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RESUMO

Avaliacdo da presenca de lesdo renal e peritonite em cadelas com piémetra

A pidémetra é uma doenca de diestro comum em cadelas adultas intactas. Esta esta associada a
uma grande variedade de sinais clinicos e laboratoriais e frequentemente surgem
complicagdes. Entre elas encontram-se a peritonite, a infe¢do do trato urinario (ITU) e a lesdo
renal. Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a frequéncia destas complicagdes e contribuir
para a sua detecdo precoce. Um total de 28 cadelas com diagnostico confirmado de piémetra
foi incluido neste trabalho. Escherichia coli foi a bactéria isolada em 16 dos casos (57,1%), e
nos restantes 12 foram isoladas outras bactérias (42,9%). Verificou-se a presenca de peritonite
em 25%, ITU em 21,4% e alteracdo da funcéo renal em 46,4%. A presenca de peritonite foi
associada a valores normais de leucocitos totais e ao aumento do periodo de hospitalizacdo
pos-cirargico. A utilizacdo de SDMA como marcador de lesdo renal precoce demonstrou ser
extremamente Gtil em cadelas com piémetra. Sendo E. coli o agente mais frequentemente
isolado em cadelas com pidémetra, um outro objetivo passou por caracterizar a estrutura
populacional de E. coli presente na microbiota fecal, uterina, urinaria e extra-uterina. Foram
obtidos um total de 383 isolados dos quais 160 foram de origem uterina, 35 provenientes de
amostras de urina, 42 de amostras extra- uterinas e 146 origem fecal. Independentemente da
origem dos isolados, o grupo filogenético mais prevalente foi o grupo B2 (89%). A média de
clones de E. coli por cadela foi de 1,25 e 81,3% das cadelas tinha apenas um clone do GF B2,

comum a todos os locais de colheita em que o isolamento foi positivo.

Palavras chave: Piometra, Peritonite, Lesdo renal; Escherichia coli



ABSTRACT

Evaluation of renal disfunction and peritonitis in female dogs with pyometra

Pyometra is a common uterine disease diagnosed during diestrous in intact adult bitches. It is
associated with a wide variety of clinical and laboratory findings and complications are often
observed. These include peritonitis, urinary tract infection (UTI), and renal damage. One aim
of this study was to evaluate the frequency of these complications and to contribute to their
early detection. A total of 28 bitches with confirmed pyometra diagnosis were included in this
study. Escherichia coli (57.1%) was isolated in 16 cases and in the remaining 12 other
bacterias were isolated (42.9%). The presence of peritonitis was found in 25%, UTI in 21.4%
and renal lesion in 46.4%. The presence of peritonitis was associated with normal values of
total leukocytes and with the increase of post-surgical hospitalization. The use of SDMA as a
marker of early renal damage has proved extremely useful in bitches with pyometra. Since E.
coli is the most frequent agent identified in bitches with pyometra, another aim was to
characterize E. coli population structure present in the fecal, uterine, urinary and extrauterine
microbiota. A total of 383 isolates were obtained, of which 160 were from uterine origin, 35
from urine samples, 42 from extrauterine samples and 142 from fecal origin. Independently of
the origin of the isolates, the most prevalent phylogenetic group was group B2 (89%). The
average of E. coli clones per bitch was 1.25 and 81.3% of the bitches had only one B2 clone,

common to all sources of samples where isolation was positive.

Key words: Pyometra, Peritonitis, Renal damage; Escherichia coli
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RELATORIO DE ESTAGIO

O estagio curricular teve lugar no Hospital Veterinario das Laranjeiras (HVL), localizado no
centro metropolitano de Lisboa. Este teve inicio a 18 de setembro de 2017, tendo terminado a
18 de marco de 2018, perfazendo o total de 1008 horas. A carga horaria semanal variou entre
as 36 e as 48 horas, distribuidas pelos sete dias da semana nos seguintes turnos: manha (8h-
16h), tarde (14h- 22h), dia (9h- 21h), noite (21h- 9h).

Apds o periodo mencionado continuou a frequentar pontualmente o HVL no sentido de
concluir a sua recolha de dados e amostras para o desenvolvimento do presente trabalho.

No inicio de cada dia de trabalho (9h), o corpo clinico relne para a passagem de casos onde
sdo discutidas as progressdes clinicas dos doentes internados, revendo e atualizando o plano
diagnostico e terapéutico. A participacdo livre e ativa de todos os membros da equipa,
incluindo a do estagiario permite que todo o corpo clinico esteja a par do desenvolvimento
dos diferentes casos e que contribua para a sua resolucdo. Este momento serve também para
partilhar ddvidas, experiéncias e conhecimentos técnicos entre médicos, enfermeiros e
estagiarios. Para além desta reunido, nas trocas de turno (13h e 21h), o médico veterinario
responsavel pelo internamento atualiza novamente a equipa sobre o desenvolvimento clinico
de cada paciente.

Foi possivel assistir e participar em consultas de medicina interna, preventiva e de
especialidade de animais de companhia bem como de novos animais de companhia, incluindo
consultas de primeira e segunda opinido, e consultas de referéncia. No ambito da consulta, foi
possivel discutir com o clinico responsavel os diagnosticos diferenciais mais provaveis e o
estabelecimento do plano de diagnostico e terapéutico para o animal em questdo. A estagiaria
teve ainda a oportunidade de participar em diversos procedimentos: conten¢do do animal,
vacinacao e desparasitacdo, colocacdo de microchip, preparacdo e administracdo de farmacos
por via oral e parentérica, colheita de amostras bioldgicas, limpeza e observacdo do conduto
auditivo externo, limpeza e desinfecdo de feridas, entre outros procedimentos, sob a
supervisao do médico veterinario atribuido.

As principais fun¢es desempenhadas no espaco de internamento foram: monitorizagdo dos
doentes internados, cuidados basicos de saude, higiene e bem-estar, passeio e alimentacdo dos
animais, preparacdo e administracdo de alimentacdo entérica, preparacdo e administracdo de
medicacdo de acordo com as indicagfes do medico responsavel, determinacdo da taxa de
fluidoterapia, cateterizacdo venosa, oxigenoterapia, toracocentese, abdominocentese,
cistocentese, colocacdo de sonda nasoesofagica de alimentagdo, algaliacdo de cées e gatos,

colheita de sangue e outras amostras biologicas, medicao das curvas de glicémia, medigédo de
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pressdo arterial, reconhecimento, pontuacdo e maneio da dor, preparacdo e realizacdo de
enemas, pequenas sessdes de fisioterapia, contencdo dos animais, e outros servigos de
enfermagem como limpeza e desinfecdo de feridas e realizacdo de pensos simples e rigidos,
procedimentos de eutanasia, monitorizacdo continua de parametros vitais de pacientes
criticos. Nos horéarios que incluiam exclusivamente servico de urgéncia (noites e domingos),
para além do referido anteriormente, foi ainda possivel que a estagidria pudesse realizar
servico de triagem, realizando a anamnese e exames fisicos dos pacientes assistidos, assistir e
auxiliar na reanimacdo de animais em estado critico. Outros procedimentos em que a
estagiaria foi integrada durante o internamento de pacientes e gque merecem destaque:
transfusdo de componentes sanguineos, quimioterapia, didlise peritoneal, hemodialise,
acupunctura e terapéutica e internamento de animais exaticos.

Os procedimentos cirdrgicos, na sua maioria sdo realizados no periodo da manha, onde foi
possivel a observacéo de cirurgias eletivas e de urgéncia, em diversas areas, nomeadamente
cirurgia geral, cirurgia de estomatologia, destartarizagdo e exodontias, cirurgia do aparelho
génito-urinario, cirurgia da cavidade abdominal, cirurgia ortopédica e cirurgia oncoldgica.
Entre as vérias tarefas atribuidas aos estagiarios nesta area estdo incluidas: cateterizacéo
venosa do paciente, célculo da dose da pré-medicacdo e do anestésico, preparacdo e
administracdo da medicacdo pré-anestésica e indutora da anestesia, tricotomia, limpeza e
assepsia da regido a ser intervencionada, entubacdo endotraqueal e monitorizacdo anestésica
do paciente. No decorrer da cirurgia foi possivel que a estagidria ocupasse uma de varias
funcBes incluindo: circulante, anestesista, tendo sido permitida a sua participagdo em
intervencgdes cirdrgicas de menor complexidade como orquiectomias em gato, suturas de
aproximacdo dos planos musculares e subcutaneos, suturas de pele. No pds-operatério, era
ainda funcdo da estagiaria vigiar a recuperacdo anestésica do animal. Foi ainda possivel
assistir frequentemente a realizacdo de endoscopias, principalmente endoscopia digestiva alta,
colonoscopias, rinoscopias, broncoscopia e video-otoscopias.

Nos exames de diagndstico imagioldgico, a estagiaria foi responsavel pela preparacdo e
posicionamento do animal, selecdo de constantes radiogréaficas, auxilio na contengdo ou na
monitorizacdo de pacientes sedados durante o exame ecografico ou radiografico. Em todas as
atividades a estagiaria pode sempre contar com o apoio dos médicos veterinarios, enfermeiros
e auxiliares presentes.

No laboratério do HVL foi possivel realizacdo de diferentes analises por parte da estagiaria
que incluiram; hemograma, perfis bioquimicos, I-sat, medi¢Ges de lactato e glicémia, provas
de coagulacéo, esfregacos sanguineos, citologias de ouvido, pele, vaginais e de liquido livre
abdominal, observacdo e avaliacdo de sedimentos urinarios, provas bioquimicas urinarias,
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medicdo de densidade urinéria, testes rapidos de diagnostico serologico de doengas infeciosas
e pancreatite, entre outros.

Durante o periodo de estagio, os estagiarios estiveram envolvidos na realizacdo de uma
apresentacdo oral para o corpo clinico do HVL, sobre diversos temas de interesse clinico. No
caso da estagiaria foi feita a apresentagdo do tema “Estratégias de antibioterapia em infe¢des
do trato urinario”.

Todas as atividades desenvolvidas permitiram a estagiaria ganhar autonomia na realizacdo das
varias tarefas, desenvolver a capacidade de organizacéo e gestdo do trabalho, assim como uma
perspetiva critica face as escolhas efetuadas para os diferentes pacientes.

Entre marco e agosto de 2018, foi desenvolvido, no Centro de Investigacdo Interdisciplinar
em Sanidade Animal (CIISA) e no Laboratério de Reproducdo da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL), trabalho de investigacao, o qual faz parte
desta Dissertacdo. Durante esses 6 meses, houve a possibilidade de integrar o ambiente de
laboratorio e adquirir conhecimentos numa area pouco explorada durante a formacéo
acadéemica em Medicina Veterinaria. Assim, sob orientacdo da Professora Doutora Luisa
Maria Freire Leal Mateus e colaboracdo da Dr® Marta Silva (estudante de Doutoramento), a
estagiaria desenvolveu mais-valias, neste campo, que incluem a extracdo de ADN (Acido
Desoxirribonucleico), realizacdo de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e electroforese
em géis de agarose. Para além disso, na area da bacteriologia foi possivel executar algumas
técnicas béasicas de propagacdo de culturas bacterianas, em meio liquido e sélido, e posterior

identificacdo de fenotipos de E. coli.



INTRODUCAO

A pidmetra é uma das doencas mais comuns em cadelas adultas intactas. Esta associada a
sinais clinicos variados que refletem alteracbes a nivel sistémico. A identificacdo de
complicagBes associadas a piémetra é vital para uma boa monitorizacdo e tratamento das
pacientes. Entre as complicagdes clinicas descritas em cadelas com pidmetra esta a presenca

de peritonite, infecdo do trato urinario e leséo renal.

Este estudo teve como objetivos:

1) Identificar a presenca de co-morbilidades: 1TU, peritonite e lesdo renal

2) ldentificar marcadores da presenca de complicagbes ou que possam prever o
prolongamento da hospitalizagao;

3) Comparar diferentes marcadores de lesdo renal em casos de piémetra;

4) Caracterizar a estrutura populacional de E. coli presente na microbiota fecal, uterina,

urindria e extra-uterina.

Este trabalho foi realizado no &mbito do projeto MIMV 4.2017 denominado “Evaluation of
renal disfunction and/ or peritonitis in female dogs with pyometra” € financiado pelo Centro
de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa.

Parte do trabalho realizado foi aceite como comunicacdo em forma de painel:

A. Martins, M.A. Basso, L. Mateus. Renal injury in bitches diagnosed with pyometra.
Congresso “Exploring the boundaries of animal, veterinary and biomedical sciences” do
Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal, 16 e 17 de novembro de 2018,

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal (Anexo 4).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Pibmetra

A pidmetra € uma das doencas mais comuns em cadelas intactas de meia idade a geriatricas.
Esta consiste numa infecdo bacteriana, que conduz a acumulacdo de material purulento no
ltmen uterino durante a fase lGtea do ciclo éstrico da cadela. E uma afecdo de caracter
cronico, com manifestagcdes agudas (Bergstrom, 2017; Mateus & Eilts, 2010). Esté associada
a um elevado risco de vida e a diminuicdo do potencial reprodutivo dos animais, sendo por
iIsso uma das doencas do foro reprodutivo mais importantes, relacionada com uma grande

variedade de sinais clinicos e laboratoriais (Jitpean et al., 2014).

1.1 Epidemiologia

Em cadelas intactas até aos 10 anos de idade a incidéncia de piometra é de 25% (Jitpean et al.,
2014; Hagman, 2012; Egenvall et al., 2001). A media de idades tem sido descrita entre os 6,4
e 0s 9,5 anos, no entanto existem registos de ocorréncia de piémetra desde os 7 meses de
idade até aos 19 anos (Niskanen & Thrusfield, 1998; Gibson, Dean, Yates & Stavisky, 2013).
A prevaléncia desta doenca tem demonstrado variar de acordo com a frequéncia com que se
pratica a esterilizacdo das cadelas nos diferentes paises, sendo superior nos paises
escandinavos, onde apenas 7% das cadelas sdo esterilizadas. Deste modo, nestes paises a
prevaléncia chega a atingir valores de 50% em algumas racas (Egenvall et al., 2001; Hagman,
2012).

A existéncia de predisposi¢do genética e de uma maior prevaléncia em determinadas ragas é
um assunto controverso (Egenvall et al., 2001; Gibson et al., 2013). No estudo de Egenvall e
colaboradores (2001), as racas em que a piometra foi mais prevalente foram: Golden
Retriever, Cavalier King Charles Spaniel, Rough Collie, Bouvier Bernois e Rottweiler
(Egenvall et al., 2001).

Um importante fator predisponente para o desenvolvimento desta doenca é a presenca de
hiperplasia quistica do endométrio (HQE) (Verstegen, Dhaliwal & Verstegen-Onclin, 2008).
Esta condicdo encontra-se associada a idade dos animais, apresentando uma prevaléncia de
6,3% aos 3 anos de idade e de 56,3% aos 7 anos (Moxon, Whiteside & Engalnd, 2016). A
HQE consiste no espessamento do endométrio devido a hiperplasia e hipertrofia das suas
glandulas, com consequente aumento da atividade secretora das mesmas, conduzindo a uma

acumulacdo de fluido no lamen uterino (De Bosschere, Ducatelle, Vermeirsch, Van Den
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Broeck & Coryn, 2001). Ao contrario da piémetra, a HQE pode existir em animais de meia
idade a geriatricos sem qualquer sintomatologia associada (Jitpean, 2015). Apesar da forte
correlagdo entre estas duas condicgdes, elas podem existir de forma independente (De
Bosschere et al., 2001). Outros fatores de risco para o aparecimento de piometra sdo a
administracdo de hormonas exdgenas, como estrogénio e os progestagénios (Whitehead,
2008; Nelson & Feldman, 1986) e a nuliparidade. Contudo, a gestacdo ndo confere total
protecdo ao longo da vida das cadelas, uma vez que a doenca é também diagnosticada em
animais multiparos (Hagman, Lagerstedt, Hedhammar & Egenvall 2011). N&o parece haver
associacdo entre a pseudogestacdo e 0 aparecimento ou prevengdo da piometra (Hagman et
al., 2011; Mateus & Eilts, 2010).

1.2 Etiologia

A piometra € uma doenca complexa que resulta de uma interacdo de diversos componentes
que contribuem para o seu desenvolvimento. Na sua patogenia estdo envolvidos fatores
hormonais, alteracGes estruturais do endométrio, o tipo de bactéria e o seu potencial de
viruléncia e ainda, a resposta imunitaria uterina (Hagman, 2016; Jitpean, 2015; Mateus &
Eilts, 2010).

1.2.1 Componente Hormonal

A doenca ocorre durante a fase Iutea. De um modo geral, é reconhecido um desequilibrio
hormonal priméario ou resposta anormal a concentracbes normais de estrogénios e
progesterona. Como consequéncia surgem alteraces ao nivel uterino que facilitam a adesao,
a colonizacdo e o crescimento bacteriano (Fieni, Topie & Gogny, 2014).

O intervalo de maior suscetibilidade para inducéo de piometra em cadelas € a primeira metade
do diestro devido a supressdo da imunidade celular que resulta das concentracGes baixas de
estrogénio e aumentadas de progesterona (Smith, 2006).

A progesterona estimula a proliferacdo e a secre¢do das glandulas endometriais, induz o
encerramento do cérvix, suprime as contracbes do miométrio e diminui a resposta imunitaria
uterina (Jitepean, 2015; Fransson & Ragle, 2003). Deste modo, a progesterona quer endogena,
quer exdgena potencia alteracfes uterinas que tornam este 6rgdo apto para o desenvolvimento
embrionario. No entanto, cria-se um ambiente que facilita a adesdo e o0 crescimento
bacteriano. Esta hormona atinge concentracdes séricas maximas entre o dia um e o dia 20 do
diestro (Tsumagari et al., 2005).

A acdo estrogenica estd associada ao crescimento, vascularizacdo e edema do endomeétrio,

relaxamento e dilatacdo cervical e migracdo de neutrofilos para o lamen uterino. A
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administracdo de estrogenio, por si s0, ndo induz o aparecimento de pidmetra, mas potencia 0s
efeitos da progesterona, o que podera levar ao desenvolvimento da doenca (Jitpean, 2015;
Hagman, 2016). Porém, as concentra¢des plasmaticas de progesterona e de estrogénios ndo
parecem estar alteradas em animais diagnosticados com pidémetra quando comparadas com
animais saudaveis. Este achado apoia a hipotese de que o0s recetores destas hormonas possam
desempenhar um papel na patogenia desta doenca (Hagman, 2016; Dhaliwal, England,
Noakes, 1999). Neste sentido, foi observado um aumento dos recetores de estrogénio e
progesterona em endométrios com HQE, contrariamente ao que acontece quando comparado
com endométrios de animais saudaveis ou diagnosticados com piometra (Fransson & Ragle,
2003). De Bosschere e colaboradores (2002), verificaram que nos casos de piometra a
expressdo dos recetores de estrogénio se encontra diminuida em todos os tipos de células
uterinas, e a dos recetores de progesterona aumentada quando comparada com animais
saudaveis, com excecdo das células epiteliais superficiais (De Bosschere, Ducatelle,
Vermeirsch, Simoens, Coryn, 2002). Por outro lado, Ververidis e colaboradores (2004),
apresentaram resultados ndo concordantes com o estudo de De Bosschere e colaboradores
(2002), revelando uma diminuicdo quer de recetores de estrogénio quer de progesterona
guando comparados com 0s respetivos grupos de controle. Contudo, convém salvaguardar
que Ververidis e colaboradores (2004) nao distinguem a HQE da piémetra.

Assim sendo, ainda ndo se encontra completamente esclarecido o mecanismo hormonal por
detras da piémetra, existindo ainda algumas questdes sobre a influéncia hormonal e a resposta
uterina & progesterona e ao estrogénio (Hagman, 2016; Mateus & Eilts, 2010). E, no entanto,
claro que neste processo estard envolvida uma prévia estimulacdo do Gtero por estrogénios,
seguida de longos periodos de dominancia de progesterona (Smith, 2006; Ververidis et al.,
2004). Apos varios ciclos éstricos consecutivos, acabam por surgir modificacdes estruturais
no Utero como consequéncia dos efeitos hormonais cumulativos que tornam o endométrio

mais suscetivel a acdo da progesterona (Smith, 2006; Kitshoff et al., 2015).



1.2.2 Componente bacteriana

A Escherichia coli é a bactéria mais frequentemente isolada de uteros com piémetra, podendo
chegar aos 90% das cadelas diagnosticadas com esta doenca (Henriques et al., 2016).
Contudo, podem estar envolvidas outras bactérias nomeadamente, Streptococcus spp.,
Proteus spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Pasteurella spp., e Pseudomonas spp..
Estes sdo também microrganismos que fazem parte da microbiota vaginal de animais
saudaveis (Bergstrom, 2017; Mateus & Eilts, 2010) e que podem ascender ao Utero durante o
pré-estro ou estro, devido a paténcia cervical. Por vezes, é possivel isolar-se mais do que um

agente bacteriano (Hagman, 2018).

1.2.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo de Gram-negativo,
anaerobio facultativo (Sousa, 2006). Com base na sua patogenicidade e no local da infecdo, as
estirpes de E. coli sdo classificadas em trés grupos distintos: estirpes comensais, patogénicas
intestinais (IPEC) e patogénicas extraintestinais (EXPEC). As EXPEC podem colonizar o trato
gastrointestinal, assim como as comensais, mas ao contrario desse grupo estas Sao
responsaveis por infecBes fora do trato intestinal (Hussain, 2015). As E. coli EXPEC detém no
seu genoma determinados genes que codificam fatores de viruléncia (Siqueira et al., 2009) e
que podem ser adquiridos por transferéncia horizontal. Deste modo, torna-se possivel a
colonizacdo de nichos onde estirpes comensais ndo se conseguiriam adaptar (Mateus et al.,
2013). Os fatores de viruléncia que as tornam capazes de provocar infecédo estéo relacionados
com: adesdo bacteriana, sistemas de captacao de ferro, endotoxinas ou exotoxinas. Entre as E.
coli EXPEC incluem-se as classificadas como uropatogénicas (UPEC) (Siqueira et al., 2009;
Sousa, 2006; Hagman & Kihn, 2002).

As estirpes de E. coli dividem-se ainda em quatro grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D. Esta
distingdo entre grupos pode ser feita através de uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
avaliando a presenca ou auséncia dos marcadores genéticos chuA, yjaA e o fragmento de
DNA TspE4.C2 (Clermont, Bonacorsi, Bingen, 2000). As E. coli pertencentes a diferentes
grupos filogenéticos diferem no seu ambiente e caracteristicas, como perfis de resisténcia a
antibioticos e potencial de viruléncia (Hussain, 2015). Estirpes EXPEC pertencem com maior
frequéncia aos grupos B2 e D. E. coli pertencentes a estes dois grupos contém maior nimero

de fatores de viruléncia do que dos grupos A e B1 (Hussain, 2015). Os isolados com maior



capacidade de colonizar o Gtero de cadelas sdo os isolados de E. coli pertencentes ao grupo
filogenético B2 (Henriques et al., 2016; Mateus et al., 2013).

As estirpes de E. coli isoladas em casos de piémetra tém caracteristicas semelhantes as UPEC,
provavelmente por terem uma origem comum, nomeadamente a microbiota vaginal ou fecal
do hospedeiro. Apesar de existirem semelhancas nos diferentes genes que codificam para
fatores de viruléncia, os isolados de pidometra apresentam um maior nimero de genes que
codificam fatores de viruléncia, quando comparados com os isolados de cistites ou de origem
fecal (Mateus et al.,, 2013; Chen, Wright, Lee & Browning, 2003). Quando existe
simultaneamente infecdo provocada por E. coli quer ao nivel do trato urinario, quer uterina,
esta pode ser provocada pela mesmo clone (Hagman & Kiihn, 2002).

Apb6s a contaminacdo uterina durante o proestro e o0 estro, 0 estabelecimento e
desenvolvimento da infecdo ocorre no diestro (Pretzer, 2008). A adesdo e a colonizacdo do
epitélio é o fendbmeno mais importante da patogenia de uma infecdo, sendo a adesdo
bacteriana facilitada pela presenca de adesinas (Willey, Sherwood & Wollverton, 2008).
Ap0s a adesdo, a E. coli ird multiplicar-se no utero, contudo, e uma vez que o ferro é essencial
para 0 metabolismo da bactéria, este poderia ser um fator limitante no desenvolvimento da
infecdo (Siqueira et al., 2009). Porém, estas bactérias dispdem de varios sistemas de captacédo
de ferro no seu genoma, 0 que pode refletir uma redundancia funcional e/ ou uma vantagem
para a sobrevivéncia e persisténcia no ambiente uterino (Mateus et al., 2013). Os genes
codificadores de toxinas mais frequentemente encontrados em estirpes de E. coli codificam a
a-hemolisina e o fator citotoxico necrosante 1 (Siqueira et al., 2009; Chen et al., 2003;
Henriques et al., 2014; Mateus et al., 2013) sendo que ambas contribuem para a destrui¢do do
tecido uterino. Os casos de piometra por E. coli B-hemolitica estdo associados com maior
frequéncia a ocorréncia de metrite e a um maior grau de destruicdo do tecido uterino. As
células do estroma do endométrio apresentam uma maior sensibilidade aos efeitos citotoxicos
provocados pela a-hemolisina do que as células epiteliais, 0 que permite que a bactéria
chegue ao miométrio mais rapidamente (Henriques et al., 2016).

Tal como todas as bactérias de Gram-negativas, E. coli apresenta na constituicdo da sua
parede celular lipopolissacarideos (LPS). Esta endotoxina € libertada aquando do crescimento

exacerbado ou destruicdo da bactéria (Hagman et al., 2006).



1.3 Diagnostico
1.3.1 Historia e sinais clinicos

O diagndstico ocorre com maior frequéncia entre as 4 e as 6 semanas, embora existam relatos
de diagndstico até aos 4 meses ap0ds o estro (Smith, 2006; Hagman, 2012). Apesar da doenca
se manifestar de modo subtil nos estadios mais precoces, o diagndstico geralmente é feito
apenas numa fase mais avancada da doenca (Bergstrom, 2017; Smith, 2006). Este devera
incluir a realizagdo de anamnese, exame fisico de estado geral, anélises laboratoriais e ainda
exame imagioldgico (Jitpean, Ambrosen, Emanuelson & Hagman, 2017).

Na anamnese, a recolha de informacgbes sugestivas de piometra incluem: ser uma fémea
inteira, de meia idade a geriatrica, em diestro e com sintomatologia associada. Quanto aos
sinais clinicos, estes podem variar consoante se trate de uma piémetra aberta ou fechada e
ainda com o tipo de bactéria associada. De um modo geral, o animal poderd apresentar
prostracdo, anorexia ou hiporexia, polidipsia, polidria, vomito, diarreia, dor abdominal e
desidratacdo. Pode ainda acrescentar-se hipotermia ou febre, alteracdo da coloracdo das
mucosas, aumento do tempo de replecdo capilar e frequéncia respiratdria, que apesar de
menos frequentes podem também estar presentes entre as manifestacdes desta doenca
(Kitshoff et al., 2015). No que diz respeito a coloragdo das mucosas, pacientes com mucosas
palidas, que podem estar associadas a presenca de anemia, tém sido associados a um aumento
do periodo de hospitalizacdo, ao contrario do que se verificou com animais cujas mucosas
estdo hiperémicas estando associados a um menor risco de hospitalizacdo prolongada (Jitpean
et al., 2014). A presenca ou auséncia de corrimento vulvar depende da paténcia do cérvix. Em
alguns casos podera ser dificil de observar a presenca de corrimento caso este esteja presente
em pequenas quantidades e seja eliminado da regido vulvar durante o grooming. As
caracteristicas do corrimento vulvar podem variar dependendo da bactéria presente, podendo
ser classificados como mucopurulento, purulento (com maior probabilidade de se tratar de
Streptococcus spp.) ou sanguinopurulento (associado frequentemente a E. coli hemolitica ou
mucoide) (Gilbert, Nothling & Oettlé, 1989). Um dos métodos de diagnostico que se torna
particularmente Gtil quando o animal apresenta corrimento é a citologia vaginal. Quando se
trata de uma pidmetra aberta observa-se na citologia a presenca de neutrofilos degenerados
em grande quantidade e ainda bactérias intra e extracelulares (Pretzer, 2008). A citologia de
animais com piémetra fechada pode ndo apresentar alteragdes (Hagman, 2014).

Cadelas com piometra fechada geralmente apresentam quadros mais graves (Gilbert et al.,

1989) no momento do diagnostico, sendo mais frequente o aparecimento de animais em sépsis
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nesta condicdo. No entanto, ndo existe uma relacdo entre a paténcia do cérvix e o periodo de

hospitalizacdo pds-operatério (Jitpean et al., 2017).

1.3.2 Achados laboratoriais

Na maioria dos casos a pidmetra esta associada a alteracbes quer de parametros
hematoldgicos quer bioquimicos. No entanto, alguns animais podem ndo apresentar valores
diferentes dos intervalos de referéncia. As alteracdes no leucograma incluem: leucocitose,
presente em mais de 50% dos animais diagnosticados, neutrofilia com desvio a esquerda e
monocitose. Podem também, apesar de menos frequente, surgir animais com leucopeénia,
associada a supressdo da medula 6ssea induzida pelas endotoxinas em circulacdo e/ou pela
perda cronica de leucdcitos para o lmen uterino (Jitpean, 2014).

Quanto as alteracfes no eritrograma, a anemia normocitica normocrémica ndo regenerativa,
faz parte dos achados mais frequentes. A presenca desta anemia estara relacionada com a
diminuicdo da eritropoiese secundaria a inflamacdo cronica, quer pela supressdo da médula
Ossea quer pela diminuicdo da concentracdo de ferro (Bergstrom, 2017). A presenca de
anemia torna-se por vezes dificil de avaliar, ja que pode ser mascarada pela desidratacdo
concomitante (Hagman, 2012; Kaymaz, Bastan, Eriinal, Aslan & Findik, 1999). Alguns
animais apresentam trombocitopénia que pode surgir como resultado dos efeitos toxicos sobre
a medula déssea ou ainda como consequéncia de coagulacdo intravascular disseminada ou
hemorragia uterina, por aumento do consumo de plaquetas (Hagman, 2012; Plavec, Celinsek,
Dolinar & Butinar, 2006).

No que diz respeito aos parametros bioquimicos, estes irdo refletir alteracbes funcionais em
orgdos como o figado e o rim. Esta frequentemente presente um aumento da fosfatase alcalina
sérica (FAS), da aspartato aminotransferase (AST), da bilirrubina, do colesterol, das
globulinas e das proteinas totais. O aumento de FAS, bilirrubina e colesterol pode indicar
colestase intra-hepatica (Jitpean, 2015). Por outro lado, pode existir uma diminuicdo de
alanina aminotransferase (ALT) e da albumina. A albumina é considerada uma proteina
negativa de fase aguda, esta diminui durante a inflamagé&o possivelmente como resultado do
aumento producdo hepatica de proteinas de fase aguda positivas e outros componentes
inflamatdrios (Plavec et al, 2006). A hipoalbuminémia pode ser um efeito da diminuicdo da
producdo de albumina, mas também pode surgir como reflexo do aumento da permeabilidade
vascular em resposta a inflamagao (revisto por Jitpean, 2015) ou ainda por perda a nivel renal
(Hagman, 2012; Kaymaz et al.,1999). O valor da albumina como fator de prognostico para

pidometra ndo se encontra ainda completamente explorado.
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Como marcadores de lesdo renal, podem verificar-se aumentos nas concentracdes de
creatinina e de ureia. A presenca de azotémia pode ser pré-renal devido a desidratacdo ou
renal como consequéncia das alteracbes a nivel glomerular e/ou tubular (Jitpean, 2015;
Bergstrom, 2017).

A glicemia encontra-se normal na maioria dos pacientes e € um bom marcador de prognostico
no periodo pos-cirurgico, estando associado ao prolongamento do tempo de hospitaliza¢do
quando diminuida (Jitpean, 2015). Em humanos com sépsis devido a infegdo por E. coli, foi
demonstrada a associacdo entre a hipoglicémia e o elevado risco de mortalidade (Alamgir et
al., 2006).

1.3.3 Diagnéstico imagioldgico

O diagnostico de pidmetra por radiografia é frequentemente inconclusivo. Com este meio de
diagndstico pode ser detetada a presenca de um 6rgdo tubular, com contetdo, na regido
ventro-caudal do abddémen (Smith, 2006). Contudo, caso o animal ndo apresente ainda
sintomatologia ndo sera possivel excluir a hipotese de que esteja gestante até aos 42 a 45 dias
pos estro (Pretzer, 2008). A nédo visualizacdo do utero aumentado radiograficamente ndo é
suficiente para excluir o diagnostico de piometra (Nelson & Feldman, 1986).

Com recurso a ecografia abdominal sera possivel para além de detetar a acumulacdo de
conteddo uterino, avaliar a sua ecogenicidade, a espessura da parede uterina, a presenca de
quistos no endométrio e ainda sinais de alteragdes ovéaricas (Hagman, 2016). O contedo
uterino varia entre anecogénico a hipoecogénico, sendo geralmente homogéneo (Pretzer,
2008). Na auséncia de sinais clinicos, a visualizacdo de contetdo uterino a ecografia, pode
ndo ser suficiente para o diagnostico definitivo. Para a confirmacdo da presenca de piometra
deverd ainda ser feito o isolamento do agente bacteriano e a analise macroscopica e

histopatoldgica do Utero e ovarios (Hagman, 2014; Jitpean, 2015).

1.4 Terapéutica

A pidémetra € uma emergéncia medica, que requer uma intervencao rapida de modo a prevenir
complicacdes que agravem o quadro clinico do animal (Fieni et al., 2014). Antes de se decidir
por uma resolugdo cirdrgica ou apenas medica, € sempre necessario estabilizar o paciente
através de fluidoterapia, resolucdo de acidose metabdlica, hipoglicémia ou alteracGes
eletroliticas que possam estar presentes. A gravidade da doenca esta associada a toxemia, por
esse motivo a fluidoterapia tem um papel fundamental na terapéutica da piometra (Bergstrom,
2017).
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Dever-se-a instituir uma antibioterapia empirica até a obtencdo dos resultados do isolamento
bacteriano e do teste de sensibilidade a antibidticos (TSA) (Brissot et al, 2016). O antibidtico
escolhido empiricamente deve entéo, ser eficaz contra a bactéria mais comum em piémetra, E.
coli, e ndo deve ser nem nefrotoxico, (Fieni et al., 2014; Hagman, 2018) nem hepatotoxico
(Brissot et al, 2016). Os antibioticos recomendados para este fim sdo a amoxiciclina em
combinagdo ou ndo com o acido clavulanico e as sulfonamidas com trimetoprim. Apds o
resultado do TSA, a terapéutica deve ser ajustada sendo a duracdo da antibioterapia
recomendada de 2 a 3 semanas (Brissot et al, 2016). O tratamento apenas com antibidticos
pode atrasar a progressao da doenca, mas nao levara a cura (Brissot et al., 2016; Hagman,
2018). Hagman e Greko (2005) e Henriques e colaboradores (2014) demonstraram que a
maioria das estirpes de E. coli isoladas de casos de pidmetra sdo sensiveis aos antibioticos
normalmente utilizados. No estudo de Henriques e colaboradores (2014), a percentagem de
isolados sensiveis a todos os antibidticos testados foi de 69%. No entanto em ambos o0s
estudos, foram encontrados isolados de E. coli multirresistentes. Interessantemente, a
prevaléncia de estirpes multirresisténcia foi inferior nas E. coli pertencentes ao grupo B2 do

que em estirpes do grupo filogenético B1 e A (Henriques et al., 2014).

1.4.1 Abordagem cirargica

A ovariohisterectomia (OVH) ¢ a terapia tradicionalmente eleita como resolugdo da piometra.
A OVH ¢é o método recomendado sobretudo se o animal ndo tem valor reprodutivo, quando se
trata de pidmetra em estado avancado, com complicacdes associadas como peritonite, com
presenca de lesdo renal ou hepatica e em casos de piometra fechada (Fieni et al., 2014).

Em animais em risco de vida com sépsis ou choque séptico, para além da terapéutica de
suporte ja mencionada, estd indicada a combinacdo de antibi6ticos, permitindo acdo contra
um maior nimero de agentes patogénicos (Hagman, 2018). As combinagdes recomendadas
incluem ampicilina ou amoxiciclina, associada ou ndo a acido clavulanico, e enrofloxacina ou
marbofloxacina (Brissot, 2016). Apos estabilizacdo, o animal deve ser intervencionado
cirurgicamente (Bergstrom, 2017). A OVH tradicionalmente realizada em casos de piometra é
semelhante a realizada na esterilizacdo de animais saudaveis com algumas modificacdes,
tendo em conta que o Utero se encontra aumentado, fridvel e sujeito a rutura, exigindo um
manuseamento cuidado. Deve também ter-se particular atencdo a extravasdo de conteldo
uterino para o abdémen durante a intervengdo quer por rutura da parede, quer a partir das
bursas ovéricas (Rubio et al., 2014; Hagman, 2018).

A taxa de mortalidade em animais tratados cirurgicamente € baixa, variando entre 1% a

4,5% (Jitpean et al., 2017; Jitpean et al., 2014; Gibson et al., 2013)
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1.4.2 Terapéutica médica

O tratamento meédico esta indicado para cadelas em que se pretende preservar a fertilidade,
pacientes em que o risco anestésico é muito elevado, quando a condi¢éo clinica do individuo é
débil e se pretende estabilizar o animal antes de optar por OVH ou ainda, caso existam
grandes restricbes econdmicas. Esta terapéutica esta contraindicada em animais hipotérmicos
ou febris com suspeita de peritonite concomitante (Jitpean, 2015; Fieni et al., 2014). O
tratamento médico em animais com piometra fechada também ndo é recomendado
(Bergstrom, 2017; Mateus & Eilts, 2010). Esta abordagem terapéutica tera resultados mais
favoraveis em animais sem HQE ou quistos ovaricos (Jitpean, 2015).

E importante que os pacientes sejam monitorizados atentamente sendo recomendada a
hospitalizagdo. Este fato deve-se ao risco de desenvolvimento de peritonite ou septicémia,
transformando-se um quadro clinico estavel numa situacdo de emergéncia (Hagman, 2018;
Bergstrom, 2017; Fieni et al., 2014).

Em complemento com a antibioterapia utilizada, a funcdo do tratamento médico passa por
minimizar os efeitos da progesterona, reduzindo a sua producéo e/ou acdo e pela eliminacéo
do contetdo uterino, promovendo a abertura do cérvix e a expulsdo do contetudo. Os farmacos
normalmente usados incluem: a prostaglandina natural F2a (PGF2a) ou analogos sintéticos
como o cloprostenol, agonistas da dopamina ou antagonistas dos recetores da progesterona
como a aglepristona (Hagman, 2018).

As prostaglandinas sdo agentes echbdlicos, induzem a lutedlise, promovem a contracdo do
miomeétrio e a dilatacdo cervical. Estdo indicadas para o tratamento de cadelas com piémetra
aberta, ja que em animais com cérvix fechado o risco de rutura uterina é elevado. O periodo
de tratamento varia entre 3 a 5 dias. Nos casos em que se tenha que prolongar além dos 5 dias
ou haja uma recorréncia, a eficacia da terapéutica serd menor (Fieni et al., 2014; Smith,
2006). A taxa de sucesso apds a administracdo de prostaglandinas varia entre 70% a 100%
dependendo também do protocolo utilizado (Hagman, 2018).

Os agonistas da dopamina como a cabergolina ou bromocriptina tém efeito lutedlitico indireto
ao inibirem a producdo de prolactina que é luteotrofica. Séo utilizados em combinagdo com as
prostaglandinas naturais ou sintéticas, o que permite um lutedlise mais rapida (Mateus &
Eilts, 2010). A taxa de sucesso dos protocolos em que ha associa¢do de cabergolina e doses
baixas de cloprostenol, varia entre 83% a 90,5% (Hagman, 2018)

Os antagonistas dos recetores de progesterona, atuam por competicdo, bloqueando o0s
recetores de progesterona. A administracdo de aglepristona pode ser associada a

administracdo de prostaglandina. A associacdo de aglepristona e cloprostenol apresenta
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valores de eficacia de 84%. Quando administrada isoladamente, a taxa de sucesso baixa para
60% (Fieni et al., 2014).

Apo6s a terapéutica médica, as fémeas devem cruzar no ciclo seguinte. Animais que ndo
figuem gestantes apds cruzamento ou completem um ciclo sem cruzar tém maior

probabilidade de recorréncia de piometra (Smith, 2006).

2. Complicac6es

Dos animais submetidos a OVH, cerca de 20% apresenta complicacdes especificas pos-
cirargicas. Entre elas o desenvolvimento de peritonite é a mais comum, com uma frequéncia
de 12% (Hagman, 2018). Para além de peritonite, existem outras complicacdes igualmente
graves que colocam o animal em risco de vida, nomeadamente sépsis, choque séptico,
septicémia e hemorragia. Num estudo realizado por Jitpean e colaboradores (2014) foram
ainda reportadas as seguintes complicages: infecdo do trato urinario (ITU) (5,3%), infecdo da
ferida cirargica (2,2%), uveite (1,7%), arritmia cardiaca (1,4%), persisténcia de

polidria/polidipsia (0,3%), lesdo hepatica associada a ascite (0,3%) e ainda lesdo renal (0,3%).

2.1 Peritonite

O desenvolvimento de peritonite séptica secundaria a pidmetra pode surgir como
consequéncia da disseminacdo de bactérias por rutura da parede uterina que se encontra
distendida e friavel. Outra via de contaminacdo da cavidade peritoneal é a translocagédo

bacteriana transmural através das paredes uterinas inflamadas (Figura 1).

Figura 1 — Translocacdo bacteriana transmural (original)
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Outra via possivel para o desenvolvimento de peritonite é através das bursas ovaricas.
Neste caso as bactérias tém acesso a cavidade abdominal ascendendo pelos cornos uterino
até as bursas ovéricas onde existe uma estreita comunicagdo com o peritoneu. Contudo,
os resultados de Rubio e colaboradores (2014) indicam que a microbiota identificada nas
bursas ovaricas ndo reflete de modo consistente a microbiota presente a nivel uterino.
Deste modo torna-se pouco claro qual a origem da microbiota bacteriana das bursas
ovaricas, se uterina, se por contaminagdo a partir do peritoneu ou por via hematogénica.
No entanto, no estudo de Rubio e colaboradores (2014), a presenca de contaminagdo
bacteriana das bursas ovaricas foi detetada em 20,3% dos animais diagnosticados com
pidmetra.

Alguns achados laboratoriais tém sido apontados como indicadores de risco de peritonite,
nomeadamente leucopénia e contagem de leucocitos normal, quando comparados com
animais com leucocitose (Jitpean et al., 2014). Prostracdo, febre ou hipotermia também
séo indicadores de risco de desenvolvimento de peritonite (Jitpean et al., 2017). Por outro
lado, parece ndo existir uma relacdo entre o didmetro do corno uterino e o aparecimento

desta complicacdo (Jitpean et al., 2014).

2.1.1 Diagnéstico

Animais com peritonite concomitante podem manifestar, de modo evidente, dor abdominal
(revistos por Mateus & Eilts, 2010). Radiograficamente, associado a um utero aumentado,
podera ser observada uma perda de detalhe dos diferentes 6rgdos abdominais. No exame
ecografico pode ser detetada a presenca de liquido livre e/ou aumento da ecogenicidade da
gordura abdominal. Macroscopicamente podem identificar-se sinais sugestivos de peritonite,
nomeadamente através da identificacdo de fibrina ou outros sinais de inflamacédo no abdémen,
ou pela presenca de pus na cavidade peritoneal (Jitpean et al., 2014). A confirmacgdo do
agente responsavel pela infecdo da cavidade abdominal sé sera possivel com recurso a recolha
asséptica de amostras de liquido livre, durante a OVH, para cultura bacteriana (Hagman,
2018)

2.1.2 Tratamento e prevencao

No momento do diagndstico da piometra, dever-se-a efetuar uma palpagdo abdominal cuidada
evitando a rutura uterina j& que as paredes do Utero se encontram frageis e distendidas
(Hagman, 2018). J& durante a OVH e uma vez que as bursas ovaricas podem constituir um

reservatorio de bactérias, € recomendado que estas sejam mantidas intactas prevenindo assim
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a contaminacdo do abdémen (Rubio et al., 2014). Caso 0 abdémen esteja ja contaminado com
pus, este deve ser removido e a cavidade abdominal lavada com varios litros de solugdo salina
fisiologica aquecida. Deverd ser ponderada a colocagdo de drenos, caso a fonte da
contaminacdo ndo tenha sido completamente controlada ou se houver peritonite significativa
(Devey, 2013).

Em animais com peritonite deve optar-se por uma combinacdo de antibidticos que tenha
espectro alargado contra bactéria aerdbias e anaerdbias (Hagman, 2018), como por exemplo
amoxicilina associada a acido clavulanico ou cefazolina em combinagdo com metronidazol
(Brissot et al., 2016).

2.2 Lesao renal

A presenca de lesdo renal associada a pidmetra pode estar associada a alteracdo da funcgéo
glomerular, a lesdo tubular renal e a diminuigéo da resposta a hormona ADH (Hagman, 2018).
A polidria e polidipsia (PU/PD), a proteinuria e a azotémia séo alguns dos sinais associados a
piometra. Contudo, uma vez que 0s sinais clinicos nomeadamente PU/PD geralmente
desaparecem apds a terapéutica, leva a que a lesdo renal associada a esta doenca seja descrita
como temporéria (Heine, Kristiansen, Teige & jansen, 2007), de natureza aguda ou subaguda
(Maddens, Daminet, Smets & Meyer, 2010).

Tem sido sugerido que a lesdo renal secundaria a piometra seja consequéncia da deposicao de
imuno-complexos a nivel glomerular provocando glomerulonefrite. Consequentemente, existe
extravasamento de proteinas plasmaticas, principalmente de albumina, para o filtrado
glomerular conduzindo ao aparecimento de proteinuria. A lesdo tubular proximal desenvolve-
se apos a alteracdo glomerular e precede a insuficiéncia renal (Zaragoza, Barrera, Centeno,
Tapia & Mafie, 2004).

No entanto, tem-se questionado se os achados indicativos de nefrite tubulointersticial e
glomerulonefrite serdo realmente agravados por piémetra ou se ja existirdo previamente e
serdo comparaveis a animais saudaveis da mesma faixa etaria (Heine et al., 2007). Maddens e
seus colaboradores (2011), reportaram a auséncia de evidéncia de glomerulopatia mediada por
imunocomplexos em paciente com piometra. Neste estudo, os achados de bidpsia renal
indicam a existéncia de nefrite tubulointersticial, em cadelas com pidmetra e racio proteina
creatinina urinaria superior a 0.5, ou glomeruloesclerose, em pacientes cujo racio proteina
creatinina urinaria é superior a 1.0. Contudo, o0s autores salvaguardam que a
glomerulosclerose focal e segmentar ndo estd completamente definida em termos clinicos e
patoldgicos, podendo ocorrer em cdes de meia idade e sendo mais comum em fémeas do que
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em machos. Como a glomerulosclerose pode estar presente antes da piometra e persistir apds
a OVH, ndo é claro se 0s mecanismos patoldgicos associados a piémetra causam ou
exacerbam as lesdes de glomeruloesclerose destes animais (Maddens et al., 2011).

No entanto, independentemente da etiologia exata subjacente as alteracbes renais e a
proteindria, a monitorizacdo de pacientes proteindricos com pidémetra ap0Os cirurgia €

importante para melhorar o prognostico (Maddens et al., 2011).

2.2.1 Creatinina e Ureia

A doenca renal é diagnosticada principalmente com base no aumento da concentracdo sérica
de creatinina. A concentracdo de creatinina pode ser afetada pela idade, sexo, massa muscular
e estado de hidratacdo. Uma perda de cerca de 75% da funcao renal é considerada necessaria
para que a concentracao sérica de creatinina aumente acima do limite de referéncia superior.
A creatinina é geralmente considerada um marcador pouco sensivel para diagnosticar de
forma fidvel insuficiéncia renal aguda (Dahlem et al., 2017). Esta baixa sensibilidade é
explicavel pela relacdo entre a creatinina e a taxa de filtracdo glomerular, que nos estadios
iniciais de doenca renal pode diminuir rapidamente, sem qualquer aumento ébvio da
concentracédo de creatinina no sangue ou com ligeiros aumentos ndo excedendo os limites de
referéncia e que podem ser considerados sem importancia (Lefebvre, Watson & Heiene,
2015).

A ureia € produzida a partir de derivados nitrogenados provenientes do metabolismo dos
amino&cidos, e posteriormente excretada a nivel renal. No rim, a ureia é filtrada no glomérulo.
No entanto, ndo é um método fiavel para avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular, uma vez
gue a ureia pode ser passivamente reabsorvida a nivel tubular (Palm, 2017).

Uma grande desvantagem do uso de biomarcadores séricos para estimar a taxa de filtracéo
glomerular (TFG) € o facto de parametros extra renais como o fluxo plasmético renal ou a
pressao hidraulica no espaco de Bowman, diminuirem a TFG sem causa renal, podendo levar
a aumentos inespecificos nas concentragdes destes marcadores (Loor, Daminet, Smets,
Maddens & Meyer, 2013).

2.2.2 Proteindria

O teste colorimetrico com tira reativa para exame bioquimico de urina € o teste de triagem de
primeira linha usado para a detecdo de proteindria. Contudo, sdo comuns as reacfes falso-
positivas. A avaliagcdo de proteinuria deve ser sempre confirmada e quantificada utilizando o

racio proteina/creatinina urinaria (UPC) (Grauer, 2016)
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De acordo com Maddens e colaboradores (2011), o racio proteina/creatinina urinaria
apresenta-se apenas ligeiramente aumentado em cdes com pidmetra, estando até abaixo do
limite superior em 44% dos casos.

Uma desvantagem da avaliacdo do racio UPC é que, mesmo que os valores sejam diferentes
entre caes saudaveis e cdes com pidmetra, este parametro renal nao fornece informacéo sobre
a origem das proteinas excretadas na urina (Loor et al., 2013). E ainda importante acrescentar
que na presenca de inflamacédo do trato urinério, esta pode contribuir para 0 aumento do racio
UPC, sendo por isso dificil de avaliar a proteinudria renal em animais com ITU concomitante
(Maddens et al., 2011).

2.2.3 Dimetilarginina simétrica

A dimetilarginina simétrica (SDMA) é uma molécula que resulta da metilacdo intranuclear do
aminoacido arginina, e é libertada na corrente sanguinea apds protedlise. E eliminada
principalmente através da filtracdo glomerular, ndo sendo afetada pela reabsor¢éo ou secrecdo
tubular, o que permite a sua utilizagdo como indicador da TFG (Grauer, 2016). A sua
concentracdo sérica ndo é influenciada pela massa muscular, 0 que representa uma vantagem
em comparacdo com a avaliacdo de creatinina. E um marcador adequado para identificar
doenca renal aguda e cronica em cdes, nao permitindo, no entanto, a sua distin¢do (Dahlem et
al., 2017). As concentraces de SDMA também ndo parecem sofrer alteracbes com a idade, 0
sexo ou alimentacdo do animal (Hall et al., 2015).

A determinacdo da concentracdo de SDMA permite a identificacdo de lesdo renal
precocemente comparado com a avaliacdo da concentracdo de creatinina ou da TFG, ja que
sofre alteracdo a partir de 30% de perda da fungio renal. E também consensual a sua

estabilidade quer no soro, quer no plasma (Nabity et al., 2015).

2.3 Infecdo do trato urinario

A ITU caracteriza-se por uma diminuicdo temporaria ou permanente dos mecanismos de
defesa do hospedeiro, o que possibilita a adesdo, multiplicacdo e persisténcia de um agente
infecioso no sistema urogenital (Smee, Loyd & Grauer, 2013a). A ITU associada a piometra
deve ser classificada como complicada j& que neste grupo se incluem infecdes do trato
urindrio concomitantes a outras morbilidades que predisponham o paciente a infecéo

persistente, recorrente ou falhas terapéuticas (Weese et al., 2011). A ITU que ocorra
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secundariamente a doenca sistémica com imunossupressao pode ser clinicamente silenciosa
(Smee et al., 2013a).

Ainda permanece por esclarecer, se a infecdo do trato urinario ocorre antes ou depois da
piometra, ndo se conhecendo ainda o papel exato do trato urindrio como reservatorio de
bactérias patogénicas para o Utero (Hagman, 2016; Hagman & Kiihn, 2002).

O tratamento da ITU associada a piémetra passa pela resolu¢do da piémetra. Se a condi¢do
clinica do paciente o permitir, o tratamento da ITU complicada apenas deve ser iniciado apos
os resultados da urocultura e do TSA. Nos casos em que o tratamento tem de ser iniciado
imediatamente, o antibidtico utilizado deve ser um dos recomendados como antibioterapia
empirica em infec¢Oes do trato urindrio ndo complicadas. Os antibioticos selecionados devem
ser, preferencialmente, excretados ativamente na urina (Weese et al., 2011). A terapéutica
empirica nestes casos pode ser amoxicilina associada a acido clavulanico ou sulfonamidas
com trimetoprim (Brissot et al., 2016).

Idealmente, uma amostra de urina para cultura bacteriana e TSA deve ser obtida por
cistocentese quando a bexiga € exposta durante a OVH (Hagman, 2018), ja que a realizacao
de cistocentese pré-cirargica nao é recomendada devido ao risco de perfuracdo uterina
(Bergstrom, 2017).

2.3.1 Urianalise

A uriandlise completa compreende a determinacdo da densidade urinéria (DU), a analise
bioguimica recorrendo a fitas com reagente e 0 exame microscépico do sedimento urinario
(Weese et al., 2011). A DU ¢é usada frequentemente para ajudar a avaliar a funcdo renal,
determinando se a 4gua estd a ser retida ou eliminada para manter a homeostase. O
refratdmetro é o instrumento necessario para fazer a sua avaliagdo. A DU pode também ajudar
a verificar a presenca de polidria e auxiliar na avaliagdo do estado de hidratacdo do paciente
(Watson, Lefebvre & Elliott, 2015).

A hematuria ou a proteindria sdo achados frequentes no teste colorimétrico com tira reativa
para analise bioquimica de urina, em animais com ITU. A avaliacdo de sedimento urinério é
também atil na detecdo de bacteriuria e pitria (Smee, Loyd & Grauer, 2013b). No entanto, a

realizacdo de urocultura para a confirmacgéo de ITU é importante (Smee et al., 2013a)
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2.4 Sindrome de resposta inflamatdria sistémica e sépsis

A sépsis é definida como uma alteracdo grave do funcionamento dos érgdos que resulta de
uma resposta exacerbada do hospedeiro a infecdo (Singer et al., 2016) ou como sindrome de
resposta inflamatoria sistémica (SRIS) associado a uma causa infeciosa (DeClue, 2017;
Fransson, 2003). O SRIS ¢é definido como o conjunto de sinais clinicos apresentados pelo
paciente quando estd em curso uma resposta inflamatoria sistémica, quer devido a causas
infeciosas, quer ndo infeciosas (Jitpean, 2015; DeClue, 2017). O SRIS é diagnosticado se o
paciente apresentar pelo menos dois dos seguintes critérios: hipotermia ou hipertermia,
taquicardia, taquipneia, leucocitose ou leucopenia e ainda neutréfilos imaturos em
percentagem superior a 5% (DeClue, 2017; Fransson, 2003).

A endotoxémia € a presenca do LPS em circulacdo, podendo ou ndo estar associado a
bacteriémia (Fransson, 2003). O LPS é responsavel por alguns dos sinais sistémicos de
cadelas com piometra, nomeadamente febre, letargia, taquicardia e taquipneia (Mateus &
Eilts, 2010). Pode ainda estar associada a coagulacdo intravascular disseminada e
insuficiéncia organica generalizada, estando assim relacionada com um pior progndstico
(Hagman, 2018), ja que se trata de uma das consequéncias graves da infecdo uterina e que
pode progredir para sepsis (Fransson 2003; Hagman et al. 2006). A nivel renal, o LPS
interfere com a capacidade da ansa de Henle reabsorver sédio e cloro. Tém ainda a
capacidade de causar insensibilidade tubular a hormona antidiurética (ADH), o que conduz a
uma perda adicional da capacidade de concentrar a urina (Bergstrom, 2017).

A presenga de sépsis é detetada em mais de 50% dos animais diagnosticados com pidmetra e
a tem sido associada ao prolongamento do periodo de hospitalizacdo destes pacientes (Jitpean,
2016).

Animais com pidémetra fechada parecem ter uma maior incidéncia de casos de sépsis.
Contudo, ndo existe relacdo entre a paténcia do cérvix e o periodo de hospitalizacdo ou o
aparecimento de outras complicagdes (Jitpean et al., 2017).
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MATERIAL E METODOS
O protocolo utilizado neste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal

(CEBEA) da FMV.

1. Amostragem

Neste estudo foram incluidas 33 cadelas submetidas a ovariohisterectomia (OVH) apds
diagnostico clinico de piometra. A autorizacdo da participacdo do animal no estudo foi
formalizada através da assinatura de um termo de consentimento informado pelo respetivo
tutor (Anexo 2).

Pré-cirurgicamente recolheram-se dados de cada animal, através do preenchimento de uma
ficha clinica (Anexo 3), que inclui dados relativos a idade, raca, condicao corporal, histdria
clinica, diagnostico de outras doencas pré-existentes ou associadas, historial reprodutivo,
nomeadamente ndmero de cios por ano, data do Ultimo cio ou administragdo de
progestagénios. Foram ainda recolhidos dados relativos ao exame de estado geral, estado
vacinal e desparasitacdo, medicacOes instituidas e analises pré-cirargicas. Foi ainda feita a
caracterizacdo do tipo de piémetra (aberta ou fechada). Nas piometras abertas, questionou-se
sobre a data de inicio do corrimento e foram registadas as caracteristicas do mesmo. Os
parametros envolvidos na avaliacdo das analises pré- cirurgicas incluiram hemograma e
parametros bioquimicos gerais séricos, nomeadamente: proteinas totais, albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina sérica (FAS),
ureia e creatinina.

Foi ainda recolhida informacdo sobre o periodo de hospitalizacdo de cada animal e a
recuperacao pos cirdrgica.

As OVH foram realizadas no Hospital Veterinario das Laranjeiras, no servi¢o de cirurgia do
Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria, no centro de medicina veterinaria

Anjos de Assis, na Mvet clinica veterinaria da moita e na clinica veterinaria de Sintra.

1.1 Exame de estado geral

Foi utilizado como referéncia para os valores de frequéncia respiratoria o intervalo entre 10 a
30 rpm (O'Sullivan, 2017) e para frequéncia cardica foram considerados normais valores
compreendidos entre 70 a160 bpm (Anderson, 2017).

Foram classificados como febris animais cuja temperatura retal se encontrava acima de
39,2°C (Ramsey & Tasker, 2017).
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A avaliacdo da condicao corporal foi feita utilizando uma escala de 9 pontos, de acordo com
as diretrizes para cdes e gatos da American Animal Hospital Association (Baldwin et
al.,2010).

As alteracGes da coloracdo das mucosas, tempo de replecdo capilar (TRC) e pulso femoral
foram registadas de acordo com Englar (2017).

A avaliacédo do estado de hidratacdo foi feita de acordo com as diretrizes de fluidoterapia em
caes e gatos da American Animal Hospital Association (Davis et al., 2013).

A postura corporal foi outro parametro avaliado no exame de estado geral, dividindo-se em
animais com postura normal ou em cifose. No que diz respeito a palpacdo abdominal a sua
classificagdo foi categorizada em: dolorosa generalizada, dolorosa de modo focal ou ndo
dolorosa.

2. Colheita de amostras

Antes da realizacdo da OVH, foi feita uma citologia vaginal. Apds a inducdo anestésica da
paciente, foi ainda colhida uma amostra de sangue, cerca de 2 ml para tubo seco, por
venopuncao da veia cefalica ou da veia safena. As amostras de sangue foram centrifugadas a
3000g durante 10 minutos e o soro armazenado a -20°C até ao seu posterior processamento.
Por cada animal foram realizadas trés colheitas de amostras por zaragatoa que posteriormente
foram acondicionadas em meio de transporte (VWR® transport swabs, sterile, with snappable
PS + viscose, Amies médium): uma zaragatoa rectal recolhida antes da cirurgia, outra durante
a OVH logo apds a abertura da cavidade abdominal em torno dos dois cornos uterinos e ainda
uma do contetdo uterino, recolhida apds OVH. Foi feito o registo fotografico do aspeto
macroscépico do utero e do conteudo uterino.

Durante a OVH, com a bexiga exposta foi recolhida uma amostra de urina (5 ml) por
cistocentese.

As zaragatoas e as amostras de urina foram armazenadas a uma temperatura < 4°C e entregues
no laboratério num prazo maximo de 24 horas apdés a colheita.

As amostras de urina para urocultura e as zaragatoas rectal, extra-uterina e do contetdo
uterino foram entregues para processamento no Laboratorio de Microbiologia da FMV.

Apbs OVH foram recolhidas amostras representativas de cada corno uterino (com cerca de 5
cm de comprimento) e ambos os ovarios, e colocados em frascos com formol tamponado
(Formaldeido a 4%, VWR, Leuven) até serem processados. O volume de formol utilizado foi
de dez vezes o volume ocupado pelas amostras. Na Figura 2 estdo representadas todas as

amostras recolhidas por animal.
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Figura 2- Material recolhido por cadela

3. Caracterizacdo das amostras

3.1. Caracterizacdo da fase do ciclo éstrico

A caracterizacdo da fase do ciclo éstrico foi efetuada através da data do ultimo cio, da
citologia vaginal, do doseamento de progesterona e da observacdo macroscopica das
estruturas ovaricas.

As citologias vaginais foram coradas com Diff-Quik® (Kit de coloragdo TRH, Maim S.L.,
Barcelona, Espanha).

O doseamento de progesterona sérica foi efetuado sem extracdo da amostra por
quimioluminescéncia (Immulite 1000, Siemens Healthcare Diagnostics, Lda., Amadora,
Portugal) utilizando um kit comercial (Immulite 1000 Progesterone Kit, Siemens). O
coeficiente de variagdo inter-ensaio para o controlo C1 (1,58 ng/mL) e C2 (5,1 ng/mL) variou
entre 2-4% (K9 CON, Siemens). Este procedimento decorreu no Laboratério de

Endocrinologia da FMV.
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3.2. Analise histopatoldgica

Apds o corte das pecas de tecido uterino e ovarios, os fragmentos obtidos foram incluidos em
parafina, utilizando o processador de tecidos LEICA TP 1020. Apds a inclusdo, foram
realizados, por intermédio dum micrétomo, cortes de 4um de espessura. Por fim, efetuou-se a
coloracdo dos mesmos com Hematoxilina & Eritrosina (H&E). Este processamento foi feito
no Laboratdrio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
de Lisboa (FMV-ULisboa).

A caracterizagdo histologica das alteracfes observadas no Gtero baseou-se na classificacdo de
De Boschere e colaboradores (2001): piometra (hiperplasica ou atréfica), endometrite e
mucometra. Em cada corte, foram avaliados a presenca ou auséncia de determinados
parametros, nomeadamente: destruicdo geral do tecido, edema e hemorragia, metrite, grau de
dilatacdo e destruicdo das glandulas endometriais, localizacdo e grau de infiltragdo das células
de reacdo inflamatdria e presenca de adenomiose.

Nos cortes dos ovarios, foi feito o registo da presenca/auséncia de corpos luteos/corpos
hemorragicos, quistos ovaricos (foliculares ou luteinicos) e tumores ovaricos. As alteracdes
histopatoldgicas foram consideradas presentes sempre que pelo menos um dos cornos uterinos

ou um dos ovarios apresentasse a respetiva alteracéo.

4. Andlise bacterioldgica e identificacao

As zaragatoas foram inoculadas em dois meios solidos, Agar Columbia suplementado com
5% de sangue de carneiro (43041, bioMérieux SA) (COS) e Agar McConkey (CMO0115,
OXOID Deutschland GmbH). Estes meios de cultura foram incubados a 37 °C durante 24
horas.

Apos isolamento, as diferentes coldnias identificadas nas culturas foram sujeitas a coloracdo
diferencial de Gram que permite fazer a confirmacdo da pureza e a identificacdo da
morfologia da cultura.

No caso de as bacterias serem cocos e de Gram positivo, foi realizado o teste da catalase de
forma a identificar a familia a que pertencem.

No presente estudo todos os isolados de Gram positivos foram negativos ao teste da catalase.
Assim sendo, os isolados catalase negativos foram semeados por esgotamento em dois meios
em simultaneo: Agar Slanetz & Bartley e Meio de Edwards e posteriormente incubados a
37°C durante 24 horas. A identificacdo foi feita de acordo com o tipo de reagdo (positiva ou

negativa) a ambos os meios. No caso de reacdo positiva a ambos os meios, a identificacdo
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presuntiva foi de Enterococcus sp. e se positiva a Agar Slanetz & Bartley e negativa a Meio
de Edwards a identificacdo presuntiva foi de Streptococcus sp..

Nos casos em que se confirmou a presenca de bacilos de Gram negativo, foi efetuado o teste
da oxidase (Bactident Oxidase, 1.13300.0001, Merck KGaA Darmstadt, Germany) e uma
galeria IMVIC (Simmons Citrate Agar, CM155, OXOID Ltd. Basingstoke, Hampshire,
England; MR-VP Broth, 610032, Liofilchem, Italy; SIM Medium, 1.05470, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) a qual permitiu uma identificacdo presuntiva de bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae.

A identificacdo presuntiva de E. coli, foi realizada nos casos em que no meio de McConkey,
as colonias eram lactose positivas (coloragdo rosa) e apresentavam um halo translicido em
seu torno, aspeto acinzentado no meio COS e testavam negativo no teste de oxidase. Apos
esta identificacdo foram repicadas 10 coldnias de cada cultura (urina, conteddo uterino, extra-
uterina e fecal) de meio McConkey e armazenadas em criotubos a -20°C até posterior

utilizacéo.

5. Escherichia coli
5.1. Identificacdo de fendtipos

A classificacdo das colonias quanto aos seus fendtipos, ou seja, classificacdo como néo
mucoide ou mucoide e ndo hemolitico ou hemolitico, foi feita nas placas de COS apds
incubagdo a 37°C durante 24 horas. O fendtipo mucdide/ndo mucoide foi avaliado através da
observacdo macroscopica do aspeto mucdide das coldnias que cresceram nas placas de COS.
A atividade hemolitica associada a expressdo da a-hemolisina foi avaliada pela formacéo de

um halo de hemdlise claro a volta das colonias presentes nas placas de COS.

5.2. Extracéo de ADN

A partir dos isolados guardados nos criotubos, fez-se novamente a propagacéo das bactérias
em placas COS a 37°C, durante a noite, tendo-se posteriormente, repicado uma unica coldnia
isolada para 10 ml de meio Luria-Bertani (MB02803, NZYTech, Lisboa, Portugal). Os meios
foram depois incubados durante a noite numa incubadora com agitacéo orbital, a 37°C e a 180
rotagOes por minuto (Rpm).

A extragdo de ADN foi realizada por uma teécnica rapida de fervura, a qual permitiu a
obtengdo simultdnea de ADN cromossomico e ADN plasmidico (Féria, Machado, Correia,
Gongcalves & Gaastra, 2001).
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Apbs incubacgdo, 2 ml do inéculo foram centrifugados a 13.000 Rpm, durante 8 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 uL de agua estéril. Foi feita
nova centrifugacdo a 13.000 Rpm durante 3 minutos, sendo mais uma vez o sobrenadante
descartado e o sedimento ressuspenso em 100 pL de agua desionizada estéril, para de seguida
ser incubado durante 15 minutos a 100°C. Quando terminada a incubacdo, procedeu-se
novamente a centrifugacdo a 13.000 Rpm durante 8 minutos. Por fim, o sobrenadante foi
recolhido e foi feita ainda uma diluicdo de 1:20 em &gua estéril e desionizada. Apo6s dilui¢do
foi feita a quantificagio de ADN por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific™). Quer o ADN extraido, quer a diluicdo feita a partir do mesmo foram

armazenados a —20°C até posterior utilizac&o.

5.3. Rep-PCR

A técnicade Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em sequéncias palindromicas
extragénicas repetidas (Rep-PCR) foi usada para tipagem do ADN gendmico e diferenciacdo
dos isolados de E. coli, segundo as condicGes utilizadas em estudos anteriores (Silva et al.,
2009; Lourenco et al., 2017).

A técnica de Rep-PCR utiliza oligonucle6tidos iniciadores complementares de sequéncias de
ADN repetidas, altamente conservadas e presentes em mdltiplas copias nos genomas da
maioria das bactérias (Olive & Bean, 1999).

Nesta técnica Rep-PCR utilizaram-se 2 oligonucle6tidos iniciadores opostos, REP1-1 (5
'NICGICGICATCIGGC 3) e REP2-1 (5 'ICGICTTATCIGGCCTAC 3). As reacOes
ocorreram em um termociclador (Doppio Thermal Cycler, VWR; MJ Mini Personal Thermal
Cycler, Biorad) num volume de reag@o de 25 pL. A mistura foi constituida por 2 uM de cada
oligonucledtido iniciadore, 300 ng de ADN, 0,2 mM de desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTPs) (BIORON, Ludwigshafen am Rhein, Alemanha), 1x PCR Incomplet buffer
(BIORON), 2 mM de MgCI2 (BIORON) e 2 Ul de ADN polimerase (DFS-TAQ DNA pol.,
BIORON).

O programa de amplificagdo consistiu num passo inicial de desnaturagdo a 95 °C durante 7
minutos, foi seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 90 °C durante 30 segundos, hibridacdo a
40 °C durante 1 minuto e extensdo a 72 ° C durante 8 minutos, com um Unico ciclo de
extensdo final a 72 °C durante 16 minutos. Um controlo negativo contendo a mesma mistura
de PCR e agua desionizada e esterilizada foi incluido em todas as sessfes de Rep-PCR. Um
volume de 20 puL dos produtos de PCR e de marcador (HyperLadder I, Bioline), foram

sujeitos a electroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etidio, durante 4 horas e
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30 minutos a 55 Volts. O marcador permitiu fazer a identificacdo dos pesos moleculares das
diferentes bandas. Os géis foram posteriormente fotografados com Molecular Imager
ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). Os perfis de Rep-PCR gerados
foram analisados através do software BioNumerics (versdo 6.6, Applied Maths, Kortrijk,
Beélgica). Os dendrogramas de similaridade dos isolados foram construidos usando o
coeficiente de correlagdo de Pearson pelo método de aglomeracdo baseado na distancia média
ndo ponderada (UPGMA: Unweighted Pair Groups using Arithmetic averages). Tendo em
conta a reprodutibilidade da técnica de Rep-PCR de 87,4%, avaliada para 10% dos isolados
em analise, os isolados de E. coli com uma similaridade no perfil do Rep-PCR superior ou

igual a 87,4% foram considerados representativos do mesmo clone.

5.4. Determinacéo de grupo filogenético

O grupo filogenético foi determinado com recurso a um PCR-multiplex para os genes chuA,
yjaA, gadA e para o fragmento de ADN TspE4-C2, tal como descrito por Doumith, Day,
Hope, Wain & Woodford (2012) (Tabela 1) na sua proposta de adaptacdo de PCR- multiplex
apresentado anteriormente por Clermont, Bonacorsi & Bingen (2000). Este método permite a
descriminacdo de 4 grupos filogenéticos distintos: A, B1, B2 e D (Figura 3). A estirpe de
referéncia usadas como controlo positivo nas rea¢des foi uma estirpe do grupo filogenético B2

previamente sequenciada (Lourenco et al., 2017).
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Tabela 1- Sequéncias de oligonucledtidos iniciadores usados para PCR de fildgenia

Gene Sequéncia 5'- 3' Produto de PCR (pb)

gadA FW- GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373
RV-GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC

chuA FW- ATGATCATCGCGGCGTGCTG 281
RV- AAACGCGCTCGCGCCTAAT

yjaA FW- TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 216
RV- ACCTGTGACAAACCGCCCTCA

TspE4-C2 FW- GCGGGTGAGACAGAAACGCG 152

RV- TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG

(Adaptado Doumith et al., 2012)

Figura 3- Representacdo esquematica da arvore de decisdo usada para determinacdo do grupo
filogenético de E. coli

o e e
- R
w-

(Adaptado Clermont et al., 2000 e Doumith et al., 2012)
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6. Urinalise

A partir das amostras de urina obtidas por cistocentese, para além da urocultura, foram feitas a
analise de urina tipo Il e a avaliacdo do racio proteina/creatinina urinario (Laboratério de
Analises clinicas Professor M. Brago Forte)

A andlise de urina tipo Il incluiu o exame fisico, quimico e a andlise de sedimento. O exame
fisico compreendeu a avaliacdo do aspeto macroscépico, da cor, da presenca de depdsito, a
avaliacdo do cheiro, as determinacdes de pH (com recurso a tira de urina) e da densidade
urinaria (DU) (com recurso a refratdbmetro manual). No que diz respeito ao exame quimico foi
avaliada a presenga de proteinas, urobilinogénio, bilirrubina, eritrécitos, glucose, corpos
cetonicos e nitritos. Todos os parametros quimicos foram avaliados com recurso a teste
colorimétrico com tira reativa de urina (Aution sticks 10 EA, A. Menarini, Shiga, Japdo).

O exame microscopico do sedimento foi feito apds centrifugacdo de 0,5 mL de amostra a
1500 Rpm durante 5 minutos, 0,4 mL de sobrenadante foi desperdicado e o sedimento
ressuspenso, na urina que permaneceu no tubo (0,1 mL) (Raskin & Meyer, 2016). Foi
utilizado um volume de 20 pL para observagdo microscopica sobre lamina de vidro. A
quantificacdo dos nimeros de eritrocitos, leucocitos, células epiteliais e cilindros foi feita em
10 campos observados com objetiva de 40x. Os resultados expressos em intervalos de células
foram obtidos através da realizacdo de uma média desses 10 campos (Sink & Weisten, 2012).
A quantificacdo de cristais, lipuria e bactérias foi feita com recurso a uma escala que inclui
raros, 1+, 2+, 3+, 4+ que corresponde respetivamente a 2 - 3 elementos por campo com
objetiva de 10x, < 1,1 a5, 6 a 20 e > 20 elementos por campo, com objetiva de 40x. Para este
fim foram igualmente observados 10 campos e a atribuicdo da escala feita apds a média

ponderada dos mesmaos.

7. Determinacéo de récio proteina/creatinina urinério

Apbs centrifugadas as amostras de urina a 1500 Rpm durante 5 minutos, foi feita mensuracéo
das concentragGes de proteina e de creatinina, atraves de quimica humida, utilizando um
analisador automatico de bioguimicas (rx dayton, Randox, Crumlin, Irlanda) que calcula
também o racio proteina/creatinina urinadrio. A creatinina ¢ medida pelo método picrato
alcalino sem desproteinizacdo e a medicdo de proteinas totais urindrias pelo método

colorimétrico vermelho de pirogalol.
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8. Determinacao de concentracdo de dimetilarginana simétrica

As medicdes de SDMA foram feitas a partir das amostras de soro previamente congeladas a -
—20°C. Para este fim utilizou-se o kit Catalyst SDMA Test (IDEXX Laboratories, Maine,
USA). A medicdo foi feita através de quimica seca utilizando um analisador automatico de

bioquimicas compativel (Catalyst One, IDEXX Laboratories, Maine, USA).

9. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente usando R Commander (Fox, J. e Bouchet-Valat,
M. (2018). Rcmdr: R Commander. R package version 3.5-1) e através do programa Microsoft
Office Excel 2016.

A realizacdo do teste de Shapiro-Wilk permitiu avaliar o pressuposto de normalidade das
variaveis que foram correlacionadas. Assim, para o estudo de correlacdo, consoante a
distribuicdo das variaveis estudadas, utilizou-se o Teste de Spearman ou o teste de Pearson.
Quando se pretendeu avaliar as diferencas entre varidveis quantitativas e qualitativas utilizou-
se 0 Teste t de Student ou o teste U de Mann-Whitney, consoante as amostras numéricas
tivessem uma distribuigdo normal ou n&o normal, respetivamente.

Quando se testou amostra qualitativas o teste utilizado foi o teste de Qui quadrado.

O nivel de significancia escolhido foi de 5% (p <0,05).

Os resultados referentes a valores médios dos diferentes parametros serdo apresentados

juntamente com o respetivo erro padrao.
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RESULTADOS

1. Caracterizacao da populacao

Um total de 33 cadelas com diagndstico presuntivo de piometra foram inicialmente
selecionadas para este estudo. O intervalo de idades variou entre os 4 e os 13 anos, sendo a
média de idades de 8,94 * 0,44 anos. A analise da frequéncia relativa de cada raca
demonstrou um predominio de cadelas sem raca definida (n=7; 21,2%), seguida pela raca
Retriever do Labrador (n= 3; 9,1%). Com igual frequéncia foram diagnosticadas cadelas de
raca Cocker Spaniel, Bulldog Francés, Pastor Alemé&o, Caniche, Daschund e Pequinés (n= 2;
6,1%). Os restantes animais foram de ragas distintas (n=1; 3,3%) nomeadamente, Pastor de
Berna, Pit Bull, West highland white terrier, Podengo portugués, Serra da Estrela, Doberman,
Springer Spaniel, Cane corso, Weimaraner, Golden Retrievier e Drever.

A condicdo corporal média apresentada pelas cadelas em estudo no momento do diagnostico
presuntivo de piémetra foi de 6,1 + 0,2.

A maioria das cadelas pertenciam ao grupo classificado como de interior (n= 18; 54,5%),
seguido por animais com acesso livre ao exterior (n=9; 27,3%), de rua (n = 3; 9,1%) e de
canil (n = 3; 9,1%).

Quanto ao estado sanitéario foi possivel concluir que 66,7 % (n = 22) dos animais estavam
vacinados, 33% (n = 10) ndo cumpriam o protocolo vacinal e em 3,3% (n = 1) ndo se
conhecia o seu estado vacinal. Os resultados foram semelhantes no que diz respeito a
desparasitacdo em que 57,6% (n = 19) dos animais estavam devidamente desparasitados,
33,3% (n = 11) ndo estavam devidamente desparasitados e em 9,1% (n = 3) dos animais, 0s
tutores ndo tinham conhecimento do estado de desparasita¢do do seu animal.

Entre as doencas previamente diagnosticadas, a neoplasia mamaria (n = 6; 18,2%) e a doenca
periodontal (n = 4; 12,1%) foram as mais frequentes.

Foram posteriormente excluidos do estudo os dados das cadelas que se encontravam em estro
citoldgico aquando do diagnostico presuntivo de pidmetra. O diagnéstico final foi de

endometrite (n=5) e os resultados destes animais estdo descritos no Anexo 1.

2. Exame fisico

Os valores médios da frequéncia respiratoria (FR), cardiaca (FC) e temperatura retal estdo

representados na Tabela 2 e as alteragdes registadas no exame fisico descritas na Tabela 3.
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A avaliacdo da postura corporal ndo foi possivel avaliar numa cadela por se apresentar
comatosa e a palpacdo abdominal ndo foi possivel avaliar em 3 das pacientes (10,7%), numa

cadela por se encontrar comatosa e nos outras duas por demonstrarem agressividade.

Tabela 2- VValores médios de parametros do exame fisico

Parametro do exame fisico Media + erro padréo
FR | 32,1+2,8 rpm
FC | 112,2 + 8,6 bpm
Temperatura retal | 38,6 £ 0,1 °C

Tabela 3- AlteracGes observadas no exame fisico

Alteracéo dos parametros de n %
exame fisico
Taquipneia 14 50
Taquicardia 2 7,1
Mucosas palidas 7 25%
Mucosas hiperémicas 2 7,1
Mucosas ciandticas 1 3,6
Ligeira desidratacao (< 5%) 6 21,4
Desidratacdo entre 6 a 8% 1 3,6
Pulso femoral fraco 2 7,1
Aumento do TRC 2 7,1
Febre 6 21,4
Postura cifética 7 25%
Palpacdo abdominal dolorosa 15 53,6
generalizada
Palpacdo abdominal dolorosa focal 1 3,6

3. Sinais clinicos

Os sinais clinicos registados incluiram: anorexia (n=26; 92,9%), prostracdo (n=26; 92,9%),
corrimento vulvar (n= 16; 57,1%) (Figura 5), polidipsia associada a politria (n=17; 60,7%),
edema vulvar (n=14; 50%) (Figura 4), vomito (n=13; 46,4%) e diarreia (n=4; 14,3%).
O corrimento vulvar, quando presente, variou de mucoide a sanguineo-purulento.
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Figura 4- Edema vulvar Figura 5- Corrimento vulvar sanguineo-purulento

4. Historial reprodutivo
A distribuicdo da populacdo em relacdo ao nimero de cios por ano esta apresentada na Tabela

4.

Tabela 4- Distribuicao da populagdo em relagdo ao nimero de cios por ano

NuUmero de cios por ano NuUmero de animais Percentagem
1 3 10,7
2 17 60,7
3 2 7,1
4 2 7,1
Sem conhecimento 4 14,2
Total 28 100

O intervalo entre a data do Gltimo cio até ao diagndstico variou entre 0s 3 meses a uma
semana (Tabela 5).

Tabela 5- Distribuicdo da populagéo quanto ao periodo de tempo decorrido desde o dltimo cio

Intervalo entre o ultimo NUmero de animais Percentagem

cio e o diagnostico

3 meses 1 3,6

2 meses 8 28,5

1 més e meio 4 14,3

1 més 10 35,7

1 semana 1 3,6

Sem conhecimento 4 14,3

Total 28 100

A maioria das cadelas ndo tinha historial clinico de piémetras anteriores, com excec¢do de 2
cadelas (7,1%).
Quanto & administracdo de progestagénios, o panorama foi consensual, ndo tendo sido

administrados a nenhuma cadela.
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5. Fase do ciclo éstrico

Apenas foram incluidos dados de animais que ndo se encontravam em estro ou pré-estro.
Exemplos de duas citologias vaginais de animais com pidmetra aberta encontram-se nas
figuras 6 e 7.

O valor médio da concentracdo de progesterona ao diagndstico foi de 5,3 £ 1,2 ng/ml, sendo
que o valor minimo foi de 0,2 ng/ml e o valor de méximo foi de 23,9 ng/ml.

Figura 6 - Citologia vaginal num caso Figura 7- Citologia vaginal num caso
de pidmetra aberta associada a de piometra aberta associada a
corrimento purulento . corrimento sanguineo-purulento
e R & A |
- - LY t ”

6. Caracterizacao da piémetra
A piodmetra foi classificada como aberta em 16 animais (57,1%) e fechada em 12 animais

(42,9%) (Figura 8). A concentracdo de progesterona no grupo com piémetra aberta foi de 2,7
+ 0,7 ng/ml (0,2 a 10,4 ng/ml). No grupo com piémetra fechada foi de 9,7 £ 2,7 ng/ml (1,1 a
23,9 ng/ml).

Nos casos de piémetra aberta, o inicio do corrimento vulvar variou entre 1 a 30 dias antes da
consulta.

As bactérias de Gram-negativo foram os agentes isolados com maior frequéncia a partir do
contetdo intrauterino, com Escherichia coli a ser isolada em 57,1 % dos casos (Tabela 6)

Figura 6- Utero de cadela de 9 anos, com pidémetra fechada




Tabela 6- Frequéncia das espécies bacterianas isoladas de Uteros com piémetra

Agente Percentagem de casos (%) N
(n=28)
Escherichia coli 57,1 16
Enterobacter sp. 14,3 4
Klebsiela sp. 10,7 3
Citrobacter sp. 3,6 1
Proteus sp. 3,6 1
Enterobacteriacea 3,6 1
Enterococcus sp 3,6 1
Streptococus sp. 3,6 1

Em 12 cadelas, os ovarios apresentavam estruturas quisticas (42,9%) (Figura 9), das quais 6
tinham acéo estrogénica no epitélio vaginal. Em 4 cadelas observou-se rotura uterina (14,3%)
(Figura 10), em 5 (17,9 %) foi observado presenca de liquido livre abdominal e noutra cadela
apesar da auséncia de liquido existia uma marcada reatividade do omento. Em todas estas,
registou-se crescimento bacteriano na zaragatoa extra- uterina.

O conteddo uterino variou entre purulento (n=4; 14,3%), mucopurulento (n=2; 7,1%),

sanguinolento (n=5; 17,9%) e sanguineo-purulento (n=17; 69,7%) (Figura 11).

Figura 7- Ovario com estruturas
Figura 8- Rotura uterina quisticas e corpos luteos
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Figura 9- Exemplos de diferentes aspetos do contetdo uterino

Legenda: A- Mucopurulento; B- Purulento; C Sanguinolento; D- Sanguineo-purulento

6.1 Analise histopatoldgica
Para a avaliacdo histopatoldgica, as cadelas foram divididas em dois grupos de acordo com a

bactéria isolada: grupo de pidmetras por E. coli (n=16) e grupo de piémetras por outras
bactérias (n=12). A caracterizacao histopatoldgica do Utero encontra-se descrita na Tabela 9 e
alguns exemplos das alteracdes histopatoldgicas descritas estdo representados na Figura 12.
Né&o se observaram diferencas significativas nos diferentes parametros avaliados entre grupos,
exceto no caso da presenca de hemorragia focal no endométrio (p = 0,027), sendo mais

frequentemente verificada no grupo de pidmetras por E. coli.
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6.1.1 Cadelas com piometra por E. coli
As alteracdes histopatoldgicas de ovarios e utero e descricdo do contetdo das glandulas

endometriais encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7- Avaliacdo histopatoldgica dos ovarios e Gtero em piémetras por E. coli

n %
Ovarios Observacoes
Quistos | 6 37,5
Tumor | 2 12,5 Ambos classificados como
adenocarcinoma papilar bilateral
Pidbmetra n %
Hiperplasica | 10 62,5 Aberta 9 56,2
Atrofica | 6 37,5 Fechada 7 43,8
Conteudo das glandulas
edometriais
Neutréfilico e mucinoso | 13 81,3
Neutrofilico | 2 12,5
Sero-hemorragico | 1 6,3

6.1.2. Animais com piémetra por outros agentes

AlteracBGes no ovario, tipo de piémetra e conteido das glandulas endometriais encontram-se

descritas na Tabela 8.
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Tabela 8- Avaliacdo histopatoldgica de alteragdes ovéricas e uterinas em piémetras por outras
bactérias
n %

Ovarios Observacoes
Quistos | 6 50 | Trés classificados como adenocarcinoma
Tumor | 4 33,3 papilar, 2 bilaterais e 1 unilateral; um

Adenoma papilar bilateral

Piometra n %
Hiperplasica | 8 66,7 Aberta 8 66,7
Atrofica 4 33,3 Fechada 4 33,3

Conteudo das glandulas
endometriais

Neutrofilico e mucinoso | 8 66,7

Neutrofilico | 2 16,7

Neutrofilico e hemorragico | 2 16,7

Tabela 9- Alteracdes histopatoldgicas observadas em Gteros de cadelas com pidmetra por E. coli e

piémetras por outras bactérias

Critérios de avaliaco P. E. coli n P. O (%) n
(%)
Destruicdo do epitélio luminal 100 16 91,7 11
HQE 75 12 66,7 8
Necrose difusa do endometrio 37,5 6 41,7 5
Necrose focal do endometrio 62,5 10 58,3 7
Hemorragia difusa no endométrio 18,8 3 50 6
Hemorragia focal no endométrio 75 12 33,3 4
Adenomiose 31,3 5 16,7 2
Necrose difusa do miométrio 12,5 2 16,7 2
Necrose focal do miométrio 43,8 7 41,7 5
Hemorragia difusa do miométrio 6,3 1 0 0
Hemorragia focal do miométrio 31,3 5 50 6
Metrite 93,8 15 83,3 10
Legenda: P. E. coli — Piémetras por E. coli (n(=16)2;)P. O.- Pibmetras por bactérias que ndo E. coli
n=1

39



Figura 10- Exemplos de altera¢Ges histopatoldgicas em Uteros de cadelas diagnosticadas com

pidmetra, cortes histologicos do Utero corados com H&E.

Legenda: A- Hiperplasia quistica do endométrio (40x); B- Infiltragdo de células de reacdo inflamatdria no
miométrio (100x); C- Extravasdo de sangue no endométrio e miométrio (40x); D-Destruicdo das glandulas

apicais (40x); E- Destruicdo geral do endométrio (40x)

6.2. Leucograma

Foram excluidos desta analise 2 animais nos quais ndo foram feitas analises pré-cirurgicas
(n=26). A contagem diferencial de neutrofilos e quantificagdo de basofilos foi feita em 11 e
23 animais, respetivamente. Os resultados das médias e valores de referéncia sao apresentados
na Tabela 10 e a frequéncia relativa e absoluta das alteragdes registadas na Tabela 11.
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Tabela 10- Resultados médios dos diferentes pardmetros do leucograma

Parametro hematologico n  Meédia £ erro-padrdo Valores de referéncia
Leucacitos totais (x103 /uL) 26 272+25 617
Neutrofilos totais (/L) 26 22630 + 2062 3000 — 11800
Neutréfilos ndo segmentados (/pL) | 11 4874 + 1448 0-300
Neutrofilos segmentados (/pL) 11 17739 + 3484 3000 — 11500
Linfocitos (/pL) 26 2790 + 303 1000 — 4800
Mondcitos(/pL) 26 1931 + 404 150 — 1350
Eosinofilos (%) 26 1,2+£0,3 2-10
Basofilos (/uL) 23 10,9+ 10,9 Raros

Tabela 11- Altera¢des no leucograma no grupo de animais com piémetra por E. coli e no grupo de
piémetras por outros agentes

n % N %
Cadelas P
Alteracéo n com % T P.O
i x E.coli
hematologica alteracdo
Leucocitose 26 20 76,9 | 15 11 73,3 | 11 9 81,8
Neutrofilia 26 22 84,6 | 15 13 86,7 | 11 9 81,8
Desvio a 11 9 818 | 8 6 750 | 3 3 100,0
esquerda
Monocitose 26 9 346 | 15 6 40,0 | 11 3 27,3
Linfocitose 26 3 115 | 15 2 13,3 | 11 1 91
Linfopénia 26 2 7,7 15 1 6,7 | 11 1 9,1
Basofilia 23 1 4,3 14 0 0 9 1 11,1

Legenda: P. E. coli — Piémetras por E. coli; P. O.- Pibmetras por outras bactérias que nao E. coli
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6.3. Hemograma e contagem plaquetaria

Foram também excluidos desta analise os 2 animais que ndo efetuaram analises pré cirurgicas
(n=26). Os resultados médios e a frequéncia das alteracBes registadas de acordo com o0s
grupos de animais com pidémetra por E. coli ou por outros agentes encontram-se descritos nas
Tabelas 12 e 13, respetivamente.

Anemia normocitica, normocroémica, foi observada em cerca de 6 cadelas, tendo estas sido
classificadas como nao regenerativas. Vinte animais (64,5%) apresentaram valores de
hematocrito, nimero de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina (Hb), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) dentro do normal. Apenas duas
cadelas com anemia, apresentaram aumento do VCM e sinais de regeneracdo da linha
eritrocitaria na observacao do esfregaco sanguineo, tendo-se considerado que nestes casos se
tratava de uma anemia regenerativa. Numa cadela, a contagem de eritrdcitos, Hb,
Hematocrito, VCM e HCM estavam aumentadas.

Agregacao plaquetaria foi a caracteristica mais frequentemente mencionada como observacao
nos esfregacos sanguineos, seguida de anisocitose eritrocitaria, e ainda observacgdes
esporadicas de policromasia eritrocitaria, agregacao leucocitéaria, presenca de linfocitos

reativos e macroplaquetas.

Tabela 12- Resultados médios dos diferentes parametros do eritrograma e contagem de plaquetas

Parametro hematoldgico Média * erro-padréo Valores de referéncia

Hematocrito (%) 4117 37-55
Eritrocitos (x10%/uL) 6,2+0,2 55-85
Hemoglobina (g/dL) 12,4 £0,5 12 -18
VCM (fl) 66,4 + 1,2 60 — 77

HCM (pg) 225+0,3 19,5 24,5
CHCM (g/dL) 341+04 32-36

Plaquetas (x108 /uL) 273,2+29,4 200 — 500
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Tabela 13- Altera¢des no eritrograma e contagem de plaquetas no grupo de animais com piémetra por

E. coli e no grupo pidmetra por outros agentes

Alteracéo Piometras % P. E. coli % P.O %
hematoldgica com (n=15) (n=11)
alteracado
(n=26)
Anemia ndo 6 23,1% 4 26,7% 2 18,2%
regerativa
Anemia 2 7,7% 1 6,7% 1 9,1%
regerativa
Trombocitopénia 6 23,1% 3 20 % 3 27,3%
Trombocitose 2 7,7% 1 6,7% 1 9,1%

Legenda: P. E. coli — Piémetras por E. coli; P. O.- Pibmetras por outras bactérias que nao E. coli

6.4. Bioquimicas séricas

Na Tabela 14, encontram-se os resultados médios e valores de referéncia para os parametros
bioquimicos avaliados. Os resultados das andlises bioguimicas séricas dos animais que

apresentaram alteracdes estdo descritos na Tabela 15.

Tabela 14- Resultados médios dos parametros bioquimicos séricos.

Parametro n Média * erro- Valores de Unidades
bioquimico padrao referéncia

Proteinas totais 13 7,7+0,3 52-8.2 g/dL
Albumina 19 2,7+0,1 2,2—-35 g/dL
FAS 22 150,8 + 24,7 0-200 U/L
ALT 23 69,6 +17,9 0-130 U/L
Ureia 25 23,9+39 12 — 56 mg/dL
Creatinina 26 0,88 + 0,06 0,62 -1,64 mg/dL
Glucose 21 87,7+4,6 59 — 157 mg/dL
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Tabela 15- Distribuigdo de alteragbes bioquimicas entre grupo de animais com piémetra por E. coli e

piémetra por outros agentes

Alteracéo n | Cadelas % P. E. coli % P.O %
bioquimica com

alteracéo
Hiperproteinémia 13 4 30,8% 3 75% 1 25%
Hiperalbuminémia | 19 1 5,3% 0 0% 1 100%
Hipoalbuminémia 19 3 15,8% 1 33,3% 2 66,7%
Aumento da FAS 22 5 22,7% 4 80% 1 20%
Aumento da ALT 23 4 17,4% 2 50% 2 50%
Aumento da ureia 25 1 4,0% 0 0% 1 100%
Diminuigdo da ureia | 25 5 20,0% 2 40% 3 60%
Aumento da 26 1 3,8% 1 100% 0 0%
creatinina
Diminui¢do da 26 4 15,4% 2 50% 2 50%
creatinina
Hipoglicémia 21 2 9,5% 2 100% 0 0%

Legenda: P. E. coli — Pidmetras por E. coli; P. O.- Piémetras por outras bactérias que néo E. coli

6.5 Mortalidade
Ainda durante o periodo de hospitalizacdo 2 cadelas acabaram por morrer, sendo a taxa de

mortalidade de 7,1%.

6.6 Morbilidade
A média de periodo de hospitalizacdo foi de 2,1 + 0,3 dias, excluindo os dois animais que

morreram (n=26) e variou entre 1 a 8 dias ap0s a cirurgia. O grupo de cadelas com peritonite
confirmada por cultura bacteriana apresentou um periodo de hospitalizacéo de 5,5 + 2,3 dias,
que foi superior aos 1,6 + 0,7 dias do grupo sem peritonite (p< 0,05).

Quanto ao periodo de hospitalizacdo e o tipo de pidmetra ndo se registaram diferencas
significativas (p> 0,05)

No nosso estudo, nenhum dos parametros avaliados péde ser considerado como marcador
para presenca de peritonite, levando também a um maior periodo de hospitalizacdo:
temperatura, dor abdominal, alteracdo do TRC, contagem de leucdcitos, contagem total de

neutrofilos, valor de hematocrito e concentragdo de glucose. Porém, utilizando um teste de qui
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quadrado, quando comparadas contagens de leucocitos alteradas ou dentro dos valores de
referéncia, as ultimas estiveram relacionadas com a presenca de peritonite (p=0,01), mas ndo
com o periodo de hospitalizacdo (p> 0,05). Os tipos de piometra, aberta ou fechada e
hiperplasica ou atrofica, também nédo estiveram associadas ao aparecimento de peritonite.
Contudo, verificou-se uma diferenca significativa em relacdo a idade e a presenca de
peritonite (p = 0,02), sendo a média de idades para os animais com peritonite de 10,6 + 0,4

anos e para os animais sem infecdo no peritoneu de 8,4 £+ 0,6 anos.

7. Avaliacdo do aparelho urinario

7.1. Analise de Urina tipo |1

A analise de urina tipo Il foi realizada apenas em 27 animais, uma vez que numa cadela ndo

foi possivel recolher o volume necessario de urina, durante a cirurgia.

7.1.1. Exame fisico

A cor da urina variou entra amarelo (n = 16), amarelo claro (n = 4) e escuro (n = 7). Quanto
ao aspeto, este foi classificado como turvo (n = 11), ligeiramente turvo (n = 6) e translucido (n
= 10). A presenca de deposito foi verificada em 17 amostras e cheiro considerado fétido em 8
casos. Em relacdo ao pH, 11 amostras de urina (40,7%) apresentaram pH igual ou superior a
7,5 e as restantes amostras assumiam valores normais, entre 5,5 e 7,5 (59,3%). No que diz
respeito a densidade urinaria (DU), duas amostras foram classificadas como isostenuricas
(7,4%) e as restantes 25 (92,6%) foram classificadas como hiperestendricas, com 4 (14,8%) a
apresentaram uma DU superior a 1045.

7.1.2. Exame quimico

Na avaliacdo quimica ndo foram encontradas alteracGes nos parametros urobilinogénio,
corpos cetonicos e bilirrubina. Duas cadelas apresentaram glucosuria (7,4%) e apenas uma
revelou presenca de nitritos (3,7%). Os resultados da avaliacdo da presenca de eritrocitos e de

proteina pela tira de urina estdo descritos nas Tabelas 16 e 17, respetivamente.
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Tabela 16- Avaliagdo da presenca de eritrocitos na urina pela tira de urina

Eritrocitos Numero de animais (n) Percentagem (%)
Negativo 16 59,3
Indicios 7 25,9

25 cel/ ul 1 3,7

80 cel/ ul 1 37

200 cel/ ul 2 7,4

Tabela 17- Avaliacdo da presenca de proteina na urina pela tira de urina

Concentragéo de NUmero de animais (n) Percentagem (%)
proteina urinaria
Negativo 3 11,1
15 mg/dl 2 7,4
30 mg/dl 10 37,0
100 mg/dI 7 25,9
300 mg/dl 5 18,5

7.1.3. Exame microscopico de sedimento

A avaliacdo de presenca de eritrocitos, leucocitos e bactérias no sedimento urinario (Figura
13) encontra-se descrita no Gréafico 1. Apenas foram encontrados cristais de estruvite em 5
amostras, com quantificacbes que variaram entre raros a 2+. Foram identificados cilindros
granulosos em 7 animais, com quantificacdes que variaram de raros a 2 - 4 células por campo
(400x). A avaliacdo de células epiteliais variou desde ausentes a 2 - 5 células por campo (40
x), contudo a descricdo mais frequente foi de raras células epiteliais de descamacdo e ainda
presenca de aglomerados de células de transicdo. Lipuria foi observada em 74,1% (n=20) dos

animas. Figura 11- Sedimento urinario ativo com leucocituria e presenca bactérias (400x)
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Legenda: Seta rosa- Célula epitelial de tkansigéo; seta azul- Leucéciio; Seta Vermelha- Bactérias
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Gréfico 1- Frequéncia absoluta de hematuria, pilria e bacteritria no sedimento urinario
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7.2. Racio UPC

A andlise racio UPC foi realizada em 26 animais, encontrando-se aumentado em 14 animais
(53,8%), (Tabela 18). O cruzamento de dados obtidos a partir do racio UPC, da uriandlise e

urocultura revelou que apenas dois dos racios UPC alterados seriam valorizaveis (7,7%).

Tabela 18 - Resultados médios de concentragdo de proteina e creatinina urinaria e racio UPC

Parametro N Meédia + erro-padréo Valores de referéncia
Proteina urinaria 26 122,0 £ 23,00 mg/dL
Creatinina urinaria 26 146,8 £ 19,20 mg/dL
Récio UPC total 26 1,41 +0,40
Réacio UPC negativo 6 0,16 £ 0,01 <0,2
Racio UPC incipiente 6 0,32 + 0,02 0,2-05
Récio UPC significativo | 14 2,4+0,61 >0,5

7.3. Concentracdo sérica de dimetilarginina simétrica (SDMA)

As concentragdes sericas de SDMA foram mensuradas nos 28 animais, ndo tendo havido
diferencas significativas entre grupos. As concentracbes médias de SDMA foram 16,5 + 3,2
pg/dL e 11 animais (39,3%) apresentaram valores superiores a 14 pg/dL.

Utilizou-se um teste U de Mann-Whitney de amostras independentes para testar se existiam
alteracdes nas concentragdes de SDMA entre o grupo de animais com piometra por E. coli e
grupo de animais com pidémetra por outros agentes, ndo se tendo verificado alteracOes
significativas (p = 0,717). N&o foram encontradas correlagbes significativas entre a
concentracdo de SDMA e a idade, racio UPC, e as concentracdes séricas de ureia e creatinina

(Tabela 19).
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Dos animais com racio UPC negativo (n=6), 2 tinham aumento do SDMA (33,3%); no grupo
de animais cujo racio UPC foi considerado incipientes (n=6), 3 tinham aumento de SDMA
(50%); e dos animais cujo racio se encontrava alterado (n=14) 7 (50%) tinha valores de
SDMA superiores aos de referéncia. Os dois animais com racio UPC valorizavel ndo tinham
alteracbes das concentracbes de SDMA. Os dois animais azotémicos tinham valores
aumentados de SDMA.

Tabela 19- Estudo de correlagédo utilizando o coeficiente de Spearman entre 0s varios parametros
estudados e concentracGes de SDMA

Parametros Valor de p
Idade 0.2045
SDMA Récio UPC 0.3761
Creatinina 0.9365
Ureia 0.2706
Densidade urinaria 0.6338

8. Resultados microbioldgicos
8.1. Urocultura

Foram efetuadas 26 uroculturas, uma vez que, em 2 animais ndo foi possivel recolher o
volume de urina para todas as avaliagdes que envolviam amostras de urina. Embora tenha sido
observado crescimento bacteriano em 8 uroculturas, somente 6 (21,4%) apresentaram
contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC) superiores a 1000 UFC/ml, podendo
afirmar-se que existia infecéo do trato urinério.

Nos dois casos em que as contagens de UFC ndo foram significativas o agente isolado foi E.
coli. Nos animais em que as contagens de UFC foram superiores, as bactérias isoladas foram
E. coli (n=4) (Figura 14), E. coli e Streptococcus sp (n=1) e um isolado foi classificado como
pertencente a familia Enterobactereaceae nédo tendo sido possivel concluir o seu género ou

especie.
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Figura 12- Urocultura positiva, crescimento de E. coli em meio de agar suplementado com sangue de

carneiro

8.2. Zaragatoas extra-uterinas

Esta avaliacdo foi feita nos 28 animais, tendo existido crescimento bacteriano em 7 casos, 6
dos quais com sinais macroscopicos de peritonite.

Em 5 amostras foi identificado E. coli, numa Streptococcus sp. e em outra Enterobacter sp.
O isolamento de E. coli nas zaragatoas extra-uterinas foi independente do fen6tipo, mas ndo

do grupo filogenético associado a esta bactéria, ja que todas pertenciam ao grupo B2.

8.3. Zaragatoas fecais

As zaragatoas fecais foram feitas nas 28 cadelas, tendo sido registado crescimento bacteriano
em 27. Em 4 zaragatoas ndo foi possivel identificar E. coli, tendo sido isolado Enterobacter

sp., Enterococcus sp., Proteus sp. e duas bactérias pertencentes a familia Enterobactereaceae.

9. Caracterizacéo dos isolados de E. coli

Foram obtidos um total de 383 isolados dos quais 160 foram de origem uterina, 35

provenientes de amostras de urina, 42 de amostras extra- uterinas e 146 origem fecal.

9.1. Fenotipos

O fendtipo ndo hemolitico (NH) foi mais frequente nos isolados extra-uterinos e urinarios.
Nos isolados fecais e intra-uterinos, os fendtipos hemolitico e ndo hemolitico apresentaram
frequéncia semelhante. Em todos os tipos de isolados o feno6tipo hemolitico predominou,
exceto nos de origem fecal, onde o fendtipo hemolitico predominou. O feno6tipo mucdide (M)
apenas ndo foi encontrado nos isolados de urina (Tabela 20). Exemplos dos aspetos
macroscopicos dos diferentes fendtipos de E. coli sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 13- Aspeto morfoldgico de colonias de E. coli com diferentes fendtipos em meio de

agar suplementado com sangue de carneiro

Legenda: A- ndo hemolitico e mucoide (NH/M);
B- ndo hemolitico e ndo mucoide (NH/ NM); C- hemolitico e ndo mucoide (H/ NM)

Tabela 20- Frequéncia absoluta e relativa dos diferentes fen6tipos nos diferentes grupos de isolados

Origem Fendtipos Frequéncia
dos absoluta
Isolados
H/M % H/NM % NH/M % NH/NM %
uT 3 19 71 44 4 4 2,5 82 51,3 160
EU 0 0,0 12 28,6 2 4,8 28 66,7 42
Urina 0 0,0 10 28,6 0 0,0 25 71,4 35
Fecal 2 1,4 78 53,4 0 0,0 66 45,2 146
Total 5 171 6 201 383
Legenda: UT- isolados de contetdo uterino; EU- isolados extra-uterinos; UT e fecal: %H e %NH

semelhante (p> 0,05) EU e urina: %NH < %H (p<0.01)

9.2. Grupo Filogenético

Independentemente da origem dos isolados, o grupo filogenético mais prevalente foi o grupo

B2. Os grupos filogenéticos D e A foram apenas encontrados nos isolados de origem fecal (F)

(Figura 16). O grupo filogenético Bl apresentou uma distribuicdo semelhante entre os

isolados fecais e urinarios (U), ndo tendo sido observado nos isolados extra- uterinos (EU)

(Tabela 21).
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Tabela 21- Distribuigdo dos isolados por grupo filogenético e grupo de origem de isolados

Origem dos isolados
GF |UT % |EU % U % F % | Frequéncia | %
Absoluta
A 0 0 0 0 0 0 10 6,8 10 2,6%
BL 10 6,2 0 0 2 5,7 18 12,3 30 7,8%
B2 1150 938 | 42 100 33 943| 116 79,5 341 89,0%
D 0 0 0 0 0 0 2 1,4 2 0,5%
Total | 160 41,8 | 42 11,0 35 91 146 38,1 383 100%
Legenda: GF- grupo filogenético; UT- isolados de contetdo uterino; EU- isolados extra- uterinos; U-

Isolados de urina; F- isolados fecais

Figura 14- PCR de determinacdo do grupo filogenéticos dos isolados: UT1 e F8 cadela 2, UT5 cadela
7, UT4 cadela 11, F9 da cadela 13; F3 cadela 12; F8 cadela 30 e F4 cadela 33
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9.3. Rep PCR

Dos 383 isolados obtidos foram identificados 20 clones, com uma média de 1,25
clones/cadela. Na maioria das cadelas, os isolados de E. coli pertenciam somente a um clone

(81,3%) e ao grupo filogenético B2 (Tabela 22), independentemente da origem das amostras.

Tabela 22- Representacdo da associagdo entre grupo filogenético dos diferentes isolados e nimero de

clones de E. coli presente por animal.

Identificacéo uT F EU U N° de N° de
do paciente Clones  Isolados
2 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
11 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
13 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
23 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
26 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
30 B2 (10) B2 (8) * * 3 20
B1(2)
34 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
38 B2 (10) B2 (10) * * 1 20
17 B2 (10) B2 (10) B2 (2) * 1 22
33 B2 (10) B2 (8) B2 (10) * 2 30
D (2)
12 B2 (10) A (10) B2 (10) * 2 30
3 B2 (10) B2 (10) * B2 (10) 1 30
14 B1(10)  B1(10) * B1 (2) 1 22
36 B2 (10) B2 (10) * B2 (10) 1 30
7 B2 (10) B2 (6) B2 (10) B2(3) 1 29
1 B2 (10) * B2 (10) B2 (10) 1 30

Legenda: UT- isolados de contedo uterino; EU- isolados extra- uterinos; U- Isolados de urina; F-

isolados fecais; * - Isolados sem crescimento
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DISCUSSAO

A pidémetra é uma das doengas mais comuns em cadelas intactas durante a fase de diestro.
Embora ap6s a OVH, a maioria das cadelas tenha uma recuperacdo rapida, existem
complicacdes associadas com a doencga que podem comprometer essa recuperagéo (Jitpean et
al., 2014). Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a presenca de duas das complica¢bes
mais frequentes: peritonite e ITU. Ambas as complicacbes apresentaram uma frequéncia
semelhante (25% para a peritonite e 21,4% para a ITU) e superior ao observado num trabalho
recente (12,4% para a peritonite e 5,3% para a ITU) (Jitpean et al., 2014). Esta diferencga
podera relacionar-se com a idade das cadelas, o tipo de pidometra, as bactérias isoladas ou com
a precocidade do diagnostico.

A média de idades das cadelas incluidas neste estudo foi de 8,9 anos, o que vai de encontro a
ideia de que a piometra € uma doenca de cadelas de meia idade a geriatricas (Klplalu, Vural,
Demirel, Polat & Akgay, 2009; Whitehead, 2008; Gibson et al., 2013; Jitpean et al., 2014).
Ao contrério do que foi reportado no trabalho de Jitpean e colaboradores. (2014), no nosso
estudo a idade foi um fator de risco para a presenca de peritonite, o que podera significar que
animais mais velhos apresentam maior risco de desenvolver esta complicacdo, que esta
associada uma recuperagdo mais prolongada. De facto, a presenca de peritonite esteve
associada a um prolongamento da hospitalizacdo, tal como observado no estudo de Jitpean e
colaboradores (2014). No nosso estudo, o tipo de piometra ndo esteve associada ha presenca
de peritonite nem ao periodo de hospitalizacdo, o que sugere que embora as piémetras
fechadas estejam associadas a uma doenc¢a mais grave no momento do diagnéstico, ndo tém
pior prognostico (Jitpean et al., 2017).

A associacdo entre peritonite e alguns marcadores como temperatura, dor abdominal,
alteracdo do TRC nao foi estabelecida no nosso estudo, ao contrario do observado no trabalho
de Jitpean e colaboradores (2014). No entanto, foi possivel associar as contagens de
leucdcitos dentro dos valores de referéncia com a presenca de peritonite. Este resultado
poderd demonstrar que em termos de progndstico, a presenga de leucocitose podera ser
favoravel quando comparada com os valores normais, ja que estes valores poderao refletir a
transicdo entre leucocitose e leucopénia. A leucopénia é considerada como o marcador mais
importante de peritonite, com um risco de 18 vezes para o aparecimento desta complicacédo
(Jitpean et al., 2014).

O intervalo de tempo entre o ultimo cio e o diagndstico da piémetra variou entre uma semana
a 3 meses, ndo tendo havido relacdo entre 0 momento do diagndstico e a ocorréncia de

peritonite. Intervalos semelhantes foram documentados por outros autores (Kuplilu et al.,
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2009; Pretzer, 2008; Smith, 2006). A contaminacdo do Utero ocorre durante o pré-estro e o
estro, quando o cérvix esta aberto, e durante o diestro as bactérias permanecem num ambiente
privilegiado para a colonizacdo e proliferacdo bacteriana acabando por causar infecdo
(Feldman & Nelson, 2004). Embora a maioria das pidmetras tenha sido diagnosticada em
diestro, a concentracdo sérica de progesterona variou entre 0,2 e 23,9 ng/ml, com as pidmetras
abertas a apresentarem concentragdes de progesterona mais baixas. Durante a infe¢do uterina
h& um aumento da producéo de prostaglandinas pelas células do endométrio e pelas células de
rea¢do inflamatoria, principalmente de PGF2a (Silva et al., 2010). Este aumento vai provocar
uma lutedlise precoce do corpo luteo, induzindo a abertura do cérvix antes do diestro estar
finalizado. Cerca de 60% das cadelas com piémetra possuem concentragcdes de progesterona
inferiores a 1ng/mL (Fieni, 2006; England, Freeman & Russo, 2007).

Embora E. coli tivesse sido isolada em 57% dos casos de pidmetra, esta percentagem ficou
muito abaixo do observado em outros trabalhos do grupo de Reproducdo (Machado, 2017;
Mateus et al., 2013). No entanto, a maioria das bactérias isoladas sdo de Gram negativas, tal
como observado em outros trabalhos (Coggan et al.,2008; Bigliardi et al.,2004). Esta variagdo
podera estar relacionada com os diferentes ambientes onde os animais incluidos habitam e
com os diferentes padrdes alimentares que afetam a microbiota intestinal.

Em todos os casos de peritonite, as bactérias isoladas nas zaragatoas extra-uterinas foram da
mesma espécie das bactérias isoladas no Utero, mesmo nos animais sem rutura da parede
uterina detetada macroscopicamente, o que apoia a hipotese de que possa existir translocacéo
bacteriana através da parede uterina ou do oviduto em animais com pidmetra. Nos casos de
piémetra por E. coli, foi possivel verificar que os isolados intra e extra-uterinos eram do
mesmo clone.

Nos isolados intra-uterinos de E. coli, o fen6tipo hemolitico teve uma prevaléncia semelhante
a do fendtipo ndo hemolitico. Apesar de ter sido demonstrado que E. coli p-hemolitica esta
associada a metrite e a uma maior destruicdo do endométrio, quando comparado com E. coli
ndo hemolitica (Henriques et al., 2016), seria de esperar que as amostras de isolados do

peritoneu apresentassem o fenotipo hemolitico, o que nao se verificou.

Tal como em estudos anteriores do nosso grupo, os isolados de E. coli associados a piometra
sdo maioritariamente do grupo filogenético B2 (93,8%) (Machado 2017; Mateus et al., 2013;
Merino, 2013). De facto, estes isolados tém no seu genoma um elevado nimero de genes que
codificam diversos fatores de viruléncia que estdo presentes em alguns isolados
uropatogenicos (Chen et al., 2003; Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014). Este facto
podera justificar a elevada prevaléncia de isolados B2 nas amostras de urina dos animais que
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tinham ITU concomitante (94,3%). Por outro lado, os isolados de E. coli intra-uterinos e de
ITU foram sempre do mesmo clone. No entanto, ainda esta por determinar se a cistite é causa
ou consequéncia da piometra. O facto da maioria dos isolados de E. coli de origem fecal
pertencerem ao grupo filogenético B2, sugere que o reto poderd funcionar como um
reservatorio de estirpes potencialmente patogénicas. O nosso estudo vem ainda reforcar os
resultados de Lourenc¢o (2017), que demonstrou, em cadelas saudéveis, uma associacéo entre
a dominancia clonal e o grupo filogenético B2, sugerindo que antes da ocorréncia de um
episddio de piémetra, a cadela pode apresentar um aumento significativo na colonizacao fecal
e vaginal de E. coli deste grupo. A dominancia de um sé clone é clara nos nossos resultados,
sendo a média de clones por cadela de 1,25 e 81,3% das cadelas tinha apenas um clone do GF
B2. Isto indica que, em casos de pidémetra por E. coli, apenas um clone se estabelece no Utero,
multiplica e atua como o principal agente na doenca. O facto do GF B2 ser mais persistente
nas amostras fecais (Lourenco 2017; Nowrouzian, Wold, & Adlerberth, 2005) justifica que
passado 1 a 2 meses da entrada de E. coli no utero, ainda se consiga isolar o mesmo clone das

fezes.

Os sinais mais comuns de doenca, presentes em mais de 50% da populacdo estudada,
incluiram anorexia, prostracdo, corrimento vulvar, polidipsia e polidria refletindo a gravidade
da doenca e o facto das piémetras serem maioritariamente provocadas por bactérias de Gram
negativo (Hagman & Greko, 2005).

Nos casos de piometra, a polilria e a polidipsia compensatoria observada raramente é
associada a insuficiéncia renal (Jitpean et al., 2014). Contudo, quando considerada a presenca
de lesdo renal, uma vez que os sinais clinicos nomeadamente PU/PD geralmente desaparecem
apos a terapéutica, leva a que a que esta seja descrita como temporaria (Heine et al., 2007), de
natureza aguda ou subaguda (Maddens et al., 2010). H& diversos fatores que podem ser
identificados como associados com a lesdo renal como a diminuicdo da capacidade de
reabsorcdo de cloro e sodio pela ansa de Henle, a presenca de alteracfes nas células dos
tubulos renais ou pelo aumento da insensibilidade dos tabulos renais a hormona antidiurética
(ADH) devido a acdo do LPS (Revisto por Mateus & Eilts, 2010; Heiene et al., 200). Outros
dois achados comuns de piometra sdo a proteinuria e a azotemia. Tem sido sugerido que a
lesdo renal secundaria a piometra seja consequéncia da deposi¢cdo de imuno-complexos a
nivel glomerular provocando glomerulonefrite. Consequentemente, existe extravasamento de
proteinas plasmaticas, principalmente de albumina, para o filtrado glomerular conduzindo ao
aparecimento de proteinuria (Zaragoza et al., 2004). Um outro objetivo deste trabalho foi
avaliar a presenca de lesdo renal nestas pacientes. No nosso estudo, duas cadelas apresentaram
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azotémia e 53% apresentaram proteindria, o que vai de encontro ao observado por Maddens e
colaboradores (2011). No entanto, a avaliacdo do racio UPC, permitiu concluir que a
proteindria detetada apenas poderia ser atribuida a causas renais em dois animais (7,7%).
Assim, em cadelas com pidémetra associada a inflamacdo e/ou infecdo concomitante do
aparelho urinario, o racio UPC poderd ndo ser um bom marcador de lesdo renal. Heine e
colaboradores (2007) reportaram que algumas das cadelas com piémetra e proteindria grave
evoluem para insuficiéncia renal fulminante, demonstrando a importancia da investigacdo da

fonte de proteina urinaria e do acompanhamento pos-cirdrgico destas pacientes.

Alteracdo da funcédo renal foi confirmada em 46,4% (n=13), detetada em 2 animais por
alteracdo valorizavel do racio UPC e nos restantes 11 (39,3%) por alteracdo de SDMA, sendo
qgue dois destes tinham também azotémia. Até a data ndo estdo descritos trabalhos que
utilizem a mensuracdo das concentracGes séricas de SDMA para avaliacdo de lesdo renal em
cadelas com piometra. O facto de ser um marcador especifico para a funcdo renal que nédo é
afetado por fatores extra renais, incluindo condicdo corporal, idade ou doenca concomitante
(Hall et al., 2015), torna este biomarcador particularmente conveniente para a avaliacdo renal
em cadelas com piémetra. No nosso estudo, ndo houve correlacdo entre idade e aumento de
SDMA, o que corrobora a ideia de que a lesdo renal possa estar associada a piometra e ndo
apenas relacionada a idade, como havia sido sugerido por Heine e colaboradores (2007), para
além de confirmar que este biomarcador nédo ¢ alterado pela mesma. Por outro lado, os valores
do racio UPC, creatinina e ureia ndo mostraram correlacdo com a SDMA, o que estd de
acordo com estudos prévios que mostram que a SDMA pode detetar lesdo renal mais
precocemente do que a creatinina (Nabity et al., 2015), e que o racio UPC nestes pacientes
ndo € um bom marcador. Com estes resultados compreende-se a importancia da realizacéo de
testes que identifiguem a lesdo renal precoce, ja que esta é muitas vezes uma condicdo
silenciosa. No entanto, no nosso estudo, ndo podemos excluir completamente a presenca de
doenca renal pré-existente, uma vez que esta ndo foi avaliada previamente ao aparecimento de

pidmetra.

No nosso estudo, a maior prevaléncia da doenca foi obtida em cadelas de raca indeterminada,
contrariamente ao descrito por Egenvall e colaboradores (2001). Este facto pode ser devido a
diferentes praticas de contracecdo, bem como nas diferencas de ragas mais populares nos
diferentes paises.

O risco combinado de desenvolvimento piémetra e tumor mamario, foi descrito por Jitpean e
colaboradores (2012) como superior em determinadas racas, indicando que existe fatores
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predisponentes que podem ser semelhantes para as duas doencas (Jitpean, et al., 2012).
Contudo, dos seis animais que foram diagnosticados com as duas afe¢fes nenhum esta
incluido na lista de racas com maior risco apresentada por estes autores. Num estudo sueco, o
risco de desenvolvimento de piémetra em cadelas inteiras até aos 10 anos foi de cerca de 25%
(Egenvall et al., 2001) enquanto que para tumor de mama foi de 13% (Egenvall et al., 2005).
Sendo doencas com um risco mais elevado em cadelas mais velhas, é natural que possam
surgir no mesmo espago temporal.

Um dos fatores que predispdem ao aparecimento de piometra é a HQE. A persisténcia de
quistos ovaricos durante o diestro leva a producdo simultdnea de estrogénios e de
progesterona, o que induz o aumento do nimero e da expressao dos recetores de progesterona
nas células potencializando a acdo desta (Dhaliwal et al. 1999; De Bosschere et al., 2002).
Uma das consequéncias desta situacdo € o aumento dos a indices de proliferacdo das células
das criptas glandulares e dos fibroblastos do estroma podendo esta alteracdes participar na
génese HQE (Murta 2013). A presenca de estruturas quisticas nos ovarios em cerca de 42,9%
dos animais suporta uma maior predisposicdo destes animais para desenvolvimento de
piometra, quer pela presenca de HQE quer pela diminui¢do da imunidade uterina. O facto de
somente em 6 cadelas se ter identificado acdo estrogénica no epitélio vaginal, pode estar
associada a dindmica dos quistos ovaricos quer em termos morfoldgicos quer em termos
endocrinos (Arlt & Haimerl, 2016).

Contrariamente ao estudo de Coggan e colaboradores (2008), no nosso estudo ndo foi possivel
associar as alteragdes observadas no Utero ao tipo de bactérias isoladas. que provoca lesbes
no tecido uterino. O fato de praticamente todos as bactérias serem de Gram negativas pode
assim justificar a auséncia de diferencas entre grupos. A reacdo inflamatoria exuberante
associada a esta doenca, demonstrada pela presenca marcada de células de reacao inflamatoria
no utero e pelo aumento da transcricdo de genes associados a quimiocinas, citocinas,
extravasamento de células inflamatdrias, acdo antibacteriana, sistema complemento e
respostas imunes inatas (Hagman, 2012) é responsavel pelas alteragdes observadas e é comum
a varias bactérias. Da mesma forma ndo houve diferenca nos resultados do hemograma.

Uma marcada leucocitose com neutrofilia, desvio a esquerda, constituiram o leucograma mais
comummente observado, o que corrobora resultados obtidos noutros estudos (Hagman,
Reezigt, Bergstrom & Karlstam 2009; Kiplull et al., 2009; Verstegen et al., 2008). No nosso
estudo nenhum animal apresentou leucopnia, e tal como ja referido, as contagens de
leucdcitos normais estiveram associadas a presenca de infecdo do peritoneu, mas ndo com o
periodo de hospitalizagdo. No estudo de Jitpean e colaboradores (2014) a hospitalizacao foi
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avaliada como variavel qualitativa, sendo prolongada ou ndo e no presente estudo utilizou-se
0 numero de dias como variavel quantitativa, o que poderd justificar a diferenca de resultados.
A contagem de leucdécitos normal poderd estar associada a uma transi¢cdo entre leucocitose e
leucopenia e, portanto, aparecer numa fase mais avancgada da doenca.

A anemia, na maioria dos casos normocitica, normocromica e ndo regenerativa, foi observada
em 23,1% das cadelas. Doengas inflamatorias cronicas podem provocar anemia por
diminuicdo da disponibilidade de ferro. Os efeitos das toxinas na medula 6ssea, a diminuicéo
da do tempo de semi-vida dos eritrocitos e a perda de eritrocitos para o lumen uterino sdo
possiveis causas adicionais para a anemia observada nas cadelas com piometra (Hagman et
al., 2009). Nas cadelas em que os valores de hematdcrito, numero de eritrocitos, concentracao
de hemoglobina, volume VCM, HCM e CHCM estavam dentro do normal, h4 que ter em
conta que a sua avaliacdo é frequentemente complicada pela desidratacdo concomitante
(Verstegen et al., 2008), o que se verifica em 6 das cadelas consideradas sem anemia.

A contagem de plaquetas estava normal na maioria das cadelas, embora trombocitopénia
tenha ocorrido em alguns casos (23,1%). Esta alteracdo podera ser o resultado do aumento do
consumo, diminuicdo da producéo de plaguetas na medula 6ssea ou mediada por endotoxinas
(Plavec et al., 2006; Tsuchiya et al., 1999).

No presente estudo, a detecdo de lesdo hepatica foi pouco frequente (17,4%) e pouco
significativa, quando avaliada pela determinagcéo da ALT. Da mesma forma, o aumento das
concentracdes de FAS foi detetado em 22,7% dos casos. Plavec e colaboradores (2006)
sugerem que a piometra pode estar associada a uma necrose minima dos hepatécitos como
resultado da colestase intra-hepatica, 0 que podera justificar 0s nossos resultados. Bidpsias
hepéticas efetuadas em cadelas com piémetra evidenciaram a existéncia de infiltracdo gorda e
aumento dos pigmentos biliares nos hepatdcitos, consistentes com colestase intra-hepatica,
mas ndo com a existéncia de necrose hepatocelular extensa (Sevelius, Tidholm & Thoren,
1990).

A hiperproteinémia observada em 4 animais podera estar associada a desidratacdo em dois
deles e a hiperglobulinémia noutros dois (Hagman et al., 2009). A hipoalbuminémia ligeira
observada em 3 animais (15,8%) justifica-se por ser uma proteina de fase aguda negativa, e
porgue na presenca de sepsis ou endotoxémia ha um aumento da permeabilidade vascular o

que poderéa contribuir para a perda de albumina (Plavec et al. 2006).
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CONCLUSAO

N&o foram identificados marcadores para a presenca de peritonite, contudo, em termos de
prognostico, a presenga de leucocitose demonstrou ser favoravel quando comparada com 0s
valores normais de leucdcitos totais.

Foi frequente a presenca de ITU concomitante, cujo agente identificado foi o0 mesmo que o
responsavel pela infecdo uterina. A presenca de proteinuria, devido a infecdo e inflamacéo do
trato urinério que surge frequentemente nestes pacientes, dificulta a avaliacdo da funcéo renal
com recurso a medicdo de racio UPC. A utilizacdo de SDMA revelou ser o biomarcador mais
conveniente para a avaliacdo renal em cadelas com piémetra.

Seria pertinente estender a monitorizacéo renal das pacientes em que foi identificada alteracao
de parametros de avaliacdo de funcéo renal, de modo a compreender a extensdo e o impacto
da lesdo renal provocada pela piometra.

Nos casos em que o agente isolado foi E. coli e independentemente do local de colheita
(Utero, extra-uterino, bexiga e reto), o grupo filogenético mais prevalente foi o grupo B2.

Foi clara a dominéncia de um sé clone, sugerindo que a associa¢ao entre maior dominancia e
maior potencial de viruléncia pode estar relacionada com a maior probabilidade dos clones do

GF B2 causarem piometra.
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ANEXO 1
Resultados das cadelas com endometrite

Das 33 cadelas com diagnostico presuntivo de piometra 5 foram posteriormente
diagnosticadas com endometrite. A média de idades destas cadelas foi de 8,8 £1,5 anos.
Todos os animais eram de racas diferentes nomeadamente: Pit Bull, West highland white
terrier, bulldog francés, Podengo e Teckel. A condicdo corporal média foi de 5,2 £0,6. Quanto
ao estilo de vida, quatro viviam dentro de casa (80%) e uma era de rua (20%). No que diz
respeito ao estatuto sanitario, duas estavam devidamente vacinados e desparasitadas (40%) e
trés ndo (60%).

No historial clinico a Unica doenca previamente diagnosticada e descrita em mais do que um

caso foi neoplasia mamaria.

1. Exame fisico

Os valores medios dos parametros de exame fisico encontram-se na Tabela 1 e as alteracfes
registadas na Tabela 2. Numa cadela ndo foram registadas quaisquer alteracbes no exame
fisico.

Tabela 1- Valores médios de parametros do exame fisico

Parametro do exame fisico Media + erro padréo
FR | 22,6 2,1 rpm
FC | 120 + 9,9 bpm
Temperatura retal | 38,4+0,2°C

Tabela 2- AlteragGes observadas no exame fisico

Alteracéo dos parametros de n %
exame fisico

Ligeira desidratacao (< 5%) 2 40

Palpacdo abdominal dolorosa 2 40
generalizada

68



2. Sinais clinicos

Os sinais clinicos registados incluiram: anorexia (n=4; 80%), prostracdo (n=2; 40%),
corrimento vulvar (n= 4; 80%), polidipsia associada a politria (n=4; 80%), edema vulvar
(n=5; 100%), vomito (n=3; 60%). O corrimento vulvar foi caracterizado como purulento (n=
2) ou sanguineo-purulento (n=2). O inicio do corrimento vulvar variou entre um dia a um més

antes da consulta.

3. Historial reprodutivo
A distribuicdo da populacdo em relacdo ao nimero de cios por ano esta apresentada na Tabela

3.

Tabela 3 — Distribuicdo das cadelas com endometrite em relacdo ao nimero de cios por ano

NUmero de cios por ano NuUmero de animais Percentagem
2 2 40
4 1 20
Sem conhecimento 2 40
Total 5 100

Nenhuma cadela tinha historial clinico de piémetras anteriores ou de administracdo de

progestagénios.

4. Fase do ciclo éstrico

Todos os animais com endometrite encontravam-se em estro. O valor médio da concentracdo
de progesterona deste grupo de animais foi de 2,6 + 1,1 ng/ml, sendo que o valor minimo foi

de 0,4 ng/ml e o valor de maximo foi de 6,0 ng/ml.

5. Caracterizacdo microbioldgica

A descricao dos agentes isolados no Utero destas cadelas encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4- Frequéncia das espécies bacterianas isoladas de Uteros com endometrite

Agente Percentagem de casos (%) n
(n=5)

Escherichia coli 60 3

Klebsiela sp. 20 1

Streptococus sp. 20 1

6. Analise histopatoldgica

Em trés cadelas, os ovarios apresentavam estruturas quisticas (60%), todas elas caracterizadas
como foliculares. As alteracGes histopatoldgicas do ovario e do conteudo das glandulas
endometriais encontram-se na Tabela 5 e do Utero na Tabela 6.

Tabela5- Avaliacdo histopatoldgica dos ovarios e contedido das glandulas endometriais de cadelas
com endometrite

n %
Ovarios

Quistos 3 60
Tumor 0 0

Conteudo das glandulas endometriais
Neutrofilico e sanguinolento 1 20
Neutrofilico 3 60
Linfoplasmocitico 1 20
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Tabela 6- AlteracOes histopatoldgicas observadas em uteros de cadelas com endometrite

Critérios de avaliacéo Percentagem n

de casos (%)
Destruigdo do epitélio luminal 80 4
HQE 80 4
Necrose difusa do endometrio 60 3
Necrose focal do endémetrio 40 2
Hemorragia difusa no endométrio 80 4
Hemorragia focal no endométrio 20 1
Adenomiose 20 1
Necrose focal do miométrio 60 3
Hemorragia focal do miométrio 80 4
Metrite 80 4

7. Andlises clinicas
7.1. Leucograma

Os resultados das medias e valores de referéncia sdo apresentados na Tabela 7 e a frequéncia
relativa e absoluta das alteragdes registadas na Tabela 8.

Tabela 7- Resultados medios dos diferentes pardmetros avaliados no leucograma

Parametro hematologico n Meédia £ erro-padréo Valores de
referéncia
Leucdcitos totais (X103 /uL) 5 13,4+ 3,7 617
Neutrofilos totais (/L) 5 11202 + 3385 3000 - 11800
Neutréfilos ndo segmentados 3 483 + 836,6 0-300
(fuL)
Neutrofilos segmentados (/L) 3 7588 £ 7779,6 3000 - 11500
Linfocitos (/pL) 5 1550 + 361 1000 - 4800
Mondcitos(/uL) 5 641 + 151 150 - 1350
Eosindfilos (%) 5 05+0/4 2-10
Basofilos (/uL) 4 2621 Raros
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Tabela 8- Alteragdes no leucograma das cadelas com endometrite

) o N Cadelas com %
Alteracéo hematologica alteragdo
Leucdcitose 5 2 40
Neutrdfilia 5 3 60
Desvio a esquerda 3 1 33,3
Linfopénia 5 2 40
Basofilia 4 1 25

7.2. Hemograma e contagem plaquetaria

Os resultados médios e a frequéncia das alteracGes registadas nestas cadelas encontram-se

descritos nas Tabelas 9 e 10, respetivamente.

Tabela 9- Resultados médios dos diferentes parametros do eritrograma

Parametro hematologico Meédia + erro-padréo Valores de referéncia

Hematdcrito (%) 41 + 3,7 37-55

Eritrocitos (x10%/pL) 57+0,5 55-8,5
Hemoglobina (g/dL) 141+12 12 -18
VCM (fl) 718+1,7 60- 77

HCM (pg) 248 +0,6 19,5- 24,5
CHCM (g/dL) 346+1,1 32- 36

Plaquetas 312,2 + 83,3 200 - 500

Tabela 10- AlteracGes no eritrograma e contagem de plaquetas no grupo de animais com endometrite

Alteracdo hematoldgica | Cadelas com %
alteracéo (n=5)
Anemia n&o regerativa 1 20%
Anemia regerativa 1 20%
Trombocitopénia 2 40%
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7.3. Bioquimicas séricas

Na Tabela 11, encontram-se os resultados médios e valores de referéncia para os parametros

bioguimicos avaliados, e na Tabela 12 a frequéncia de alteracdes nos mesmos.

Tabela 11- Resultados médios dos parametros bioquimicos séricos.

Parametro n Média * erro- Valores de Unidades
bioquimico padrao referéncia

Proteinas totais 2 78+£05 5,2-8,2 g/dL
Albumina 3 3,2+0,2 2,2—-35 g/dL
FAS 5 171,2 + 64,1 0- 200 U/L
ALT 5 56,8 £ 12,9 0- 130 u/L
Ureia 5 245+22 12- 56 mg/dL
Creatinina 5 0,77 £0,18 0,62-1,64 mg/dL
Glucose 4 105,8 + 12,0 59 — 157 mg/dL

Tabela 12- Distribuigdo de altera¢bes bioquimicas em cadelas com endometrite

Alteracéo bioquimica n Cadelas com %
alteracéo

Aumento da FAS 5 2 40%

Diminuicao da creatinina 5 2 40%

7. Avaliacdo do aparelho urinério

7.1. Andlise de Urina tipo I1I.

7.1.1. Exame fisico

A cor da urina variou entra amarelo (n = 4) e amarelo claro (n = 1). Quanto ao aspeto, este foi
classificado ligeiramente turvo (n = 1) ou translucido (n = 4). A presenca de depdsito foi
verificada em 3 amostras, e o cheiro classificado como suis generis em todas as amostras
(n=5). Em relacdo ao pH, 2 amostras de urina apresentaram pH igual ou superior a 7,5 e as
restantes apresentaram valores normais (n=3). No que diz respeito a densidade urinaria (DU),

todas as amostras foram classificadas como hiperestenuricas.
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7.1.2. Exame quimico
Apenas foram registadas alteracdes numa cadela, nomeadamente proteindria (100 ng/dl) e
hematuria (80 células/ pl).

7.1.3. Exame microscopico de sedimento

Com a avaliacdo do sedimento urinario confirmou-se a hematuria detetada na tira de urina e
identificou-se leucocituria noutra cadela. Apenas foram identificados raros cilindros
granulosos num animal, A avaliacao de células epiteliais variou desde ausentes a 2 - 5 células
por campo (40 x), contudo a descricdo de presenca de aglomerados de celulas de transicéo

surgiu em 3 animais. Lipdria foi observada em 4 das cadelas deste grupo.

7.2. Récio UPC
O racio UPC encontrou-se aumentado numa cadela. O cruzamento de dados obtidos a partir
do récio UPC, da urianalise e urocultura revelou que este ndo seria valorizavel. Os valores

médios de racio UPC, proteina e creatinina urinarias encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13- Resultados médios de concentracdo de proteina e creatinina urinaria e racio UPC

Parametro N Média * erro-padréo Valores de referéncia
Proteina urinaria 5 58,6 + 24,9 mg/dL
Creatinina urinaria 5 144,9 + 82,7 mg/dL
Récio UPC total 5 0,71+0,44
Racio UPC negativo 2 0,17 £ 0,05 <0,2
Racio UPC incipiente 2 0,39 £0,09 0,2-05
Récio UPC significativo | 1 2,44 >0,5

7.3. Concentracdo sérica de dimetilarginina simétrica (SDMA)
As concentragdes séricas de SDMA foram mensuradas nos 5 animais e as concentraces

médias de SDMA foram 10,2 + 1,7 ug/dL. Apenas um animal apresentou uma concentragdo

superior a 14 pg/dL. O racio UPC deste animal era negativo.
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8. Mortalidade e morbilidade

Nenhum dos animais com endometrite morreu ou desenvolveu peritonite apds a cirurgia. A

média de periodo de hospitalizacéo foi de 1,4 + 0,2 dias.

9. Resultados microbioldgicos

9.1. Urocultura

Embora tenha sido observado crescimento bacteriano em 3 uroculturas, somente 2
apresentaram contagens de unidades formadoras de coldnias (UFC) superiores a 1000
UFC/ml, podendo afirmar-se que existia infe¢do do trato urinario. Nos dois casos em que as
contagens de UFC foram significativas os agentes isolados foram Proteus sp. e Klebsiella sp.

e no caso em que as UFC ndo foi significativa o agente isolado foi E. coli.

9.2. Zaragatoas extra-uterinas
Nenhuma cadela com endometrite teve crescimento bacteriano na cultura de zaragatoa extra-

uterina.

9.3. Zaragatoas fecais

Em todas as zaragatoas fecais foi registado crescimento bacteriano, com isolamento de E.
coli.

10. Caracterizacdo dos isolados de E. coli

Foram obtidos um total de 65 isolados das cadelas com endometrite, dos quais 30 foram de

origem uterina, 5 provenientes de amostras de urina e 30 de origem fecal.
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10.1. Fendtipos
O fenotipo ndo hemolitico (NH) foi mais frequente em todos os tipos de isolados. O fen6tipo
mucoide (M) ndo foi encontrado em nenhum dos isolados. A frequéncia de fenotipos

encontrados encontra-se descrito na Tabela 14.

Tabela 14- Frequéncia absoluta e relativa dos diferentes fen6tipos dependendo da origem dos isolados

Origem Fenotipos Frequéncia
dos absoluta
Isolados

H/M % H/NM % NHM % NH/NM %

uT 0 0 10 33,3 0 0 20 66,7 30
Urina 0 0,0 0 0 0 0,0 5 100 5
Fecal 0 0 10 33,3 0 0,0 20 66,7 30
Total 0 20 0 45 65

Legenda: UT- isolados de contetido uterino; EU- isolados extra-uterinos

10.2. Grupo Filogenético

O grupo filogenético mais prevalente foi o grupo D. Os grupos filogenéticos B1 e A nédo

foram detetados, independentemente da origem (Tabela 15).

Tabela 15- Distribuigdo dos isolados de E. coli de cadelas com ednometrite por grupo filogenético e
grupo de origem de isolados

Origem dos isolados
GF |UT % U % F % | Frequéncia| %
Absoluta

A 0 0 0 0 0 0 0 0

Bl 0 0 0 0 0 0 0 0
B2 | 10 333 0 0 10 33,3 20 30,8%
D 20 66,7 5 100 20 66,7 45 69,2%
Total | 30 46,2 5 7,7 30 46,2 65 100%

Legenda: GF- grupo filogenético; UT- isolados de contetdo uterino; U- Isolados de urina; F- isolados

fecais
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10.3. Rep PCR

Em cada cadela e independentemente da origem das amostras e do grupo filogenético, os

isolados de E. coli eram somente de um clone (Tabela 16).

Tabela 16- Representacdo da associagdo entre grupo filogenético dos diferentes isolados e nimero de

clones de E. coli presente por cadelas com endometrite

Identificacéo uT F U N° de N° de

do paciente Clones  Isolados
10 B2 (10) B2 (10) * 1 20
18 D (10) D (10) D (5) 1 25
32 D (10) D (10) * 1 20

Legenda: UT- isolados de conteudo uterino; U- Isolados de urina; F- isolados fecais; * - Isolados sem
crescimento
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ANEXO 2

L) Lspon | e

Declaracdo de Consentimento Informado
“Avaliagao da presencga de lesdo renal e de peritonite em cadelas com piémetra”

Estudo de dissertagdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da estagiaria Ana Paula

Martins, sob orientagdo da Professora Doutora Luisa Mateus

Eu, tutor do canideo ,

apos devidamente informado sobre o estudo em causa, que se destina a determinar a existéncia de
lesdo renal e de peritonite em cadelas com piémetra, declaro que concedo de livre vontade a
participagdo do animal ao meu cuidado no presente estudo sabendo que esta prevista uma colheita
de citologia vaginal e uma amostra de sangue (2 ml) para analise complementar as ja previstas;
colheita de urina por cistocentese e uma zaragatoa peritoneal durante a cirurgia. Apos
ovariohisterectomia, seré feita a colheita de conteuddo uterino e de uma amostra de tecido uterino e
ovarico.

Autorizo ainda a divulgagdo dos dados obtidos e registos fotograficos do meu animal no meio

cientifico desde que garantido o anonimato.

Data: de de

Assinatura do tutor

78



ANEXO 3

Ficha clinica

Nome do tutor

Nome do paciente

Raca

Idade

Condicéo corporal (de1a9)
Animal de

e Rua O
e Casa O

Medicina Preventiva
e Vacinada O

Doencas previamente diagnosticadas

Com acesso ao exterior O

canil O

Desparasitada O

Exame Fisico

e Frequéncia respiratoria

¢ Profundidade respiratéria
= Normal Q)
= Dispneia O
= Polipneia O

e Tipo de respiragao:
= Costoabdominal O
= Costal O
= Abdominal O

e Ritmo respiratério
= Normal O
= Hiperventilagio O
= Apneia momentanea Q)

e Frequéncia cardiaca bpm
e Mucosas:

= Rosadas O

=  Palidas O

= Congestionadas O
= |ctéricas O
= CianoticasQ)

e Tempo de replecéo capilar:
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Pulso arterial

= Uniforme

e Sim O

e Nio O
=  Amplitude

e Forte O

e Fraco O
= Forma

e Réapido O

e Lento O
* Ritmo

e Normal O

e ArritmicoQ)
» Simetria

e SimQ

e Nio QO
Grau de desidratacéo
= Normal O

= Ligeira desidratacdo QO
* Moderada desidratacdo (O
= Desidratacdo grave (O

Temperatura corporal

°C
Postura
= Normal O
= Cifose O
= Lordose O



e Linfonodos e Palpacdo abdominal

* Normais O = Normal QO
* Aumentados O = Dolorosa
e Focal O
e Difusa O

Apresentacéo clinica

e Politria O e Hipertermia QO
e Polidipsia O e Edema vulvar O
e Vomito QO e Atitude:

e Diarreia O = Normal Q)
e Anorexia O =  Prostrada O

= Agressiva O
Caracterizacdo da Pibmetra

e Fechada O

e Aberta O
= Tipo de corrimento:
= |nicio do corrimento:

Historial Reprodutivo

e Data do Ultimo cio:
¢ Numero de cios por ano:
e Piometras anteriores
= Sim () (Data )
= Nio O
e Métodos contracetivos
= Sim O
= Nio O

Medicacé&o pré cirurgica
(Principio ativo e hora de administracao)

Datadeentrada: [/ /

Data de colheita de amostras: _ /_/
Datadaalta: / /
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ANEXO 4

Renal injury in bitches diagnosed with pyometra .

I.ISHI]A A. Martins'; M. A. Basso?; L. Mateus? -
' Integrated Master Student of Faculty of Veterinary Medicine, University of Lisbon, Portugal. Z Laboratory of Clinic Pathology. M. C I lSA
—— Braco Forte, Faculty of Veterinary Medicine, University of Lisbon, Portugal. ? CIISA- Center for Interdisciplinary Research for

TR Animal Health, Reproduction and Development Laboratory, Faculty of Veterinary Medicine, University of Lisbon, Portugal. FMV - ULisboa

INTRODUCTION MATERIAL AND METHODS

Mean age

Renal dysfunction is a common finding in bitches with pyometra, leading in 8.9 years

Twenty-eight bilches with
some cases to elevated serum urea and creatinine. confirmed diagnose of pyometra Range

4-13 years
These high values are assigned to dehydration, reduced renal perfusion

and/or toxemia. However, observation of increased serum concentrations of Serum

urea and creatinine are not a constant and it has been questioned if renal

histological changes are attributed to pyometra or just age related ('),

Renal proteinuria

Urine protein,

creatinine ratio__ DiPstick protein

OBJECTIVES

Proteinuria

Evaluate the degree of renal damage in patients Microscopic sediment analysis

diagnosed with pyometra using:

« Serum concentrations of urea and creatinine;
» Renal proteinuria;

* Symmetric dimethylarginine measurements (SDMA). Statistical analysis.
Spearman’s test was used 1o evaluate correlation between UPC ratio and SDMA values;
urea and creatinine values and SDMA concentrations; age and SDMA concentrations
and between dipstick proteinuria and results of proteinuria of the chemical analyzer.
Wikcoxon test was used lo relate presentation of PU/PD and SDMA concentrations

Results were considered significant if p< 0,05.
RESULTS

Presentation of PU/PD and Correlation between proteinuria measurement in

Percentage of patients with alteration in the SDMA concentrations dipstick and chemical analyzer

parametes used to assess renal injury

No correlation were

Renal parameters evaluated % found between SDMA
concentration and:

Increased plasmatic 0,0% e
= Age;

urea/creatinine ® -  UPC ratio;

Proteinuria 82,0% - -+ Creatinine and urea

ations.

Validated proteinuria 10,7%

Increased SDMA 35,7% prvskue =002 pevalue = 0.00000003307; ho D.B349125.
The presence of PU/PD was associated ~ Measurements of protein in dispstick and with

with higher SDMA concentrations chemical analyzer had strong correlation

CONCLUSIONS

The absence of correlation between age and increased SDMA concentration supports the idea that renal injury is associated with pyometra and not only age related;
Creatinine and urea values showed no correlation with SDMA concentration which is in accordance with previous studies showing that SDMA can detect renal injury in
earlier stages ! ;

Proteinuria evaluation can be done by Dipstick or chemical analyser. However, both technigues are not reliable for the assessment of protein origin;

Validation of proteinuria source through microscopic sediment analyses is crucial to understand if there is renal protein loss;

Renal evaluation in pyometra patients should combine assessment of SDMA concentration and proteinuria origin.

References: (' Heiene, R. &f al. (2007). Acta Veterinaria Scandinavica, 49(1), 13. @Vaden, S. L. &t al. (2004). Veterinary Clinical Pathology, 33(1), 14-19. © Nabity, M. B. &t al. (2015). Journal of Veterinary Intemnal Medicine, 29(4),
10361044
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