., 2021; Jurczak & Janowski, 2018;
Hollinshead & Hanlon, 2019).

2.2.3.5. Impedancia elétrica do muco vaginal e pico de LH

Durante a transicdo do proestro para o estro, verifica-se o0 aumento da impedancia
do muco vaginal, obtida pela aplicagdo de uma corrente elétrica através de elétrodos em
contacto com o muco, que medem a resisténcia a condutividade da respetiva corrente (Gurler
et al., 2018; Glencorse, Grupen & Bathgate, 2023). Contudo, € um método raramente usado
na previsao do momento ideal para reproduzir, ja que nao é fiavel na determinagao da
ovulagao, requer exames diarios e nao é possivel esterilizar o aparelho, o que aumenta o risco

de transmissao de doengas (Bergeron et al., 2014; Gurler et al., 2018; Santos et al., 2021).

Apesar da medi¢ao do pico de LH pré-ov ser considerada o método gold standard,
nao € praticada em clinica para estimar a ovulagéo, dado o custo e disponibilidade reduzida

dos testes, variabilidade de resultados entre cadelas e necessidade de colher diariamente
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sangue devido a curta duragao do pico (24 a 60 horas) (Hase et al., 2000; Rota et al., 2015;
Arlt, 2018; Hollinshead & Hanlon, 2019).

2.3. Fisiologia da gestacao

Em cadelas, a gestacdo tem uma duracao de cerca de 63 + 2 dias p.ov (Eilts et al.,
2005; Mir et al., 2011; Pereira et al., 2019; Hollinshead & Hanlon, 2017) e 65 * 2 dias apés o
pico de LH pré-ov (Kim et al., 2007; Hollinshead & Hanlon, 2017; Pereira et al., 2019). Esta
descrito que a idade da cadela, o numero de partos anteriores, tipo de inseminacéo (artificial
ou natural), qualidade seminal e nimero de inseminagdes nao tém influéncia na duracao da
gestacao (Eilts et al., 2005; Mir et al., 2011; Hinderer et al., 2021), embora Hollinshead e
Hanlon (2017) tenham detetado um aumento de 0,11 dias por cada ano de idade a mais. Por
outro lado, cadelas com peso inferior a 10 Kg ou com ninhadas compostas por um maior
numero de cachorros, tendem a parir mais cedo (Eilts et al., 2005; Mir et al., 2011; Hollinshead
& Hanlon, 2017; Hinderer et al., 2021). A variagao consoante a raca esta também descrita por
alguns autores (Eilts et al., 2005; Mir et al., 2011; Hollinshead & Hanlon, 2017; Hinderer et al.,
2021).

O oviduto é composto por trés segmentos: infundibulo, ampola e istmo (Lee &
Saadeldin, 2020). A fecundacao do odcito secundario, em MIl, pelo espermatozoide, ocorre
na ampola, dando origem a um zigoto (Reynaud et al., 2015; Lee & Saadeldin, 2020;
Kowalewski, Pereira & Kazemian, 2020; Kowalewski et al., 2021; Paulson & Comizzoli, 2021).
O sucesso da fertilizagdo depende da influéncia da progesterona, que promove a motilidade,
capacitagao e reagao acrossdémica dos espermatozoides, bem como a maturagao oocitaria
(Reynaud et al., 2015; Miranda et al., 2018). A partir do zigoto, apds varias divisdes celulares,

passando pela fase de morula, forma-se um blastocisto (Paulson & Comizzoli, 2021).

O embrido canino em suspensdo, sob a forma de moérula ou blastocisto, inicia a
migragao uterina na jungao utero-tubarica entre os 7 a 10 dias apo6s a fertilizagao, que pode
durar mais 9 a 10 dias (Graubner et al., 2017; Kowalewski et al., 2020; Kowalewski et al.,
2021).

A gestacao inicia-se com a implantagao de um blastocisto competente no endométrio,
entre os dias 17 e 18 apds a fertilizagdo (Kowalewski et al., 2020; Kowalewski et al., 2021; Li
et al., 2023). Para tal, € necessario que o endométrio seja preparado previamente, sob a
influéncia do estradiol e da progesterona, de modo a estar recetivo (Kelleher, DeMayo &
Spencer, 2019; Li et al., 2023). O estradiol, secretado durante a fase de proestro, estimula a
expressao de recetores para a progesterona e promove a reepitelizagdo do endométrio, ao

induzir a proliferacao do epitélio uterino, que permite a regeneracdo das glandulas e do
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estroma do endométrio e a angiogénese (Billhaq, Lee & Lee, 2020; Paulson & Comizzoli,
2021). A progesterona, por sua vez, promove a secrec¢ao glandular, cujo produto, denominado
por histotrofo, por ser uma rica fonte nutritiva, constituida por proteinas, ides, lipidos,
acUcares, aminoacidos e carboidratos, € essencial para o desenvolvimento tanto do embrido
como da placenta (Kelleher et al., 2019; Billhaq et al. 2020; Li et al., 2023). Adicionalmente, a
progesterona regula a transicdo das células do estroma uterino, através de alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas, em células maternais especializadas, designadas por ceélulas
deciduais, que constituem a unica fonte placentaria de recetores para a progesterona. Este
processo, designado por decidualizacao, € completado pela implantagcdo do embrido (Aralla
et al., 2013; Graubner et al., 2016; Kowalewski et al., 2020; Kowalewski et al., 2021; Paulson
& Comizzoli, 2021; Tavares Pereira et al., 2022b). A superficie de contacto entre o embrido e
a mae é criada pela invasao dos trofoblastos, células presentes na camada envolvente do
blastocisto (Kowalewski et al., 2020; Kowalewski et al., 2021; Tavares Pereira et al., 2022b).
As interacoes que se estabelecem permitem o fornecimento de sangue materno e o
desenvolvimento dos tecidos embrionarios (Paulson & Comizzoli, 2021). Quando as
vilosidades dos trofoblastos, presentes no cérion, entram em contacto com a parede endotelial
dos capilares maternais, forma-se a placenta endoteliocorial, composta por quatro anexos
embrionarios: corion, amnio, saco vitelino e saco alantoico (Aralla et al., 2013; Kowalewski et
al., 2020; Kowalewski et al., 2021; Paulson & Comizzoli, 2021).

A concentracgao sérica de progesterona é semelhante entre cadelas gestantes e nédo
gestantes, com excecgao entre os 52 e 60 dias, quando se verifica niveis superiores em
cadelas gestantes (Pereira et al., 2019; Hinderer et al., 2021). Quando os niveis de
progesterona circulantes diminuem, seja devido a regressao lutea ou pela administracdo de
antigestagénios, como a Aglepristona (bloqueador dos recetores da progesterona), as células
deciduais da placenta sinalizam o trofoblasto fetal para iniciar a producido de PGF2a
luteolitica, causando uma diminuigdo aguda da concentragéo sérica de progesterona (Aralla
et al., 2013; Pereira et al., 2019; Nowak et al., 2019; Kowalewski et al., 2020; Kowalewski et
al., 2021). Em condigdes fisiologicas, esta lutedlise antecede, entre 12 e 24 horas, o parto.
Esta cascata luteolitica reflete a importancia das células deciduais maternais na manutengao

e terminagao da gestacao (Aralla et al., 2013; Kowalewski et al., 2021).

2.4. Diagnéstico de gestacao
2.4.1. Ultrassonografia

A ultrassonografia € um método preciso para obter um diagndstico de gestacao

precoce (Kinns & Nelson, 2018). Entre os 17 e 20 dias ap6és o pico de LH pré-ov ou 15 a 18
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dias p.ov, € possivel observar vesiculas embrionarias (estruturas circulares anecogénicas com
parede fina) no utero (Pollard & Hecht, 2015; Beccaglia et al., 2016; Lascialfari et al., 2023).
Contudo, a contagem destas estruturas durante esta fase pode sobrestimar o tamanho da
ninhada, uma vez que poderao ser posteriormente reabsorvidas (Davidson & Baker, 2009;
Kealy, McAllister & Graham, 2011; Kinns & Nelson, 2018). As reabsor¢gdes embrionarias s&o
um achado comum em cadelas, com uma incidéncia que varia entre 10,6 e 25,9% e uma
prevaléncia de 5 a 48,3% das gestac¢des (England & Russo, 2006; Ortega-Pacheco et al.,
2006; Mir et al., 2013; de Freitas et al., 2016; Kinns & Nelson, 2018; Evci et al., 2023,
Lascialfari et al., 2023). Desta forma, é aconselhado que o exame ecografico, como
diagnéstico de gestacao, seja realizado a partir do dia 23 a 25 apds o pico de LH pré-ov, no
qual ja é possivel identificar o embrido com batimento cardiaco e avaliar a viabilidade
embrionaria. Adicionalmente, este meio permite monitorizar o desenvolvimento embrionario
(até ao dia 35) e fetal, possibilitando a identificacdo de malformacgdes fetais congénitas como
anasarca, hidrocefalia e efusao pleural, e a datacdo da gestacao, importante para prever a
data de parto e, assim, minimizar as perdas neonatais durante este momento critico (Kealy et
al., 2011; Pollard & Hecht, 2015; Evci et al., 2023; Lascialfari et al., 2023).

2.4.2. Radiografia

A mineralizagao fetal, que tem inicio a partir dos dias 43 a 46 apds o pico de LH pré-
ov, possibilita o diagndstico por radiografia, sendo suficiente uma projegéao lateral ao abdémen
(Davidson & Baker, 2009; Beccaglia et al., 2016). A sobreposigao de fetos dificulta a contagem
de cada cranio e respetiva coluna para determinar o tamanho da ninhada, embora este meio
de diagnodstico seja mais preciso que a ultrassonografia, através da qual ndo é possivel
visualizar todo o utero na mesma janela acustica (Kealy et al., 2011; Davidson & Baker, 2009;
Kinns & Nelson, 2018). Contudo, n&o é util para avaliar a viabilidade fetal, dado que apenas
sdo visiveis sinais post-mortem, como alteracdo anormal da postura esquelética do feto ou

acumulagao de gas intrafetal (Davidson & Baker, 2009).

2.4.3. Palpagcao abdominal

A palpacao abdominal ja foi o método de diagndstico de gestagdo mais comum,
apresentando uma sensibilidade de 88% e especificidade de 73%, quando realizada na
segunda metade da gestacéo (Kustritz, 2005). As vesiculas embrionarias podem ser palpaveis
como estruturas ovais a partir dos 20 dias apds o pico de LH pré-ov, embora a sua detecdo
seja mais facil entre os 31 e 33 dias. A medida que a gestagao progride, a palpagdo destas
estruturas torna-se mais dificil devido ao aumento do volume uterino (Barr, 1988; Johnston,

Kustritz & Olson, 2001). Este € um método subjetivo, dificultado na presenca de cadelas
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obesas, com abdémen tenso, de maior porte ou com uma ninhada reduzida (Johnston et al.,
2001; Kustritz, 2005; Johnson, 2008).

2.4.4. Relaxina

Em cadelas, a relaxina € uma hormona detetavel na circulacdo sanguinea apenas
durante a gestacao (Verstegen-Onclin & Verstegen, 2008; Kowalewski et al., 2020). Uma vez
que nao ha um aumento da concentracao sérica de estradiol associado a este periodo e os
niveis de progesterona sao semelhantes, estejam gestantes ou nao, a relaxina constitui o
unico marcador de diagnéstico de gestacdo em cadelas (Nowak et al., 2017; Kowalewski et
al., 2020).

A sua principal fonte de producéo sao as células fetais citotrofoblasticas, na placenta,
sendo também produzida pelo endométrio, miométrio e, menos significativamente, pelo corpo
luteo (Tamada et al., 2010; Nowak et al., 2017). Entre os dias 19 a 30 apds o pico de LH pré-
ov, a relaxina atinge uma concentragcido detetavel e continua a aumentar até atingir um pico
entre os 30 a 35 dias apds o pico de LH pré-ov, permanecendo elevada até ao parto (Johnson,
2008; Verstegen-Onclin & Verstegen, 2008; Beccaglia et al., 2016; Nowak et al., 2017; Evci et
al., 2023). Contudo, mantém-se elevada durante dias apds reabsorg¢ao embrionaria ou aborto,
nao sendo, por isso, viavel para monitorizar a viabilidade da ninhada (Verstegen-Onclin &
Verstegen, 2008; Evci et al., 2023).

2.5. Infertilidade

A infertilidade é definida como a incapacidade em ficar gestante e/ou produzir
descendéncia viavel (Dockweiler et al., 2016). Em cadelas, a abordagem a este problema
deve reunir informagao sobre o maneio reprodutivo, isto €, como foi determinado o melhor
momento para inseminar, o tipo e qualidade de sémen, técnica de inseminacgéo e tipo de
alimentagcéo (Barstow et al., 2018; Santos et al., 2021). Em constraste com as dietas
comerciais, corretamente formuladas para garantir as necessidades energéticas das cadelas
gestantes, as dietas cruas [biologically appropriate raw food (BARF)] ndo s6 apresentam
menor valor nutricional, como também aumentam o risco de infegao por agentes infeciosos
associados a este tipo de alimentos (Uchanska et al., 2022; Fontbonne, 2023). A fertilidade é
também influenciada pela idade da cadela (mais novas tendem a ser mais férteis), condicao
corporal e defeitos genéticos e anatdmicos, tais como a persisténcia do septo vaginal e
estenoses, que interferem com a cépula e promovem infe¢des urinarias e vaginites (Lévy,
2016; Barstow et al., 2018; Fontbonne, 2023).
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As reabsor¢des embrionarias, abortos e reducio da viabilidade da ninhada podem
ter como causa infe¢gdes por agentes bacterianos (Brucella canis, Leptospira spp.,
Campylobacter spp., Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Mycoplasma spp. e
Ureaplasma spp.), virais (Herpesvirus canino tipo 1, Parvovirus canino tipo 1 e virus da
esgana) e parasitarios (Neospora caninum e Toxoplasma gondii), embora pouco frequentes
(Taques et al., 2016; Hensel, Negron & Arenas-Gamboa, 2018; Quartuccio et al., 2020;
Tamiozzo, 2022; Uchanska et al., 2022; Fontbonne, 2023).

Outras patologias associadas a infertilidade incluem: insuficiéncia liutea ou
hipoluteodismo, quando a producao de progesterona pelo corpo luteo nao ultrapassa os 2
ng/ml necessarios para manter a gestacao; lesdes uterinas, como a hiperplasia quistica do
endométrio, endometrite, fibrose das glandulas do endométrio e neoplasia; disfungao ovarica,
induzida pela presenca de quistos ou neoplasia; e doencas sistémicas, como hipotiroidismo,
diabetes mellitus e hiperadrenocorticismo (Meyers-Wallen, 2007; Mir et al., 2013; Barstow et
al., 2018; Cecere, Purswell & Panciera, 2020; Hinderer et al., 2021; Sasidharan et al., 2021;
Fontbonne, 2023).

2.6. Endometrite noutras espécies
2.6.1. Fisiopatologia

O utero é composto por trés camadas: o endométrio, 0 miométrio e o perimétrio. A
primeira, mais interna, é constituida por células epiteliais e |amina prépria e encontra-se
dividida em estrato compacto, em contacto com o lumen uterino, e estrato esponjoso
(Thompson et al., 2020). A endometrite representa a inflamagéo do endométrio até ao estrato
esponjoso e é considerada uma das principais causas de infertilidade na clinica de grandes
animais (Praderio et al., 2019; Luttgenau et al., 2021; Gao et al., 2023; Pascottini et al., 2023).

No caso das éguas, a inseminagado (natural ou artificial) induz uma resposta
inflamatdria uterina fisioldgica, de modo a facilitar a progressdo dos espermatozodides e a
eliminagdo do conteudo excedente (espermatozoides, bactérias e exsudato inflamatério) em
48 horas (Khan et al., 2017; Freccero et al., 2022; Ghallab et al., 2023).

Defeitos anatémicos do trato reprodutivo, nomeadamente na conformagdo do
perineo, incompeténcia vestibulo-vaginal, estenose cervical e utero pendular, ou
degenerativos do endométrio e miométrio, associados a multiparidade ou a idades avangadas,
comprometem as contracbes do miométrio e a drenagem linfatica e, consequentemente, a

clearance uterina, o que favorece a retengao de fluido intrauterino e a multiplicagédo dos
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microrganismos presentes (Woodward et al., 2012; Reghini et al., 2016; Khan et al., 2017;
Littgenau et al., 2021; Omar et al., 2022; Ghallab et al., 2023; Scarlet et al., 2023).

Estas condi¢des prolongam a resposta inflamatéria por mais de 72 horas (Nash et
al., 2010; Christoffersen et al., 2012; Woodward et al., 2012; Littgenau et al., 2021),
desencadeando uma endometrite persistente induzida pela inseminacao, que é caracterizada
pela diminuicdo na frequéncia e intensidade das contragdes uterinas (Khan et al., 2017);
desequilibrio na resposta mediada por citocinas, devido ao aumento da interleucina-1B e
interleucina-6 (citocinas pro-inflamatérias) e diminuicao da interleucina-10 (citocina anti-
inflamatéria) (Christoffersen et al., 2012; Littgenau et al., 2021); influxo superior de neutrdfilos
ao lumen uterino (Reghini et al., 2016; Friso et al., 2019; Abdelnaby et al., 2020); aumento da
perfusao vascular uterina (Abdelnaby et al., 2020) e dos niveis de 6xido nitrico (Alghamdi et
al., 2005; Woodward et al., 2012; Abdelnaby et al., 2020), PGF2a (Nash et al., 2010) e de soro
amiléide A (proteina de fase aguda) (Christoffersen et al., 2012; Wojtysiak et al., 2020) em
comparagdo com eguas consideradas resistentes. O oOxido nitrico atua como relaxante
muscular, pelo que o seu aumento pode estar associado a diminuigdo da contractilidade
uterina (Khan et al., 2017; Freccero et al., 2022).

Ja em bovinos de aptidao leiteira, a endometrite ocorre maioritariamente no periodo
apdés o parto, associada ao maneio nutritivo, stress metabdlico, alteracdo da resposta
imunitaria e colonizagdo bacteriana no utero através do cérvix dilatado, principalmente em
situagdes de distécia, pobres condi¢bes sanitarias no local de parto e retencédo placentaria
(Osawa, 2021; Umar et al., 2021; Pascottini et al., 2023). Porém, Pascottini et al. (2016)
reportaram uma prevaléncia de 7,86% de endometrite em novilhas nuliparas, sendo que a
maior parte destas (70%) apresentava histéria de falha em conceber apés uma IA. A menor
propor¢gdo do grupo com a doenga nunca foi inseminada, pelo que a endometrite
desencadeada por infegcdes uterinas ascendentes durante o estro € uma possibilidade.
Adicionalmente, foi registada uma menor taxa de concecao nas novilhas com endometrite e
previamente inseminadas. Com base nestes resultados, os autores propdem que a

inseminagcdo em bovinos pode também induzir uma endometrite persistente.

A reduzida taxa de gestacao inerente a endometrite pode advir da presenca de um
ambiente uterino adverso, que compromete o processo de implantagdo embrionaria e o
posterior aporte sanguineo materno aos tecidos embrionarios, ou do efeito luteolitico exercido
pela produgdo exacerbada de PGF2a (Khan et al.,, 2017; Friso et al., 2019; Paulson &
Comizzoli, 2021; Morrell & Rocha, 2022; Freccero et al., 2022; Ghallab et al., 2023; Scarlet
etal., 2023), embora a concentragéo plasmatica de progesterona tenha sido semelhante entre

éguas suscetiveis, isto €, com acumulagao de fluido intrauterino superior a 2 cm de
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profundidade, e éguas resistentes a endometrite, apés IA (Littgenau et al., 2021). Sabe-se
que, em mulheres, a endometrite crénica compromete o processo de decidualizacio,
necessaria ao sucesso da implantacdo do embrido e manutencao da gestacéo (Kuroda et al.,
2020).

2.6.2. Diagnoéstico

Em éguas, os sinais clinicos podem incluir vaginite, cervicite, corrimento vulvar e
acumulacéao de fluido intrauterino, embora a endometrite se apresente, maioritariamente, na
forma subclinica, manifestando-se apenas por histéria de falha em conceber (de Amorim et
al., 2016; Morrell & Rocha, 2022; Pascottini et al., 2023).

A ultrassonografia apresenta uma sensibilidade de 55 a 76% e especificidade de
92%, sendo possivel identificar uma acumulagao de fluido intrauterino, aumento da espessura
do corpo e corno uterino e, através do doppler, da perfusdo vascular uterina, embora nao
permita determinar a causa (Rua et al., 2018; Abdelnaby et al., 2020; Da Silva-Alvarez et al.,
2022; Teixeira-Soares et al., 2022). Por outro lado, nos casos de endometrite subclinica estes
sinais ndo sao visiveis, pelo que é tipicamente detetada apods obter resultados positivos na

citologia e/ou bacteriologia (Ravaioli et al., 2022).

A citologia € um método rapido e simples que permite identificar a presenca de
células inflamatdrias (Rua et al.,, 2018; Koéhne et al., 2020; Teixeira-Soares et al., 2022).
Contudo, os critérios de classificacao de endometrite, nomeadamente a presenca de mais de
um a dois neutréfilos por campo, em 10 campos de ampliagao total (Diaz-Bertrana et al., 2021;
Ghallab et al., 2023) ou o racio entre neutrdfilos e células epiteliais, que varia desde 0,5% a
mais de 10% (Christoffersen et al., 2015; Rua et al., 2018; Abdelnaby et al., 2020; Teixeira-
Soares et al., 2022), diferem entre autores. A avaliagao através do racio entre neutréfilos e
células epiteliais (= 1%) registou uma sensibilidade superior (74% por lavagem uterina e 93%
por zaragatoa) quando comparado com a presenga de pelo menos um neutréfilo por campo
de ampliagao total (37% por lavagem uterina e 60% por zaragatoa), uma vez que este ultimo

método esta limitado a uma menor quantidade de amostra avaliada (de Amorim et al., 2016).

Os resultados também variam consoante a técnica de colheita da amostra. Aamostra
colhida por lavagem uterina, apesar de ser representativa de todo o érgdo, esta associada a
uma maior dificuldade de interpretagdo, por apresentar pior preservagdo celular e maior
quantidade de debris e eritrocitos. A zaragatoa e a escova de citologia permitem obter
amostras com boa integridade celular, embora estas técnicas possam aumentar o nimero de
falsos negativos por colherem apenas areas focais, nas quais podera nao estar presente o

foco inflamatério (de Amorim et al., 2016; Rua et al., 2018). Teixeira-Soares et al. (2022)

33



reportaram a mesma sensibilidade (76%) e especificidade (100%) para a técnica de lavagem
uterina e escova de citologia. Por outro lado, no estudo de Christoffersen et al. (2015), a
citologia esteve associada a uma baixa sensibilidade (8% a 9%), pelo que os autores
consideraram a possibilidade de que infecbes por Escherichia coli, a bactéria mais isolada
neste estudo, possa ter um menor efeito quimiotatico na migracado de neutréfilos ao Iumen

uterino.

As bactérias mais identificadas em éguas com histdria de infertilidade pertencem a
microbiota vaginal (Malaluang et al., 2023). Escherichia coli e Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus sao as bactérias mais representativas, seguidas de Staphylococcus spp.,
Streptocuccus spp., Pseudomonas spp. e Klebsiella pneumoniae. A endometrite fungica,
causada maioritariamente por Aspergillus spp. e Candida spp., apresenta uma prevaléncia
reduzida, de 0,9 a 3,1% (Rua et al., 2018; Pisello et al., 2019; Diaz-Bertrana et al., 2021; Omar
et al., 2022; Ravaioli et al., 2022; Ghallab et al., 2023).

Tal como para a citologia, os resultados da bacteriologia diferem (entre 25% e 93,2%
de casos positivos) consoante a técnica de colheita da amostra relativamente a
representatividade do érgao obtida (de Amorim et al., 2016; Rua et al., 2018; Pisello et al.,
2019; Diaz-Bertrana et al., 2021; Omar et al., 2022; Ravaioli et al., 2022; Ghallab et al., 2023).
Christoffersen et al. (2015) concluiram que a zaragatoa é uma técnica menos sensivel (33%),
em comparagdo com a lavagem uterina (75%), mas mais especifica (90% e 72%,
respetivamente), embora no estudo realizado por Teixeira-Soares et al. (2022), a zaragatoa e
escova de citologia apresentaram maior sensibilidade (84%) e especificidade (100%),
relativamente a lavagem uterina (80% e 92%, respetivamente). Adicionalmente, a amostra
obtida por estas técnicas representa a superficie do endométrio, o que pode interferir com a
deteg¢do de agentes responsaveis por infe¢des profundas, como no caso de Streptococcus

equi subespécie zooepidemicus (Pisello et al., 2019; Pascottini et al., 2023).

Os resultados sdo também influenciados pela localizacdo geografica, exposigcédo a
antibidticos, condi¢cdes de transporte e armazenamento das amostras, meio de cultura e de
enriquecimento, condi¢gdes de incubagao e presencga de biofilmes (Diaz-Bertrana et al., 2021;
Ravaioli et al., 2022; Teixeira-Soares et al., 2022). As bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae tém a capacidade de formar biofilmes, isto &,
comunidades de bactérias aderentes a superficie e envolvidas por matrizes de biopolimeros,
cuja identificagdo por métodos padréao de cultura € mais dificil (Diaz-Bertrana et al., 2021;
Morrell & Rocha, 2022; Nocera et al., 2023). A auséncia de crescimento na cultura
bacteriolégica, mas resultados positivos na citologia, podem também indicar a presenca de

uma endometrite ndo infeciosa (Diaz-Bertrana et al., 2021).
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Por conseguinte, € importante conjugar os meios disponiveis para obter um
diagnoéstico mais preciso e, assim, delinear um plano terapéutico eficaz (Rua et al., 2018;

Teixeira-Soares et al., 2022).

A avaliagao histopatoldgica de biopsia do endométrio € o método gold standard para
o diagnostico de endometrite, considerada positiva na presenca de pelo menos dois a trés
neutrdfilos por campo de ampliacao total (Christoffersen et al., 2015; Rua et al., 2018). Permite
avaliar a cronicidade das lesbes e a presenga de infiltrado de células inflamatérias em
camadas profundas do endométrio. Contudo, uma Unica biépsia ndo representa a totalidade
do 6rgao, pelo que a especificidade é baixa (26,1%), e néo é rotineiramente usada na pratica
clinica devido ao custo e disponibilidade de outros métodos n&o invasivos (de Amorim et al.,
2016; Koéhne et al., 2020).

2.6.3. Tratamento

Em equinos e bovinos, o tratamento tem como base corrigir cirurgicamente eventuais
defeitos anatdmicos do trato reprodutivo e reduzir a resposta inflamatéria e o conteudo
contaminante no utero, através de lavagens uterinas, normalmente com solu¢gdes néo
irritantes como cloreto de sddio (NaCl) a 0,9% ou lactato de ringer (LR), 4 a 8 horas apds a
IA, seguidas da administragdo de agentes ecbdlicos, como a oxitocina, a fim de estimular as
contragdes do miométrio e facilitar a clearance uterina (Kéhne et al., 2020; Morrell & Rocha,
2022; Ghallab et al., 2023; Scarlet et al., 2023).

A antibioterapia deve ser instituida de acordo com os resultados bacteriolégicos e o
teste de suscetibilidade a antibiéticos (TSA). Todavia, a sua eficacia pode ser reduzida quer
pela presenca de biofilmes, cuja matriz protege as bactérias envolventes da exposicéo aos
antibioticos, razao pela qual podem estar associados a endometrite crénica, quer pelo
aumento que se verifica de bactérias multirresistentes (MDR), devido ao uso indiscriminado
de antibidticos (Pisello et al., 2019; Diaz-Bertrana et al., 2021; Omar et al., 2022; Nocera et
al., 2023).

Em equinos, outras opgbes de tratamento menos comuns (Kéhne et al., 2020)
incluem a infusdo intrauterina de plasma rico em plaquetas, composto por fatores de
crescimento com propriedades anti-inflamatérias e neovasculares, apresentando-se como
uma opgao eficaz na modulagdo da resposta inflamatéria e melhoria da taxa de gestacao,
sem efeitos adversos associados (Reghini et al., 2016; Pasch, Schmidt & King, 2021; Ghallab
et al., 2023); anti-inflamatoérios nao esterdides (AINES) seletivos para a ciclo-oxigenase-2,
como o firocoxib, por ndo afetarem a contractilidade uterina nem a ovulagdo, em contraste

aos AINES nao seletivos, como a flunixina meglumina (Friso et al., 2019; Martinez-Bovi, Plaza-
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Davila & Cuervo-Arango, 2023); e glucocorticoides (Christoffersen et al., 2012; Wolf et al.,
2012; Arlas et al., 2015).

2.7. Endometrite na espécie canina

Em cadelas, embora a bibliografia seja limitada, a endometrite tem-se revelado como
uma doenca uterina frequente, com impacto na fertilidade (Fontaine et al., 2009; Christensen
et al.,, 2012; England, Moxon & Freeman, 2012a; England, Burgess & Freeman, 2012b;
Freeman, Green & England, 2013b; Mir et al., 2013; Gifford et al., 2014; Garcia Mitacek et al.,
2017; Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020; Pascottini et al., 2023). E caracterizada
histologicamente pela presenga de congestdo vascular, edema do estroma e infiltracdo de
células inflamatodrias no endométrio, sendo definida como aguda ou subaguda com base na
presenca de infiltrado neutrofilico e/ou eosinofilico ou misto, respetivamente, ambas
acompanhadas de hiperemia. A endometrite crénica & caracterizada por infiltracdo de
linfécitos e/ou plasmdcitos, associada a fibrose periglandular e intersticial (Mir et al., 2013;
Gifford et al., 2014; Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio et al., 2019). Foi reportada uma maior
prevaléncia de endometrite crénica em alguns estudos, o que parece estar associado a
colheita de biopsias uterinas no final do diestro (Mir et al., 2013; Gifford et al., 2014; Praderio

et al., 2019). Ja a endometrite eosinofilica esteve associada a perda fetal (Gifford et al., 2014).

Em cadelas, a fisiopatologia desta doenga permanece incerta (England et al., 2021,
Pascottini et al., 2023). Tal como se verifica em éguas, a inseminagao intrauterina em cadelas
induz a acumulacado de fluido e influxo de neutréfilos ao lumen uterino, vasodilatacéo e
aumento da frequéncia das contracdes uterinas, possivelmente para a remog¢ao do exsudato
inflamatério, contaminantes bacterianos e de espermatozdides que ndo migraram para o
oviducto (England et al., 2012a; England, Russo & Freeman, 2013; England et al., 2021).

Em cadelas com endometrite aguda, verificou-se uma elevada expressdao da
ciclooxigenase-2 em comparagado com cadelas com o endométrio saudavel (Garcia Mitacek
et al., 2017). Assim, a endometrite induzida pela inseminagédo parece ter como causa um
atraso na clearance uterina do estimulo inflamatério, particularmente em cadelas com
hiperplasia quistica do endométrio, nas quais observaram, apos a IA, uma acumulagéo de
fluido intrauterino as 48 horas (que em cadelas normais terminou as 24 horas), aumento da
concentragao de neutrdfilos no lumen uterino, bem como uma menor perfuséo uterina. A
acumulagéo prolongada de fluido intrauterino pode ser suscitada pela redugao das contragbes
uterinas ou pela obstrugéao fisica, devido a presenga dos quistos endometriais, a saida do
fluido. Adicionalmente, tanto a presenga de neutrdfilos, como do fluido intrauterino, interfere

com a adesao dos espermatozoides ao epitélio uterino, pelo que o efeito exacerbado destes
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fatores, em cadelas com alteracdes uterinas, compromete a fertilidade (England et al., 2012a;
England et al., 2012b; Freeman et al., 2013b).

Ainda assim, a endometrite n&o é exclusiva de cadelas com hiperplasia quistica do
endométrio, uma vez que nao foi verificada uma associagao entre ambas as doengas noutros
estudos (Gifford et al., 2014; Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020).

Infecbes bacterianas persistentes, que ascendem pelo cérvix dilatado durante as
fases de proestro e estro, constituem outra possivel causa de endometrite (endometrite pos-
estro) (England et al., 2021), uma vez que, ndo sO uma elevada prevaléncia (40% a 63,3%)
foi identificada em cadelas nao inseminadas aquando dos respetivos estudos, embora sem
histérico reprodutivo conhecido (Christensen et al., 2012; Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio
et al., 2019; Bukowska et al., 2020), como também a instituicdo de protocolos de antibioterapia
em cadelas com endometrite resultou na melhoria da taxa de gestagao (Fontaine et al., 2009;
England et al., 2012a; England et al., 2012b; Lyman et al., 2018).

Para além destes casos de melhoria da performance reprodutiva com a
administragdo de antibidticos, ha apenas um relato de maneio terapéutico de endometrite
crénica numa cadela (Lyman et al., 2018). Baseando-se no que esta descrito em equinos,
estes autores verificaram que a administragao sistémica de antibioticos e oxitocina, associada
a lavagens uterinas com LR, foi eficaz na eliminag¢ao do fluido intrauterino, o que, apés IA com
sémen fresco, permitiu a cadela, incapaz de conceber ha quatro ciclos reprodutivos, dar

origem a uma ninhada.

Contudo, os isolados bacterianos obtidos de cadelas com endometrite ndo sao
concordantes com os resultados histopatoldgicos (Maksimovi¢ et al., 2012; Mir et al., 2013;
Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020). O mesmo se verificou para a citologia
endometrial, colhida por zaragatoa, pelo que os autores concluiram que este meio ndo é
pratico para o diagnéstico de endometrite em cadelas clinicamente saudaveis (Praderio et al.,
2019; Bukowska et al., 2020).

Posto isto, com o presente estudo, pretendeu-se identificar a prevaléncia de
endometrite em cadelas clinicamente saudaveis e comparar os resultados obtidos por
citologia e histopatologia do endométrio. Adicionalmente, procurou-se avaliar a frequéncia e
caracterizagao fenotipica da microbiota uterina, para, deste modo, identificar possiveis fatores
etioldgicos e estabelecer medidas de prevengéo, o que permitira uma melhor comunicagao

com os tutores no maneio reprodutivo e na abordagem a infertilidade.
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3. Material e Métodos
3.1. Caracterizacao da amostragem de estudo

No presente estudo foram incluidas 21 cadelas férteis de associacéo (n=2) e de tutela
privada (n=19), clinicamente saudaveis, sem presenca de neoplasia do trato reprodutivo nem
de conteudo intrauterino, nomeadamente pidmetra, mucémetra, hidrometra e hematémetra,
que se apresentaram no AniCura Atlantico Hospital Veterinario (n=19) e no Hospital
Veterinario da Universidade Luso6fona — Centro Universitario Lisboa (n=2) para OVH (n=4) e
OVE (n=17) previamente programadas, no periodo decorrido entre dezembro de 2022 e julho
de 2023.

A cada tutor foi atribuido o Formulario de Consentimento (Apéndice A1), juntamente
com um questionario (Apéndice A2) para registar a data de inicio dos sinais comportamentais
que caracterizam o proestro e estro (periodo designado pelos tutores como “cio”), o intervalo
entre cios, histérico de reproducio, estado de vacinacdo e desparasitacdo, tratamentos

prévios e atuais e historico de outras doencas.

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Bem Estar Animal da Faculdade

de Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona — Centro Universitario Lisboa.

3.2. Colheita e analise das amostras

3.2.1. Determinacgao da fase do ciclo éstrico

A fase do ciclo éstrico de cada cadela foi determinada através da data do ultimo cio,
do intervalo entre cios, da citologia vaginal e da medicdo da concentracdo seérica de

progesterona.

3.21.1. Citologia vaginal

As amostras de citologia vaginal foram obtidas ao introduzir uma zaragatoa, humida
em agua, na vagina e posterior rotagcao nas paredes laterais e dorsal. O esfregago realizado
foi seco ao ar, corado com coloragao Diff-Quik® (QCA, Terragona, Espanha) e examinado ao
microscopio o6tico (Olympus CX21, Toéquio, Japao) quanto a presenga de células nao
cornificadas (parabasais e intermédias), cornificadas (superficiais e escamosas anucleares),

neutrofilos, eritrécitos e bactérias, nas ampliagées de 400x e 1000x (Kustritz, 2020).
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3.21.2. Progesterona

A amostra de sangue (1 ml) foi colhida da veia jugular ou da veia safena lateral para
um tubo de heparina. De seguida, foi centrifugada durante 4 minutos a 3500 rotacbes por

minuto (rpm) para medi¢cao da concentracao sérica de progesterona.

A concentracao de progesterona foi determinada por ensaio de fluorescéncia ligado
a enzima (mini VIDAS®, bioMérieux Lda., Linda-a-Velha, Portugal), com recurso a um kit

comercial (mini VIDAS® Progesterone Test Kit, bioMérieux).

3.2.2. Procedimento de lavagem uterina e bidpsia uterina

Os animais foram pré-medicados com dexmedetomidina (Sedadex®; Dechra,
Oudewater, Paises Baixos; 5 ug/kg IM) e metadona (Semfortan®; Dechra, Bladel, Paises
Baixos; 0,3 mg/kg IM). A anestesia foi induzida com propofol (Propofol-®Lipuro 2%; Braun,
Melsungen, Alemanha; 4 mg/kg IV, dose-efeito). Apds intubagao, a anestesia foi mantida com
oxigénio e isoflurano (WATO EX-35 Vet; Mindray Animal Care, Hamburgo, Alemanha; 1,75%).

Cada cadela foi posicionada em decubito ventral e a regido vulvar foi higienizada com
digluconato de clorexidina a 0,8% diluido em agua. De seguida, o endoscopio (Uretero-
renoscopio rigido, com ética de 30°, comprimento de 35 cm e didmetro de 9.5 Fr, Karl Storz®)
foi introduzido na vagina até a visualizagdo do cérvix. Com o insuflador, foi insuflado ar
ambiente, em quantidade suficiente para permitir a dilatagéo da vagina e, assim, garantir uma
melhor visualizagao do orificio cervical externo. Através do canal de trabalho do endoscépio,
introduziu-se um cateter estéril até ao utero para proceder a lavagem uterina com LR estéril.
O fluido obtido foi introduzido num copo estéril com tampa estanque para realizacao de cultura

bacteriolégica e citologia endometrial.

Posteriormente, o cateter foi removido e foi introduzida, por via transcervical, uma
pinga de biépsia, com 1,8 mm de didmetro e 180 cm de comprimento (Figura 3). Foram
colhidas duas bidpsias uterinas, a primeira foi introduzida num copo estéril de tampa estanque
para cultura bacteriolégica e a segunda numa cassete de histologia e fixada em solucao de

formalina a 10% num recipiente com tampa estanque para analise histopatolégica.

No final da colheita das amostras cada cadela foi preparada para iniciar o

procedimento cirurgico.
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Figura 3: Cateterizagao cervical com a pinga de bidpsia (Original do autor).
3.2.3. Bacteriologia

Imediatamente apds o procedimento de colheita, o fluido de lavagem uterina foi
semeado em placas de Columbia agar com 5% de sangue de carneiro (Oxoid, Hampshire,
Reino Unido) e MacConkey agar (Biokar Diagnostics, Franga) e colocado em meio de
enriquecimento Brain Heart Broth (BHIB, Biokar Diagnostics, Franca). A biopsia uterina
destinada a bacteriologia foi colocada no meio de cultura BHIB que foi, posteriormente,
semeado em Columbia agar com 5% de sangue de carneiro e em MacConkey agar. As
respetivas placas e tubos foram incubados a 37°C durante 18 a 24 horas. As amostras,
devidamente condicionadas e refrigeradas, foram transportadas para o laboratério e

processadas de acordo com os métodos bacteriolégicos mencionados previamente.

3.2.3.1. Teste de suscetibilidade a antibioticos

Nos isolados obtidos anteriormente foi testada a suscetibilidade a antibiéticos pelo
método de difusao do disco, interpretada de acordo com os critérios do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Os discos de antibiéticos (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) foram
aplicados em placas com Agar Mueller-Hinton, inoculadas com uma suspensao de coldnias
de cultura pura a 0,5 da escala de McFarland, o que corresponde a uma concentracio

bacteriana entre 1 - 2 x 108 UFC/ml.

Para bactérias pertencentes a ordem Enterobacterales, foram utilizados os seguintes
antibioticos (Oxoid, Hampshire, Reino Unido): Amicacina (30 ug), Amoxicilina/Acido
clavulanico (30 ug), Ampicilina (10 ug), Cefotaxima (5 ug), Cefovecina (30 ug), Cefoxitina (30
Mg), Ceftazidima (10 pg), Ciprofloxacina (5 ug), Doxiciclina (30 pg), Enrofloxacina (5 pg),
Ertapeneme (10 pg), Fosfomicina (200 pg), Gentamicina (10 pg), Imipeneme (10 pg),
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Levofloxacina (5 ug), Meropeneme (10 pg), Minociclina (30 ug), Nitrofurantoina (300 pg),
Tetraciclina (30 pg) e Trimetoprim/ Sulfametoxazol (25 pg).

Para Enterococcus spp., foram testadas a Ampicilina (10 pg), Ciprofloxacina (5 pg),
Cloranfenicol (30 ug), Doxiciclina (30 ug), Enrofloxacina (5 pg), Eritromicina (15 pg),
Estreptomicina (300 pg), Fosfomicina (200 ug), Gentamicina (120 ug), Levofloxacina (5 ug),
Minociclina (30 pg), Nitrofurantoina (300 ug), Penicilina (10 ug) e Tetraciclina (30 ug).

Para Streptococcus spp., foram incluidos os antibidticos Cefalotina (30 pg),
Cefovecina (30 ug), Clindamicina (2 ug) e os mesmos antibioticos para Enterocococcus spp.,

com excecgao da Minociclina (30 pg).

No TSA para Staphylococcus spp. foram usados os antibiéticos Acido fusidico (10
ug), Amoxicilina/Acido clavulanico (30 ug), Ampicilina (10 pg), Cefalotina (30 pg), Cefovecina
(30 pg), Cefoxitina (30 ug), Ciprofloxacina (5 ug), Clindamicina (2 ug), Doxiciclina (30 ug),
Enrofloxacina (5 pg), Eritromicina (15 ug), Gentamicina (10 pg), Levofloxacina (5 ug),
Minociclina (30 ug), Nitrofurantoina (300 ug), Oxacilina (1 ug), Tetraciclina (30 pg) e

Trimetoprim/Sulfametoxazol (25 ug).

3.2.3.2. Rastreio da atividade de carbapenemases nas Enterobacterales

Para rastreio da atividade de carbapenemases nas Enterobacterales, foi realizado o

teste MAST® CAT-ID (D71C, Mastgroup, Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.2.3.3. Identificacao da espécie dos isolados bacterianos

O acido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido de amostras em culturas puras,
conforme protocolos definidos no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Lusdfona — Centro Universitario Lisboa para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas [adaptado do Laboratério de Referéncia da Unido Europeia em
Resisténcia Antimicrobiana (https://www.eurl-ar.eu)], de modo a identificar as respetivas
espécies bacterianas por Polymerase Chain Reaction (PCR) convencional. Esta técnica in
vitro permite amplificar sequéncias especificas do DNA em estudo para gerar copias dos
fragmentos de interesse (Sreejith et al., 2018). A detecao destes produtos de PCR foi realizada
por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose (Nzytech, Lisboa, Portugal), que
consiste na separagao dos fragmentos de DNA, de acordo com o seu peso molecular em
pares de bases (pb), durante a migragao numa matriz de gel apds aplicar uma determinada

corrente elétrica (Ziraldo et al., 2019).
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As misturas de reagdo para a realizagdo do PCR no termociclador (Biometra Tone
Series, Analytik jena Alemanha) eram compostas por agua MiliQ esterilizada, 12.5 pL de
Supreme NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal), 0,5 pM de cada oligonucledtido
e 1,5 yL de DNA, perfazendo um volume final de 25 L. Foi usado um controlo positivo (estirpe

previamente identificada e sequenciada) e um controlo negativo.

Para a confirmacdo da espécie Escherichia coli foi realizado um simplex PCR
(adaptado de Doumith et al., 2012) para a amplificacdo do gene gadA, caracteristico desta

espécie (Tabela 2). As condi¢6es de hibridacao utilizadas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracterizagao dos oligonucleétidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para

a identificacdo da espécie Escherichia coli (Adaptado de Doumith et al., 2012).

Gene Nome do Sequéncia nucleotidica (5'—3’) Fragmento  Duracdo  Temperaturade
alvo  oligonucled6tido ampliado de hibridagéo
hibridagéo
gadAF GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG
gadA 373 pb 30s 65°C
gadAR GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC

Para a confirmacao das espécies Enterococcus faecalis e Enteroccus faecium foi
realizado um multiplex PCR [adaptado do Laboratério de Referéncia da Unidao Europeia em
Resisténcia Antimicrobiana (http://www.crl-ar.eu)] para a amplificagdo dos genes ddle feacaiis €
ddle ecium, caracteristicos de cada espécie respetivamente (Tabela 3). As condigbes de

hibridagao utilizadas estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizagédo dos oligonucledtidos iniciadores, utilizados na técnica de PCR para
a identificagdo das espécies Enterococcus faecalis e Enteroccus faecium (Adaptado do

Laboratério de Referéncia da Unido Europeia em Resisténcia Antimicrobiana).

Gene Nome do Sequéncia nucleotidica Fragmento Duracdo  Temperatura
alvo oligonucleétido (5°—3) ampliado de de
hibridacdo  hibridacéo
El ATCAAGTACAGTTAGTCTT
ddle feacalis 941 pb
E2 ACGATTCAAAGCTAACTG
30s 65°C
F1 GCAAGGCTTCTTAGAGA
ddle faecium 550 pb
F2 CATCGTGTAAGCTAACTTC

A andlise de cada produto de reacgéo, obtido previamente por PCR, foi efetuada por
migracdo em gel de agarose (Nzytech, Lisboa, Portugal) 1,5% (p/v) em tampé&o tris-borato-
EDTA (TBE). Foi utilizado o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder V 50-1000pb
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(NZYtech, Portugal) e o resultado foi visualizado por meio de um transluminador ultravioleta

(UView™ Mini Tansilluminator, Bio-rad, Franca).

Para a identificacdo das espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
para as quais ndo foi possivel realizar PCR, os isolados foram enviados e processados para

um laboratério externo para a respetiva identificacdo em VITEK® MS (Biomerieux, Franca).

3.2.4. Citologia endometrial

Apos a colheita de amostra para bacteriologia, o restante fluido de lavagem uterina
foi introduzido num tubo de EDTA e centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm. Com o
sedimento, foram realizados esfregacos, por meio da técnica linear e de squash, corados com

Hemacolor® (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha).

Ao microscoépio 6tico (Olympus CX21, Téquio, Japao), nas ampliagcbes de 400x e
1000x, foram contabilizadas 200 células para determinar a propor¢cao de neutrdfilos
relativamente as células epiteliais. A presenca de inflamacao foi definida na presenga de uma

concentracao de neutrdéfilos 2 a 2% (Praderio et al., 2019).

3.2.5. Histopatologia

Todas as bidpsias foram processadas para analise histopatolégica de rotina, isto &,
inclusdo em parafina, cortes em secgdes de 3 uM e coloragdo com hematoxilina-eosina. Ao
microscopio otico (Olympus CX21, Téquio, Japao), pesquisou-se a presencga de infiltrado
celular inflamatério (neutrofilico, eosinofilico e linfocitico). O endométrio normal foi definido
quando constituido por mucosa com pregas longitudinais, estroma, glandulas endometriais e
epitélio intacto e aderido a membrana basal, sem presenca de infiltrado celular inflamatério
(Praderio et al., 2019).

As imagens foram obtidas com o NanoZoomer-SQ Digital slide scanner C13140-01
(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan), por meio do software NDP.view2 Image viewing

(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan).

4. Resultados
4.1. Caracterizagcao da amostra

Todas as cadelas apresentavam-se clinicamente saudaveis, sem presenga de
doengas concomitantes descritas pelos tutores. O intervalo de peso variou entre 4,05 Kg e
41,5 Kg e a idade entre os 9 meses e 0s 5 anos e 3 meses, com uma meédia de 2,26 anos

(DP=1,31). Por sua vez, 71% (n=15) das cadelas apresentavam idades compreendidas entre
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0s 9 meses e os 3 anos de idade e 29% (n=6) apresentavam mais de 3 anos. A populagdo em
estudo é constituida por um grupo sem raca definida (n=7) e um total de 11 ragas: Pastor
Aleméo (n=3); Bichon Maltés (n=2); American Staffordshire Terrier (n=1); Border Collie (n=1);
Cane Corso (n=1); Dogue de Bordeus (n=1); Fox Terrier (n=1); Jack Russel Terrier (n=1);

Labrador (n=1); Pastor Branco Suigo (n=1); Whippet (n=1).

A maioria das cadelas apresentava-se devidamente vacinada e desparasitada, com
excecao das duas cadelas de associacéo (9,5%). Nao foi administrada antibioterapia nos 6
meses que antecederam a colheita das amostras em qualquer cadela. Nao foram
administrados glucocorticoides em nenhuma cadela nos 3 meses anteriores a colheita das

amostras. Até a data, nenhuma cadela foi previamente medicada com progestagénios.

Previamente ao estudo, 4,8% (n=1) das cadelas teve um parto, sem histérico de
infertilidade, embora dois dos oito cachorros da ninhada tenham morrido 2 dias apds o parto,
sem acesso a qualquer diagndstico ou causa de morte. Das restantes cadelas, 85,7% (n=18)
nunca foram inseminadas e 9,5% (n=2) n&o tinham histérico reprodutivo conhecido. Em 4,8%
(n=1) das cadelas, nao foi possivel a colheita de amostras por impossibilidade de
cateterizacdo transcervical, possivelmente devido a presenca de um defeito anatémico
congeénito no trato genital, embora o mesmo ndo tenha sido evidenciado durante a

vaginoscopia.

O volume de fluido de lavagem uterina colhido foi entre 0,3 e 2 ml, independente do
volume de LR instilado, que variou entre 1,5 e 20 ml consoante o peso do animal, a
visualizacao de refluxo cervical e a facilidade em colher a amostra. O volume aspirado foi
suficiente para o processamento das amostras para a analise bacteriolégica e para a citologia

endometrial.

4.2. Fase do ciclo éstrico

Tomando em consideragcdo a analise dos dados sobre a data do ultimo cio e o
intervalo entre cios de cada cadela e os resultados obtidos pela medicdo da concentragao
sérica de progesterona e pela citologia vaginal, determinou-se que, no dia de cada cirurgia

eletiva, 76% (n=16) das cadelas encontravam-se em proestro e 24% (n=5) em anestro.

Foram identificadas células espumosas (foam cells) na citologia vaginal de uma
cadela em anestro (Figura 4). Observou-se lise celular em 24% (n=5) das cadelas e alteragédo
da tonalidade dos esfregagos para azul, possivelmente pela proximidade com solugao de

formalina a 10%, em 14% (n=3) das cadelas.
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Uma elevada proporcao de neutrofilos, compativel com vaginite, foi visualizada em
14% (n=3) das cadelas em proestro. Numa cadela em fase de proestro foi possivel identificar

a presenca de diplococos fagocitados na citologia vaginal (Figura 4).

Nas cadelas consideradas em proestro, a concentragcdo sérica média de
progesterona foi de 1,09 ng/ml (DP=0,44) e nas cadelas em anestro foi de 0,56 ng/ml
(DP=0,20).

98
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Figura 4: Citologia vaginal: a) Visualizacdo de uma célula espumosa (foam cell), com

o .

D>
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vacuolos citoplasmaticos e nucleo excéntrico (100X, Diff-Quik®); b) Visualizagao de diplococo

(seta) fagocitado por um neutréfilo (nt) (100X, Diff-Quik®) (Originais do autor).

4.3. Histopatologia

Uma vez que a técnica de colheita das amostras foi realizada sem visualizacdo do
utero, nao foi possivel identificar a presenca de alteragdes macroscopicas para direcionar a

pinca de bidpsia.

Nas amostras de bidpsia uterina foi possivel identificar endométrio normal (Figura 5)
em 65% das cadelas (h=13). Em todas estas, constatou-se a presenga de artefactos de
esmagamento, que sao causados pela pinga no momento da bidpsia e induzem a alteragao
da morfologia celular (Figura 6). Quinze por cento (n=3) das amostras apresentavam
miométrio, das quais em 66,7% (n=2) era também visivel tecido endometrial. Das restantes
amostras, 15% (n=3) apresentaram apenas tecido adiposo, indicativo de rutura uterina, e 10%
(n=2) apresentaram apenas coagulo sanguineo. Devido a presenca de artefacto de

esmagamento, nao foi possivel identificar o tipo de tecido em 5% (n=1) das amostras.

Nas bidpsias uterinas com endométrio identificado (65%; n=13), nao foram
visualizados infiltrados de células inflamatdrias, pelo que nenhuma cadela foi classificada

histopatologicamente com endometrite.

45



Figura 5: Biopsia uterina na qual € possivel identificar os constituintes do endométrio,
incluindo glandulas endometriais, bem diferenciadas e suportadas por um estroma laxo (20X,
H&E) (Original do autor).

JETS
Figura 6: Presenca de artefactos de esmagamento em toda a amostra, associados a colheita

por via transcervical (10X, H&E) (Original do autor).

4.4. Citologia endometrial

Na citologia endometrial foram visualizadas células epiteliais, leucécitos (neutrdfilos,

linfocitos, mondcitos e macrofagos), eritrécitos e debris celulares (Figura 7).

Das 20 cadelas, 35% (n=7) apresentaram resultados indicativos de inflamagao, em
20% (n=4) a concentragdo de neutrdfilos foi inferior a 2% e em 45% (n=9) nao foram

visualizados neutréfilos nos campos avaliados ao microscopio 6tico.

Relativamente a fase do ciclo éstrico, 71,4% (n=5) das amostras compativeis com

endometrite foram obtidas de cadelas em proestro e 28,6% (n=2) de cadelas em anestro.
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Das sete amostras compativeis com endometrite, 71,4% (n=5) foram colhidas de

cadelas com uma cultura positiva para crescimento bacteriano.

Figura 7: Citologia endometrial: a) Presenga de células epiteliais (CL), neutrdfilos (nt),
linfécitos (It) e mondcitos (mt) (100X, Hemacolor®); b) Presenca de uma célula epitelial, com

contaminacao por eritrécitos (40X, Hemacolor®) (Originais do autor).

4.5. Analise Bacteriologica

Das 20 cadelas, 65% (n=13) apresentaram resultados positivos para a presenga de
bactérias Gram-positivas (n=13) e Gram-negativas (n=7). Os agentes bacterianos
identificados incluiram: Enterococcus faecalis (n=5), Enterococcus canintestini (n=3),
Enterococcus faecium (n=1), Staphylococcus pseudintermedius (n=3), Pantoea agglomerans
(n=2), Enterobacter cloacae (n=1), Enterobacter hormaechei (n=1), Escherichia coli (n=1),
Klebsiella oxytoca (n=1), Serratia marcescens (n=1) e Streptococcus cani ou Streptococcus
dysgalactiae (n=1) (Figura 8). Relativamente a identificagcdo da bactéria Streptococcus cani
ou Streptococcus dysgalactiae, o equipamento VITEK® MS (Biomerieux, Franga) assinalou
um alto score de identificacdo para ambas as espécies, nao sendo, por isso, uma identificacdo

exata.
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Figura 8: Representacdo grafica da distribuicdo dos agentes bacterianos obtidos nas

amostras colhidas via lavagem uterina e biopsia uterina de cadelas clinicamente saudaveis.

Nas amostras de lavagem uterina foram obtidos isolados bacterianos em 30% das
cadelas (n=6/20) (Figura 9), nomeadamente Staphylococcus pseudintermedius (n=2),
Enterococcus canintestini (n=1), Enterococcus faecalis (n=1), Enterococcus faecium (n=1),
Pantoea agglomerans (n=1) e Streptococcus cani ou Streptococcus dysgalactiae (n=1).
Oitenta e trés por centro (n=5) das amostras apresentaram crescimento puro € 17% (n=1)
apresentou crescimento misto de bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis e
Staphylococcus pseudintermedius). O crescimento bacteriano a partir do fluido de lavagem

uterina foi negativo em 70% (n=14) das cadelas.

Por cultura de biopsia uterina, foi detetada a presenca de bactérias em 45% das
cadelas (n=9/20) (Figura 9): Enterococcus faecalis (n=4), Enterococcus canintestini (n=2),
Enterobacter cloacae (n=1), Enterobacter hormaechei (n=1), Escherichia coli (n=1), Klebsiella
oxytoca (n=1), Pantoea agglomerans (n=1), Serratia marcescens (n=1) e Staphylococcus
pseudintermedius (n=1). Destas amostras, 67% (n=6) apresentaram crescimento puro e 33%
(n=3) apresentaram crescimento misto para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Através da analise deste tipo de amostra, nao foi identificado crescimento bacteriano em 55%
(n=11) das cadelas.
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Lavagem Uterina (n= 6/20)
= Bidpsia Uterina (n=9/20)

Figura 9: Representacdo grafica do numero de cadelas que apresentaram crescimento

bacteriano por técnica de colheita de amostra (lavagem uterina e bidpsia uterina).

Apenas em 10% (n=2) das cadelas foram obtidos isolados bacterianos pelas duas
técnicas realizadas para a colheita de amostras. Uma cadela apresentou crescimento de
Staphylococcus pseudintermedius no fluido de lavagem uterina, Enterobacter hormaechei na
biépsia uterina e Enterococcus faecalis em ambas as amostras. A segunda apresentou
crescimento de Enterococcus faecium no fluido de lavagem uterina e Pantoea agglomerans

na bidpsia uterina.

Das cadelas em proestro (n=15), em 60% (n=9) foram colhidas amostras que
apresentaram crescimento bacteriano. Em cinco cadelas em anestro, 80% (n=4) estiveram
associadas a crescimento bacteriano, sendo que em todas foram isoladas bactérias

pertencentes ao género Enterococcus.

4.5.1. Teste de suscetibilidade a antibioticos

A suscetibilidade de cada antibidtico para os isolados da ordem Enterobacterales
(n=7) (Enterobacter cloacae, Enterobacter hormaechei, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca,
Pantoea agglomerans, Serratia marcescens) e dos géneros Enterococcus (n=9) e

Staphylococcus (n=3), estdo apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6, respetivamente.

Tabela 4: Teste de suscetibilidade a antibidticos para os isolados da ordem Enterobacterales.

Antibioético Sensivel (%) Intermédio (%) Resistente (%)
Amicacina (30 ug) 85,7 0 14,3
Amoxicilina/Acido

42,9 14,3 42,8
clavulanico (30 pg)
Ampicilina (10 pg) 42,9 0 57,1
Cefotaxima (5 pg) 71,4 14,3 14,3
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Cefoxitina (30 pg) 42,9 14,3 42,8

Ceftazidima (10 pg) 71,4 14,3 14,3
Ciprofloxacina (5 ug) 71,4 28,6 0
Doxiciclina (30 pg) 42,9 0 57,1
Enrofloxacina (5 ug) 71,4 28,6 0
Ertapeneme (10 ug) 100 0 0
Fosfomicina (200 ug) 85,7 14,3 0
Gentamicina (10 pg) 100 0 0
Imipeneme (10 ug) 100 0 0
Levofloxacina (5 pg) 100 0 0
Meropeneme (10 ug) 100 0 0
Minociclina (30 ug) 42,9 0 57,1
Nitrofurantoina (300 pg) 57,1 14,3 28,6
Tetraciclina (30 ug) 42,9 0 57,1
Trimetoprim/Sulfametoxazol
42,9 0 57,1
(25 ug)
Cefovecina (30 pg) 57,1 14,3 28,6

Tabela 5: Teste de suscetibilidade a antibidticos para os isolados de Enterococcus spp.

Antibioético Sensivel (%) Intermédio (%) Resistente (%)
Ampicilina (10 ug) 88,9 0 11,1
Ciprofloxacina (5 pg) 11,1 77,8 11,1
Cloranfenicol (30 pg) 100 0 0
Doxiciclina (30 pg) 77,8 11,1 11,1
Enrofloxacina (5 pg) 33,3 44,5 22,2
Eritromicina (15 ug) 33,3 55,6 11,1
Estreptomicina (300 pg) 88,9 11,1 0
Fosfomicina (200 pg) 100 0 0
Gentamicina (120 pg) 100 0 0
Levofloxacina (5 pg) 66,7 33,3 0
Minociclina (30 ug) 66,7 22,2 11,1
Nitrofurantoina (300 pg) 77,8 11,1 11,1
Penicilina (10 pg) 100 0 0

Tetraciclina (30 pg) 66,7 1.1 22,2




Tabela 6: Teste de suscetibilidade a antibiéticos para os isolados de Staphylococcus spp.

Antibiético Sensivel (%) Intermédio (%) Resistente (%)
Acido fusidico (10 ug) 100 0 0
Amoxicilina/Acido

clavulanico (30 pg) 100 0 0
Ampicilina (10 pg) 100 0 0
Cefalotina (30 pg) 100 0 0
Cefovecina (30 pg) 100 0 0
Cefoxitina (30 pg) 100 0 0
Ciprofloxacina (5 ug) 100 0 0
Clindamicina (2 ug) 100 0 0

Doxiciclina (30 pg) 33,3 0 66,7
Enrofloxacina (5 pg) 66,7 33,3 0
Eritromicina (15 ug) 66,7 33,3 0
Gentamicina (10 ug) 100 0 0
Levofloxacina (5 ug) 100 0 0
Minociclina (30 pg) 33,3 66,7 0
Nitrofurantoina (300 pg) 100 0 0
Oxacilina (1 pg) 100 0 0

Tetraciclina (30 ug) 66,7 0 33,3

Trimetoprim/Sulfametoxazol
100 0 0
(25 pg)

Relativamente ao Streptococcus cani ou Streptococcus dysgalactiae (n=1), esta

bactéria apresentou apenas resisténcia a Enrofloxacina.

Todos os isolados MDR, isto &, resisténcia a pelo menos trés classes diferentes de
antibidticos, pertencem a ordem Enterobacterales, nomeadamente as bactérias Enterobacter
cloacae (n=1), Enterobacter hormaechei (n=1), Klebsiella oxytoca (n=1) e Serratia

marcescens (n=1), sendo que as ultimas duas foram obtidas da mesma cadela.

5. Discussao

Relativamente a citologia vaginal, revelou-se dificil interpretar os resultados em
certas cadelas, quanto a diferenciagdo entre proestro e anestro. Como tal, a citologia vaginal

trata-se de uma técnica algo subjetiva, limitada pela experiéncia do operador e pela técnica
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de colheita, pelo que a sua conjugagdo com a concentragdo sérica de progesterona e a
informacéo sobre a histéria do ultimo cio e intervalo entre cios facilitou a determinacao da fase
do ciclo éstrico, 8 semelhanga do que é aconselhado por outros autores (Oldag et al., 2017,
Arlt, 2018; Reckers et al., 2022).

A endometrite tem um grande impacto na reprodugdo de equinos e bovinos. Nao
obstante, os estudos sobre esta doengca em cadelas sao, ainda, limitados. A fisiopatologia
nesta espécie, embora nao esteja totalmente esclarecida, pode estar associada a copula ou
IA, resultando num estado inflamatério que perdura até a implantacdo embrionaria (Praderio
et al.,, 2019; England et al., 2021). Contudo, a identificacdo de endometrite em cadelas nao
sujeitas a inseminacao (Christensen et al., 2012; Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio et al.,
2019; Bukowska et al., 2020) favorece a hipotese de que a dilatacido cervical, durante o
proestro e estro, constitui uma porta de entrada para infecées uterinas ascendentes, inclusive
microrganismos residentes da microbiota vaginal, o0 que promove o estabelecimento desta
doenga por disbiose uterina e/ou comprometimento da funcao imune inata (endometrite pos-
estro) (England et al., 2021; Pascottini et al., 2023). Outro fator de risco inclui o atraso no
processo de clearance uterina, necessaria a remog¢ao atempada do exsudato inflamatério,
bactérias e outros produtos inflamatérios, seja por reducdo da contractilidade miometrial,
como descrito em éguas, ou pela presenca de anomalias ou doengas, como a hiperplasia
quistica do endométrio (England et al., 2012a; Freeman et al., 2013b; Ghallab et al., 2023).

Tendo em conta que em bovinos de aptidao leiteira a endometrite ocorre quase
exclusivamente no periodo apds o parto, devido a colonizagao uterina por bactérias e reducéo
da fungéo imunitaria associada ao stress metabdlico, Pascottini et al. (2023) propdem que a
endometrite pos-parto em cadelas seja uma potencial causa, principalmente em situagdes de
parto prolongado, distdcia e retencao placentaria. Embora em cadelas estes casos estejam
associados a metrite, por lesdo de todas as camadas uterinas, estes autores sugerem que a
infecao bacteriana e trauma do utero possa instaurar adicionalmente uma endometrite que,

quando subclinica, pode persistir até ao estro subsequente.

Em alguns estudos foi identificada uma maior prevaléncia de endometrite cronica (Mir
et al., 2013; Gifford et al., 2014; Praderio et al., 2019). Para além de uma possivel origem pos-
parto, esta pode estar também associada a casos de endometrite pds-estro ou induzida pela
inseminagéo, que continua a subsistir até ao estro do ciclo seguinte (Pascottini et al., 2023).
Todavia, apenas um caso de endometrite persistente por varios ciclos reprodutivos, associada

a falha em conceber, esta descrito em cadelas (Lyman et al., 2018).

Uma vez que a histopatologia € o método gold standard para o diagnéstico de

endometrite, os resultados obtidos por este meio de diagndstico, no presente estudo, indicam
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que a endometrite ndo esta presente em cadelas clinicamente saudaveis, o que nao vai de
encontro com os resultados documentados em outros artigos, nos quais identificam a
endometrite como uma doencga uterina prevalente (Christensen et al., 2012; Mir et al., 2013;
Gifford et al., 2014; Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020).
A diferenga verificada nos resultados podera estar associada a varios fatores, alguns dos

quais descritos em seguida.

Durante 7 meses, foram colhidas amostras uterinas de 20 cadelas. Embora o
tamanho da populagao incluida seja semelhante ao de outros estudos nos quais identificaram
uma prevaléncia de endometrite de 33,3% e 50% (Christensen et al., 2012; Mir et al., 2013),
apenas em 65% das cadelas (n=13) foi possivel obter bidpsias com tecido endometrial e, por

isso, validas para obter um diagndstico histopatoldgico.

A média de idades das cadelas no presente estudo foi de 2,26 anos (DP=1,31), sendo
que 71% (n=15) apresentavam idade inferior a 3 anos, o que pode contribuir, adicionalmente,
para a falta de casos positivos. De facto, Bukowska et al., (2020) identificaram que a maioria
das cadelas estudadas com menos de 5 anos apresentava endométrio normal, enquanto
todas as cadelas com idade superior apresentavam doeng¢a uterina, nomeadamente
endometrite e/ou hiperplasia quistica do endométrio. No presente estudo, apenas 10% (n=2)
das cadelas tinham 5 anos, ambas sem tecido endometrial visivel nas respetivas biopsias
uterinas, pelo que néo foi possivel obter um diagnéstico para a presenga ou nao de
endometrite. Noutros estudos que reportaram uma prevaléncia elevada de endometrite, a
média das idades das cadelas foi igualmente superior ao deste estudo (Mir et al., 2013; Gifford
et al., 2014). A incidéncia de hiperplasia quistica do endométrio aumenta com a idade, devido
aos efeitos proliferativos da progesterona ao longo de ciclos éstricos sucessivos,
principalmente a partir dos 6 anos de idade (Moxon, Whiteside & England, 2016; Wozna-
Wysocka et al., 2021). Neste estudo, todas as cadelas tinham uma idade inferior a 6 anos no
momento da colheita das amostras, o que pode explicar o facto de nenhuma cadela ter sido
diagnosticada com hiperplasia quistica do endométrio, embora seja considerada uma das
doengas uterinas mais comuns nesta espécie (Wozna-Wysocka et al., 2021). Nao obstante,
um elevado numero de casos de endometrite foi também identificado em cadelas com uma
média de idades semelhante ao presente estudo e entre os grupos com e sem a doencga
(Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio et al., 2019).

A fase do ciclo éstrico em que as cadelas se encontravam no momento da colheita
das amostras parece ser também um fator determinante. O diestro foi a fase com maior
numero de casos positivos para endometrite (Christensen et al., 2012; Mir et al., 2013; Gifford

et al., 2014). Ja Garcia Mitacek et al. (2017) e Praderio et al. (2019) reportaram uma maior
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prevaléncia de endometrite comparativamente com outros estudos, possivelmente por terem
incluido apenas cadelas em diestro. Enquanto o estradiol contribui para a manutencédo do
sistema imunitario, ao estimular a acado de células imunitarias e a migragdo de neutrofilos
(Sugiura et al., 2004; Robinson et al., 2014), elevados niveis de progesterona estdo
associados a uma diminuigdo de linfocitos T, neutréfilos, macrofagos e células Natural Killer
(Bishop et al., 2015; Pires & Payan-Carreira, 2015). Assim, o estradiol parece ter um papel
importante no controlo de infe¢gdes uterinas durante o proestro e estro, ao passo que a
progesterona exerce um efeito imunossupressor, possivelmente para impedir a rejeigdo
materna do embrido e do feto durante a gestacao (Bishop et al., 2015; Pires & Payan-Carreira,
2015). Desta forma, a produg¢ao aumentada de progesterona durante o diestro pode favorecer
a identificagdo de endometrite neste periodo. Por conseguinte, a auséncia de cadelas em
diestro no presente estudo pode ter influenciado os resultados obtidos. Por outro lado, um
outro estudo verificou que o diagnéstico de endometrite n&o foi influenciado pela fase do ciclo
éstrico, no qual a doenga foi identificada em cadelas tanto em diestro como em anestro,

proestro e estro (Bukowska et al., 2020).

O acesso ao utero, por via transcervical e por laparotomia, de cadelas em diestro
esteve associado ao aparecimento de casos de pidmetra, possivelmente devido a introducéo
iatrogénica de bactérias num ambiente sensivel e propicio ao desenvolvimento bacteriano sob

a influéncia da progesterona (Fontaine et al., 2009; Christensen et al., 2012; Mir et al., 2013).

A via realizada para a colheita das amostras uterinas, isto &, por cateterizacéo
cervical, esta também associada a certas limitagdes. Apesar da bidpsia uterina permitir a
colheita de ambas as camadas do endométrio, a visualizagdo de todo o procedimento esta
restrita a vagina e orificio cervical externo. Como tal, ndo foi possivel direcionar cada bidpsia
uterina para regides do endométrio macroscopicamente alteradas. Além disso, foi colhida
apenas uma bidpsia uterina por animal para avaliagao histopatolégica, de dimensao bastante
reduzida, e, como tal, ndo é representativa de todo o 6rgado. Assim, com esta técnica, o
operador esta sujeito a falhar zonas focais de inflamagao, pelo que a auséncia de casos
positivos pode ser atribuida a regido biopsiada. Ademais, o procedimento esteve associado
a artefactos de esmagamento nas amostras para analise histopatoldgica, originados pela
pinca de bidpsia aquando da colheita. Estes artefactos afetam a arquitetura normal do tecido
obtido, sendo que numa das amostras a alteragdo da morfologia celular impossibilitou a
identificagdo da camada uterina. Por outro lado, Christensen et al. (2012), ao compararem
bidpsias uterinas obtidas por via transcervical e apés OVH, nao detetaram diferengas no
diagndstico de lesdes uterinas, como endometrite. A diferenga destes resultados para os do

presente estudo pode estar no facto destes autores terem realizado trés bidpsias, o que
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permitiu o0 aumento da sensibilidade uma vez que a les&do diagnosticada ndo esteve presente
simultaneamente nas trés amostras colhidas do mesmo utero. Tal como neste estudo, o
miomeétrio foi identificado nas amostras colhidas. Ainda assim, um maior numero de amostras
(91,5%), obtidas por via transcervical, apresentaram boa qualidade, comparativamente com o
que foi obtido no presente estudo (65%). No decorrer desta investigagao, foram colhidas trés
biépsias uterinas por animal, a primeira para bacteriologia, a segunda para histopatologia e a
terceira para pesquisa de mediadores inflamatorios por Real-time PCR (amostras congeladas
a -80°C para futura investigacado). Nem sempre foi possivel realizar a terceira bidpsia em todas
as cadelas, devido a hemorragia secundaria ao trauma das restantes bidpsias ou pela
dificuldade sentida na colheita das anteriores, pelo que realizar mais bidpsias para

histopatologia, embora importante, nao foi exequivel.

Em 21 cadelas, previamente inseminadas, com histéria de incapacidade em ficar
gestante ou perda de gestagao, foram colhidas amostras uterinas apdés OVH para avaliagcao
histopatoldgica. A endometrite foi a lesdo mais frequente, a par de fibrose com degeneragéo
das glandulas endometriais, em 33,3% das cadelas (Mir et al., 2013). Noutra investigagao, a
endometrite foi a doenga mais observada (42,6%) em 399 cadelas que, maioritariamente por
motivos de incapacidade em ficar gestante, morte fetal e reduzido tamanho da ninhada, foram
submetidas a bidpsia uterina para determinar a causa (Gifford et al., 2014). A endometrite foi
igualmente a alteracdo uterina mais predominante (54%), num estudo que envolveu 41
cadelas que nunca ficaram gestantes, embora nao se saiba se por infertilidade ou porque
nunca foram inseminadas (Praderio et al., 2019). No presente estudo, foram colhidas
amostras por lavagem e bidpsia uterina a 17 (85%) cadelas nunca inseminadas e/ou
copuladas, a 2 (10%) cadelas sem informagéo disponivel e a apenas 1 (5%) cadela primipara.
Assim, é possivel que a auséncia de casos positivos, para além dos fatores ja mencionados,
possa estar associada ao elevado numero de cadelas que nunca foram inseminadas e que,
por isso, néo sofreram a reagao inflamatdria, transitéria ou persistente, originada pelo contacto
dos espermatozoides e outros produtos inflamatérios com o endométrio (England et al.,
2012a; Freeman et al., 2013b), o que pode suportar a hipétese de que a endometrite em
cadelas possa ser desencadeada pela copula ou IA. A endometrite persistente induzida pela
inseminacao é considerada uma das principais causas de infertilidade em éguas (Luttgenau
et al., 2021) e os resultados obtidos na ultima década (Fontaine et al., 2009; Christensen et
al., 2012; England et al., 2012a; England et al., 2012b; Freeman et al., 2013b; Mir et al., 2013;
Gifford et al., 2014; Garcia Mitacek et al., 2017; Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020;
Pascottini et al., 2023) parecem indicar que a endometrite representa a principal doenca

uterina em cadelas, com potencial impacto negativo na fertilidade. Nesta perspetiva, o
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interesse de cada criador em reproduzir a sua cadela, contribui simultaneamente para a sua

infertilidade, condicdo que pretendem minimizar.

A principal limitagao de alguns estudos que reportaram elevadas prevaléncias de
endometrite é a auséncia de informagao sobre o histérico reprodutivo da maioria, ou mesmo
totalidade, das cadelas incluidas (Christensen et al., 2012; Garcia Mitacek et al., 2017;
Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020), o que nao permite esclarecer a fisiopatologia da
endometrite nesta espécie. Dado o reduzido numero de amostras, o presente estudo também
nao permitiu aprofundar o conhecimento sobre a fisiopatologia da doencga. Para tal, seria
pertinente incluir um elevado numero de cadelas, divididas em trés grupos: cadelas nunca
inseminadas; cadelas inseminadas durante o estudo; e cadelas que ja pariram, mas que nao
foram inseminadas durante o estudo. Em caso de elevada prevaléncia de endometrite, o
primeiro, segundo e terceiro grupo poderiam indicar, respetivamente, se a doenga pode ser
classificada em pods-estro, devido a infecbes uterinas durante o proestro e estro, poés-
inseminacgao, devido a acumulagdo de conteudo inflamatério introduzido durante a IA ou

durante a cépula, ou pds-parto, associada a trauma e colonizagéo bacteriana do endométrio.

A lavagem uterina permite colher uma amostra representativa de toda a superficie do
endométrio, ao contrario da zaragatoa e da escova de citologia. Contudo, tal como identificado
previamente em equinos (de Amorim et al., 2016; Rua et al., 2018), a presenca de debris
celulares, ma preservacao celular e, particularmente, elevada concentracdo de eritrocitos
(Figura 7), dificultou a interpretacdo de algumas amostras. Ja a escova de citologia pode
induzir endometrite iatrogénica na colheita de amostras por via transcervical (Watts & Wright,
1995).

A percentagem das cadelas que apresentaram resultados citologicos indicativos de
endometrite foi de 35% (n=7), valor semelhante ao reportado por Fontaine et al., (2009).
Apesar da citologia endometrial ser um meio de diagndstico comum em bovinos e equinos
(Pascottini et al., 2023), os resultados obtidos no presente estudo por citologia endometrial
nao foram concordantes com os resultados obtidos por histopatologia de biépsia uterina, a
semelhanga de outros estudos nos quais foi realizada a mesma comparagao (Praderio et al.,
2019; Bukowska et al., 2020). Uma elevada concentragéo de neutrofilos foi identificada tanto
em cadelas com endométrio normal como com endometrite aguda (Praderio et al., 2019). O
critério aplicado por estes autores, isto €, uma concentragéo de neutrdfilos igual ou superior a
2% em relagao as células epiteliais, serviu de base para o presente estudo. Este valor limite,
extrapolado de estudos em éguas, pode nédo ser adequado para cadelas. Contudo, cadelas
classificadas com endometrite subaguda e cronica por histopatologia, estiveram associadas

a menores concentragdes de neutrofilos, pelo que um limite superior para o diagndstico de
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endometrite apenas poderia diferenciar cadelas com e sem endometrite aguda, enquanto a

inflamagao subaguda ou crénica do endométrio permaneceria por diagnosticar.

Apesar da citologia endometrial, por zaragatoa, ter sido considerada previamente
como um meio inadequado para o diagnéstico de lesbes uterinas em cadelas clinicamente
saudaveis (Praderio et al., 2019; Bukowska et al., 2020), o mesmo nao pode ser concluido no
presente estudo, devido a diferenca na técnica usada. Uma vez que o fluido de lavagem
uterina é representativo de toda a superficie do endométrio, o0 endométrio classificado como
normal na analise histopatoldgica € indicativo da regiao em especifico que foi colhida, o que

nao exclui a presencga de focos inflamatorios localizados noutras regides do utero.

Embora o utero ja ter sido considerado um ambiente estéril, atualmente sabe-se que
€ constituido por um microbioma diversificado (Lyman et al., 2019; Zheng et al., 2023). Ao
longo desta investigacdo, foram isoladas bactérias do endométrio em 65% das cadelas,
semelhante aos resultados obtidos por Maksimovi¢ et al. (2012) e Goericke-Pesch et al.
(2018). Algumas das espécies bacterianas isoladas foram previamente identificadas no utero
de cadelas (Maksimovi¢ et al., 2012; Goericke-Pesch et al., 2018; Rocha et al., 2022), bem

como de éguas (Thomson et al., 2023), consideradas como agentes comensais deste érgao.

No presente estudo, o género Enterococcus foi o mais frequentemente isolado (45%).
Cadelas com pidometra apresentaram uma maior abundancia uterina destas bactérias em
comparagao com cadelas saudaveis (Zheng et al., 2023). De facto, Enterococcus faecalis esta
associado a endometrite cronica em mulheres, ao induzir um estado inflamatério, pelo
aumento da interleucina-6 e interleucina-1p (citocinas pré-inflamatdrias), apoptose das células
epiteliais do endométrio e a reducdo da expressdo de biomarcadores necessarios a
decidualizagdo e implantacdo do embrido (Zhang et al., 2021). Por outro lado, tem sido
identificada uma elevada prevaléncia de Staphylococcus spp. no Utero de cadelas saudaveis
(Maksimovi¢ et al., 2012; Lyman et al., 2019; Zheng et al., 2023).

Conforme outros estudos em cadelas saudaveis (Maksimovi¢ et al., 2012; Praderio
et al., 2019; Mogheiseh et al., 2020), foi obtido apenas um isolado de Escherichia coli. Lyman
et al. (2019) realizaram uma analise metagendmica no endométrio de cadelas sem doencas
associadas e nao detetaram qualquer isolado de Escherichia spp. Contudo, esta € a bactéria
mais frequentemente isolada em casos de pidmetra (Lee et al., 2000; Rocha et al., 2022;
Xavier et al., 2023). Tendo em conta estes resultados, parece que Escherichia coli ndo deve
ser considerada uma bactéria comensal do endométrio, e a sua colonizagao uterina, por
determinados mecanismos de viruléncia que a permitem progredir da microbiota fecal para o

tecido uterino (Henriques et al., 2016; Lopes et al., 2020), podera promover a disbiose da
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microbiota endometrial que, sob a agdo imunossupressora da progesterona durante o diestro

(Pires & Payan-Carreira, 2015), pode levar ao desenvolvimento de piometra.

Neste estudo foi também identificada a bactéria Serratia marcescens. Esta bactéria
€ um agente oportunista e ubiquitario, associado a surtos em hospitais veterinarios,
particularmente devido a sua capacidade em sobreviver em solugbes antissépticas como
clorexidina (Keck et al., 2020; Allen et al., 2022). Foi também isolada em cadelas com piémetra

e situagdes de aborto em bovinos (Das, Paranjape & Pitt, 1988; Lee et al., 2000).

A detecdo de Pantoea agglomerans em 20% (n=2) das cadelas foi um resultado
inesperado. E uma bactéria associada a vegetacéo, pelo que a maioria dos casos reportados
em medicina humana tém como causa lesdes penetrantes por constituintes de plantas
contaminados, como espinhos ou lascas de madeira, com consequente artrite séptica (Rave
etal., 2012; Koester et al., 2020), tal como na espécie canina (Muir et al., 2007; Prior & Arthurs,
2021). Outro possivel meio de transmissédo é por via hematogénea, através da picada da
carraga Ixodes ricinus (Tomaso et al., 2018). Curiosamente, ambas as cadelas pertenciam a
mesma associacdo e ndo se encontravam desparasitadas. Além disso, ambas estavam em
proestro, pelo que também ¢é possivel que tenha ocorrido a contaminagdo da microbiota
vaginal por contacto com plantas contaminadas e posterior translocagdo ascendente para o
endométrio. Ao nivel do trato reprodutivo, infe¢cdes por Pantoea agglomerans foram descritas
como causa de aborto em equinos (Singh et al., 2004; Henker et al., 2020; Akter et al., 2021).
Do conhecimento do autor, apenas um isolado uterino de Pantoea spp., foi reportado num
estudo que envolveu 50 cadelas submetidas a cesariana devido a distécia (Goericke-Pesch
et al., 2018).

A maioria das cadelas (65%) em estudo apresentou crescimento bacteriano nas
amostras colhidas do endométrio, em contraste com outros resultados. Por histopatologia, Mir
et al., (2013) reportaram uma prevaléncia de 33,3% de endometrite, mas n&o detetaram
qualquer isolado bacteriano nas 21 cadelas incluidas. Praderio et al., (2019) também nao
identificaram bactérias em cadelas com endométrio normal e foram obtidos apenas quatro
casos positivos das 27 cadelas com endometrite, nomeadamente E. coli, Staphylococcus
pseudintermedius, Corynebacterium spp. e Streptococcus B-hemolitico. E provavel que esta
diferenga de resultados possa estar associada a técnica de colheita da amostra. No presente
estudo, a andlise bacterioldgica foi realizada no fluido obtido por lavagem uterina e em bidpsia
uterina. A lavagem uterina, embora a amostra obtida seja representativa de toda a superficie
do endométrio, permitiu detetar a presenga de bactérias num menor niumero de cadelas (30%)
em relagéo a bidpsia uterina (45%) (Figura 9). A biopsia reflete apenas os resultados da regiéo

colhida, mas de camadas mais profundas. Em éguas, a bactéria Streptococcus equi
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subespécie zooepidemicus tem a capacidade de causar infecbes profundas, o que pode
induzir falsos negativos quando usadas técnicas limitadas a superficie do endométrio (Pisello
et al., 2019). No presente estudo verificou-se que quase a totalidade (85,7%; n=6) das
bactérias Gram-negativas, pertencentes a ordem Enterobacterales, foi isolada apenas por
biépsia uterina. Em ambos os estudos comparados anteriormente (Mir et al., 2013; Praderio
et al., 2019), os autores colheram amostras do endométrio para analise bacteriolégica por
zaragatoa. Esta técnica apresenta uma sensibilidade superior, comparativamente a lavagem
uterina em éguas (Teixeira-Soares et al., 2022), embora o contrario também tenha sido
observado (Christoffersen et al., 2015) e apresenta a condicionante de ser limitada ndo sé a
superficie do endométrio, como a regido colhida, ndo sendo, por isso, representativa de todo
o orgao (Christoffersen et al., 2015; Pisello et al., 2019). A conjugacao da lavagem uterina e
da bidpsia uterina minimiza as limitacbes associadas a cada técnica, isto €, a profundidade e
representatividade, respetivamente, o que pode justificar a detecdo de 20 espécies

bacterianas em 65% das cadelas.

Como referido na seccdo dos resultados, as cadelas incluidas neste estudo
encontravam-se em proestro (76%) e em anestro (24%). Em ambos os estudos de Mir et al.
(2013) e Praderio et al. (2019), os autores apenas incluiram cadelas em diestro. Por outro
lado, o diestro foi a fase na qual um maior numero de bactérias foi identificado no endométrio
de cadelas sem patologia associada (Maksimovi¢ et al., 2012; Mogheiseh et al., 2020).
Contudo, todos estes estudos procederam ao isolamento bacteriano através de métodos
baseados em cultura estando, por isso, limitados a dete¢cdo de microrganismos que crescem
em condigdes favoraveis para tal (Rota et al., 2020). Através da analise metagendmica,
independente dos métodos padrao de cultura, concluiu-se que o microbioma endometrial ndo

varia consoante a fase do ciclo éstrico (Lyman et al., 2019).

E de ressalvar que a maioria dos isolados obtidos no presente estudo foi identificada
como pertencente a microbiota vaginal (Loncaric et al., 2020; Rota et al., 2020; Golinska et
al., 2021). O microbioma endometrial parece ser distinto do microbioma vaginal,
permanecendo inalterado por potenciais transloca¢des ascendentes de bactérias durante o
estro e proestro em cadelas saudaveis (Lyman et al., 2019), pelo que é plausivel que os
resultados observados possam refletir a microbiota vaginal devido a contaminagao durante a
técnica de colheita das amostras. Embora esta tenha sido realizada sob condi¢gbes assépticas,
evidenciadas pela auséncia de bactérias isoladas em 35% (n=7) das cadelas através dos
métodos bacterioldgicos padréo, teria sido relevante proceder a cultura vaginal de cada cadela

para comparar com os resultados obtidos do endométrio.
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Através do TSA, confirmou-se o perfil de resisténcia intrinseca dos isolados do
complexo Enterobacter cloacae (Enterobacter cloacae e Enterobacter hormaechei)
(amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina e cefoxitina) e das bactérias Klebsiella oxytoca
(ampicilina) e Serratia marcescens (amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, cefoxitina e
nitrofurantoina) (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2023). Todos
estes agentes bacterianos demonstraram perfil de multirresisténcia, ou seja, resisténcia a pelo
menos trés classes diferentes de antibioticos. A microbiota vaginal compreende um
microbioma rico (Lyman et al., 2019), pelo que a administragao de antibiéticos sem evidéncia
de sinais indicativos de infe¢ao, pode favorecer ndao s6 o desenvolvimento de resisténcias a
estes medicamentos, bem como infe¢cbes do trato geniturinario como consequéncia do
desequilibrio da microbiota comensal (Groppetti et al., 2012; Golinska et al., 2021; Pascottini
et al., 2023).

Uma vez que nao foram identificadas cadelas com endometrite por histopatologia,
nao foi possivel determinar potenciais fatores etiolégicos. Em éguas, os procedimentos
aplicados para reduzir a contaminagao bacteriana, como higienizar a vulva e o pénis antes da
IA; garantir boas condi¢des sanitarias na sala de parto; usar diluidores de sémen com
antibidticos; poderédo ser uteis para garantir o equilibrio da microbiota comensal e, assim,
prevenir a endometrite em cadelas (Pascottini et al., 2023). Outro passo inclui a monitorizagéao
ultrassonografica do utero antes e apds a |A, uma vez que a acumulagéo de fluido intrauterino,
no momento da ovulagdo e mais de 24 horas apds a inseminagao, afeta negativamente a
fertilidade na cadela (England et al., 2012a; Freeman, Green & England, 2013a). Em éguas,
a lavagem uterina antes da inseminagdo promove a contractilidade uterina e a remocéo do
conteudo intrauterino inflamatério, preparando o endométrio para a implantacido do embrido
(Lyman et al., 2018).

Do conhecimento do autor, este € o primeiro estudo que compara a citologia do fluido
de lavagem uterina e a histopatologia de bidpsia uterina, colhidas por via transcervical, para
o diagnostico de endometrite em cadelas. Apesar da falta de concordancia entre os resultados
obtidos por estes dois meios de diagndstico, a avaliagao da eficacia da técnica aplicada é
importante na medida em que se trata de um método menos invasivo quando comparado com
0s riscos associados a laparotomia. Adicionalmente, a identificacdo de bactérias MDR em
cadelas sem histéria de antibioterapia, reforga que o uso indiscriminado de antibiéticos € uma
pratica a evitar, embora seja comum no tratamento de infertiidade ou como forma de
prevencgao de infegcdes uterinas antes e apos a IA ou cépula (England et al., 2012b; Groppetti
et al., 2012; England et al., 2021).
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6. Conclusoes

Os resultados obtidos por histopatologia sugerem que a endometrite ndo esta
presente em cadelas clinicamente saudaveis. Os resultados podem ser influenciados pelo
tamanho e idade da populacdo em estudo e pela fase do ciclo éstrico em que as amostras
foram colhidas. Apesar da fisiopatologia permanecer incerta, tendo em conta que 85% (n=17)
das cadelas nunca foram previamente inseminadas, €& possivel considerar que estes
resultados sejam indicativos de que a endometrite em cadelas possa ser induzida pelos
mesmos fatores descritos em éguas, nomeadamente a inflamagao persistente apés a cépula

ou a inseminacao artificial.

Ainda assim, nao é possivel excluir a presenca de endometrite na populacido em
estudo, dadas as limitacdes inerentes a técnica descrita para a colheita das amostras, como
a auséncia de visualizacao do utero durante o procedimento, a falta de representatividade do
endométrio e a colheita de amostras associadas a artefactos de esmagamento. Por
conseguinte, a colheita de bidpsias uterinas por via transcervical, parece ndo ser a mais
indicada para o diagndstico de endometrite, embora a realizagdo de um maior numero de

bidpsias possa melhorar a sensibilidade.

Tendo em conta os resultados histopatolégicos, ndo foi possivel determinar a
utiidade da citologia do fluido de lavagem uterina como meio para o diagndstico de
endometrite em cadelas. Futuros estudos sdo necessarios para compreender o impacto da
endometrite na fertilidade canina e determinar a eficacia desta ultima técnica, para uma

possivel abordagem menos invasiva.

Uma vez que neste estudo foram identificadas bactérias possivelmente pertencentes
a microbiota endometrial, as mesmas poderao ser isoladas em cadelas com endometrite.
Nestes casos, os resultados bacteriolégicos ndo devem ser considerados como o fator
etiolégico, nem a razao para iniciar antibioterapia quando nao estdo presentes sinais
indicativos de infegdo. De facto, o uso indiscriminado de antibiéticos promove o
desenvolvimento de bactérias resistentes, o que podera ter implicagbes na antibioterapia
durante o tratamento de infertilidade ou como forma de prevengéao de infe¢des uterinas antes

€ apods a copula ou a inseminacgao artificial.
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Apéndice

Apéndice A1: Formulario de Consentimento.

E; l|'I|'||I|;I|:IIIilci;na veterinaria I&i L Uf}, O ]; O N A

Apendice 2

Formulirio de Consentimento

- Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona -

Eu. )

detentor do amimal de nome . espécie . raga

SEXO de idade (anos) . com o nimerc de

identificagio eletrénica . aceito que o animal participe

no projeto
entitulado:

, sob a supervisio do

medico vetennano

Declaro ter sido informado dos seguintes pontos:
¢ (ue a participacic € voluntaria podendo o amimal ser retirado a qualquer
momento.
* Fui elucidado sobre os procedimentos.
¢ Os resultados do projeto e material andiovisnal podem ser divolgados e
publicados sem mengio do nome do detenter do amimal, do animal e do sen
mimerc de identficacio eletronica.

Por estar de acordo, assino o presente consentimento informado.

de de20_

Assinatura do detentor:

BI'CCn"®




Apéndice

Apéndice A2: Questionario realizado aos tutores.

B Lusorona g An!CLLlI'a

1. ldentificagdo:
Nome do tutor:

Nome do animal:

Numere do animal: Data de nascimento:
Raga:
Dono: Particular Criador Associacdo

2. Motivo da consulta:

Owanohisterectomia/Cvanectomia Inseminacdo arfificial _  Infertilidade

Data de inicio do dltimo cio:

Fez seguimento de cio com medigdo da progesterona?

a. Valor:
5. Intervalo entre cios: <Bm 5-8m =8m
6. Jafoicruzada? Nao: . Sim

6.1. Se sim, data da dltima cruza:

6.2. Monta natural Inseminagdo artificial:
Resultado da inseminag&o/monta

6.3. Por inseminagdo artificial:

* |Local da inseminacao: Intra-uterina Intra-vaginal

« Tipo de sémen: Fresco Refrigerado Congelado

6.4. Numero de inseminages:

6.5. O sémen do macho foi avaliado? Nao: . Sim
Se sim:

+ Motilidade Espermograma completo

s Data (dltimos 6 meses)

» Foi testado para Brucelia canis? N&o: . 5im

6.6. Diagnodstico de gestagio:

Ecografia Datas: : X

Namero de embrifes: Numero de reabsorgdes embrionarias:



Radiografia

6.7. Ja esteve gestante anteriormente? MNao:

Nimero de fetos:

nimero de gestagoes:

Datas:

Apéndice

Nimero de fetos mortos:

Sim

., 58 sim

Data do parto

Falha em
conceber

Reabsorgoes
embrionarias

Aborto

Distocia

Parto natural

Cesariana

Tamanho das
ninhadas

Nados-
mortos

Mortalidade
neonatal (ate
21 dias)

7. Ultima vacinagio:

Nomes: Data:

MNome: Data:
8. Ultima desparasitacio:

MNome: Data:

MNome: Data:
9. Tratamentos hormonais:

MNome: Data:
10. Aborto provocado:

MNome: Data:

11. Medicacéo (glucocorticoides/antifingicos) nos ultimos 3 meses:

Mome:

Data:

12, Antibidticos (nos dltimos 365 dias):

Nao:

. Sim

Mome:

se sim:




Apéndice

Data de inicio:
Motivo:
Fez teste de suscetibilidade a antibioticos? Nao Sim
13. Esteve internada (nos ultimos 365 dias)? Nao: . 5im
Se sim quanto tempo? e ha quanto tempo

7

14. Esteve em contacto com outros animais (associacdo/casa)?
Cluando?
15. Tem histdria de outras doengas?

Hipotiroidismo:
Hipoadrenocorticisma: __
Hiperadrenocorticismao:
Diabetes mellitus gestacional:

Cetose de gestagdo:

Infecdo urinaria: Urianalise: Urocultura:
Outro:
Tratamento:

16. Fez despiste seroldgico de herpesvirus? Mio: . Sim

Se sim, quando?

Gongalo Palha
Aluno de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria -FMV-ULHT
202212023



