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RESUMO

ROSA FILHO, R. R. Avaliacdo da hemodinamica uterina em cadelas com piometra
submetidas a diferentes protocolos de tratamento medicamentoso. 2019. 106 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

O complexo hiperplasia endometrial cistica - Piometra é uma desordem endometrial
das cadelas, sendo a mais comum e importante dentre as afecgbes uterinas. A
ovariohisterectomia € a principal escolha terapéutica, porém, protocolos de tratamento
farmacoldgico surgiram como substitutivos a cirurgia. No entanto, ndo ha estudos que
avaliem a hemodindmica uterina durante o tratamento conservativo, além de
caracteristicas morfométricas uterinas, ap0s distintos tratamentos medicamentosos
para piometra. Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar a eficacia do
tratamento, a resposta medular, hemodinamica, vascularizacdo e caracteristicas
morfologicas uterinas apds distintos tratamentos medicamentosos para piometra em
cadelas. Para tanto, 17 cadelas com diagndstico de piometra foram alocadas em 3
grupos: controle (submetidas a ovariohisterectomia logo apés o diagndstico),
aglepristone (submetidas a protocolo de tratamento com aglepristone na dose de
10 mg/Kg, SID, SC, nos dias 1, 2 e 8 ap0s o diagnostico) e grupo associacao
(submetidas a tratamento com aglepristone, além da administracao de prostaglandina
sintética na dose de 1 pg/kg, SID, IM por 7 dias). A avaliacdo clinica (FC, FR e
temperatura corporea) foi realizada nos dias 1 e 2 apés o diagndstico, sempre nos
seguintes momentos: pré-tratamento, 15 e 60 minutos apés aplicacdo do protocolo
terapéutico. Para avaliar o curso dos protocolos de tratamento, foram realizadas
analises laboratoriais nos dias 1, 4 e 8 ap0s o inicio da terapia e avaliacGes diarias
por ultrassonografia modo-B e Dopplervelocimetria das artérias uterinas direita e
esquerda. No 9° dia apds inicio do tratamento, as cadelas foram submetidas a
ovariohisterectomia e o Utero processado para estereologia (morfologia uterina) e
imunoistoquimica para expressdo do fator VEGF-A. Para a analise temporal, as
variaveis clinicas, laboratoriais e ultrassonogréaficas foram avaliadas pelo teste T de
Student e LSD. O efeito dos tratamentos sobre a avaliagcdo do Doppler modo-B e
colorido foram analisados pelo teste ANOVA. Para a avaliagao de Doppler Espectral,

imunoistoquimica e estereologia, os dados foram avaliados pelo teste ANOVA / LSD



na comparagao entre os tratamentos, e teste T de Student / Wilcoxon entre os graus
de comprometimento da artéria uterina. Foi realizado a andlise de correlagédo
utilizando os testes de Pearson e Spearman (p < 0,05). Na avaliacdo clinica, o grupo
Associacao alterou a frequéncia respiratoria até 15 minutos pos-aplicacdo e houve
diminuicdo da temperatura corporea entre 0 1° e 2° dias. Na avaliacao laboratorial, foi
observada diminui¢éo dos valores de proteina plasmatica no grupo Aglepristone entre
0 1° e 4° dia de tratamento e da contagem de leucdcitos ao longo do tempo em ambos
tratamentos, além de menor contagem de hemacias e hematocrito no grupo
Associacdo. Na avaliacdo temporal, houve diminuicdo do perimetro, area e escore de
vascularizacdo uterina. O grupo Associagdo apresentou menor velocidade diastdlica
final e maior relacdo sistole:diastole (SD), indice de pulsatilidade (PI) e resistividade
(RI), independente do curso da terapia. Ao final do tratamento, os grupos Aglepristone
e Associacdo apresentaram menor perimetro, area e escore de vascularizacdo
uterina, assim como menor velocidade diastolica final, além de maior PI, Rl e SD, na
artéria mais comprometida, em comparacdo ao Controle. O grupo Aglepristone
apresentou menor fracdo de volume do infiltrado inflamatério e maior fracdo de volume
do estroma uterino. Além disto, houve menores valores de volume e superficie de
cistos endometriais e menor expresséo do fator VEGF-A no grupo Associagdo. Em
conclusdo, a despeito da eficacia dos diferentes tratamentos medicamentosos, 0
protocolo com Aglepristone é mais eficaz para reversdo das alteracBes clinico-
laboratoriais da piometra. Por outro lado, a terapia associativa € mais eficaz em
diminuir a vascularizacdo uterina e modular o fluxo sanguineo e hemodindmica
uterina. Ademais, a terapia medicamentosa em associagdo do aglepristone e
prostaglandina promove alteraces morfologicas uterinas, tais como diminuicdo da

guantidade de cistos endometriais, além da diminuicdo da angiogénese local.

Palavras-chaves: Aglepristone; Prostaglandina; Utero; Ultrassonografia; Cistos



ABSTRACT

ROSA FILHO, R. R. Evaluation of hemodynamics uterine in pyometra bitches
submitted to drug treatment. 2019. 106 f. Dissertacado (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Cystic endometrial hyperplasia - Pyometra complex is a canine endometrial disorder,
considered the most common and important among uterine diseases. The treatment
of choice is ovariohysterectomy, but medical treatments have become an alternative.
However, no studies have been performed in order to evaluate uterine hemodynamic
changes during medical treatment, as well as uterine morphometric findings after
different medical treatments for pyometra bitches. Therefore, the aim of this study was
to compare the effectiveness of two medical protocols by means of medullar response,
hemodynamic evaluation, vascularization and uterine morphological changes in
pyometra bitches. For such purpose, 17 bitches with pyometra were assigned to 3
groups: Control group (ovariohysterectomy after pyometra diagnosis), Aglepristone
group (10 mg/kg aglepristone protocol, SID, SC, on days 1, 2 and 8 after pyometra
diagnosis) and Associative group (aglepristone treatment coupled with the
administration of 1 pg/kg synthetic prostaglandin, SID, IM for 7 days). Clinical
evaluation (HR, RR and body temperature) was performed on days 1 and 2 after
pyometra diagnosis, always at the following moments: pre-administration, 15 and 60
minutes after administration of the medical treatment. In order to evaluate the progress
of conservative treatment, laboratorial exams were performed on days 1, 4, and 8 after
the begging of treatment and daily B-mode ultrasonography, as well as Doppler
velocimetry of the right and left uterine arteries. At the 9™ day of treatment, bitches
were ovariohysterectomized and uterus was processed for stereology (uterine
morphology) and immunohistochemistry for VEGF-A. For temporal analysis, clinical,
laboratory and ultrasonographic variables were evaluated by Student's T and LSD
tests. The effect of treatments on B-mode and color Doppler exams was analyzed by
ANOVA test. Spectral Doppler, immunohistochemistry and stereology results were
evaluated by ANOVA / LSD to compare the treatments and the Student T / Wilcoxon
tests to compare uterine arteries according to degree of hazard. Correlation analysis
was performed using Pearson and Spearman tests (p < 0.05). For clinical evaluation,

the Associative group had altered respiratory rate between 0 and 15 minutes after drug



administration and decreased body temperature between the 15t and 2" days. For
laboratory evaluation, a decrease in plasma protein was observed in Aglepristone
group between the 15t and 4™ days of treatment and leukocyte count over time for both
therapeutic protocols, in addition to lower red blood cell count and hematocrit in
Associative group. For temporal evaluation, there was a significant decrease in uterine
perimeter, area and vascularization score. The Associative group had lower final
diastolic velocity and higher systole: diastole ratio (SD), pulsatility index (PI) and
resistance index (RI). At the end of treatment, Aglepristone and Associative groups
had lower uterine perimeter, area and vascularization score, as well as lower final
diastolic velocity and higher values of PI, Rl and SD in the more affected artery
compared to the Control group. The Aglepristone group presented lower fraction
volume of inflammatory infiltrate and larger fraction volume of uterine stroma. In
addition, the Associative group had lower volume and surface values of endometrial
cysts and VEGF-A expression. In conclusion, different medical treatments, specially
the Aglepristone protocol, are effective in reversing clinical and laboratory alterations
of pyometra. Conversely, Associative therapy is more effective in decreasing uterine
vascularization and modulating uterine blood flow and hemodynamics. Moreover,
associative medical therapy with aglepristone and prostaglandin was able to promote
morphological changes such as decreased number of endometrial cysts and local

angiogenesis.

Key-words: Aglepristone; Prostaglandin; Uterus; Ultrassonography; Cysts



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — (A) Distensdo abdominal em piometra de cérvix fechada; (B) Descarga
vaginal purulenta em piometra de cérvix aberta............ccccvviiiiiii i, 31
Figura 2 - (A) Acumulo intenso de contetdo anecogénico em Iimen uterino em corte
longitudinal; (B) Acumulo intenso de contetdo anecogénico em Iimen uterino em corte
transversal; (C) Acumulo moderado de conteddo anecogénico em limen uterino em
corte transversal; (D) Acumulo leve de conteddo anecogénico em lumen uterino em
(o0 ] L= =T LY =T €7 | P 33
Figura 3 - Avaliag&o ultrassonografica bidimensional (5 Mhz) do corno uterino em corte
transversal. ( ) Mensuracgéo (cm) da altura do corno uterino e (x) mensuracao (cm) da
F= 1o 0T = o (ol oo ] ¢ {0 JNU | (=1 0o TSP 42
Figura 4 — Avaliacdo ultrassonografica dos cornos uterinos por Doppler colorido em
corte transversal. Escore de vascularizagdo de 1 a 3. ... 43
Figura 5 - Delineamento experimental adotado para o Capitulo 1. ..............ccceeeeeens 46
Figura 6 — Média e erro padrdao da frequéncia respiratoria (mpm) nos grupos
Aglepristone e Associagdo apoés aplicacao do protocolo de tratamento.................... 48
Figura 7 — Média e erro padrédo da temperatura corpérea (0C) das cadelas do grupo
Ass0Ciag8o ao 10Ngo do tratamento. ........eevviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeee e 48
Figura 8 — Média e erro padrdo da concentracdo da proteina plasmatica total (g/dL)
nos grupos Aglepristone e Associacdo durante o periodo experimental. .................. 50
Figura 9 — Média e erro padréo da contagem de leucécitos (mm3) durante o periodo
EXPEIMENTAL ... 51
Figura 10 — Média e erro padrdao para a contagem de hemécias (He, 106/mm3) e
hematdcrito (Ht, %). Nos distintos grupos experimentais. ............cccceeeeeeeeeeeeeeeeevvnnnnnn. 51
Figura 11 — Média e erro padrao da area (cm2) dos cornos uterinos nos distintos grupos
experimentais ao longo do periodo de tratamento. ..........ccoeevvvveeiiiiiiie e, 52
Figura 12 - Média e erro padrédo do perimetro (cm) dos cornos uterinos nos distintos
grupos experimentais ao longo do periodo de tratamento. ............cccceeeeeeeeiiiiiiiinnnnnn. 53
Figura 13 — Média e erro padrdo do escore de vascularizagdo (0-3) ao longo do
PEFIOTO EXPEITMENTAL ... ...ttt eneananees 53
Figura 14 — Média e erro padrdo da velocidade diastdlica final (ED; cm/s) e relacéo

sistole:diastole (SD; cm/s) ao longo do periodo experimental..............cccccvvvveeeeennen. 54



Figura 15 — Média e erro padréo do indice de pulsatilidade e resistividade ao longo do
PEriOdO EXPEIMENTAL ... ..uuiiiiiiii e e e eeeeas 54
Figura 16 — Média e erro padrdo da velocidade diastdlica final (ED) e relacéo
sistole:diastole (SD) nos distintos grupos eXperimentais. .........cccceveeeeeeeeeeerviinieeeeenn. 55
Figura 17 - Média e erro padréo do indice de pulsatilidade e resistividade nos distintos
QrUPOS EXPEIMENTAIS. ...ceieeee e 55
Figura 18 — Correlacdes entre variaveis experimentais para o Grupo Aglepristone..57
Figura 19 — Correlacdes entre variaveis experimentais para o Grupo Associacéo. ..58
Figura 20 — Sistematica para a amostragem uniforme e randémica dos fragmentos dos
cornos uterinos submetidos a avaliacdo esterologica (SUR). ........cccceeeiviiiiiiiienennn. 68

Figura 21 - Visibilizacdo do corte histologico com auxilio do software Zen Blue 2.6®.

Figura 22 — (A) Regides do corno uterino: miométrio (M), endométrio (E) e cisto (C).
Coloracdo HE em aumento 4x. (B) Estimativa do miométrio (M), endométrio (E) e cisto
(C). Geracao de sistemas teste com auxilio software Image J®. Coloracdo HE em
AUMENTO AE AX. i 70
Figura 23 — (A) Fotomicrografia de superficie de contato das estruturas endometriais
com auxilio do software Image J®, para estimativa da composi¢do tecidual do
endométrio. Coloracdo HE em aumento 20x. (B) Contagem das interseccdes entre 0s
arcos cicloides e a regido luminal das estruturas, para estimativa da area de superficie
das estruturas endometriais. Geracdo de sistemas teste com auxilio do software
Image J®. Coloragdo HE €m aumento 20X. ..........uueuuuummmuummiiiiiiiiiiiiiiiiinieineeeneneneaneeee 71
Figura 24 - Delineamento experimental adotado no Capitulo 2. ............cccccceeeeeeinnnns 75
Figura 25 - Média e erro padrdo da area (cm?) e perimetro uterino (cm) nos distintos
QrUPOS EXPEIMENTAIS. ....ceiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeenaaan s 77
Figura 26 — Média e erro padrdo de escore de vascularizacdo (0-3) nos distintos
GrUPOS EXPEIMENTAIS. ...ceeeeeeee e 77
Figura 27 — Média e erro padrdo do pico da velocidade sistélica (PS), velocidade
diastodlica final (ED) e velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX) nos distintos
QrUPOS EXPEIMENTAIS. ..ceeeeeee e 78
Figura 28 - Média e erro padréo do indice de pulsatilidade (PI), indice de resistividade
(RI) e relagéo sistole/diastole (S/D) nos distintos grupos experimentais.................... 79
Figura 29 — Média e erro padrdo da densidade especifica dor cornos uterinos nos

diStintoS grupoSs EXPEIMENTAIS. .....cceeeeeeeeeeee e 80



Figura 30 - Média e erro padréo da fragéo de volume (VV) do infiltrado inflamatdrio (li)
NOS diStiNtOS grupOS EXPEIMENTAIS. ........uuuuuuuuiniiiiiiiiiiiiiiiiieiieaeeeeee e eeaaaaeee 81
Figura 31 — Mediana e quartis (q1;93) da fracdo de volume (Vv) do estroma uterino
(ES) nos distintos grupos eXPEriMENTAIS. .......uuiieeeeeeeeeeiiiiii e e e e e e eeeeerre e e e e e e e eeennaa 82
Figura 32 — Mediana e quartis (q1;93) da fracdo de volume (Vv), volume total (VT),
densidade de superficie (Sv) e area de superficie absoluta (SV) e do cisto (Ci) nos
distintOoS grupos eXPEriMENTAIS. .......cccvviieiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaas 83
Figura 33 — Mediana e quartis (q1;g3) da fracdo de volume (Vv) e volume total (VT)
do edema uterino (Ed) nos distintos graus de acometimento. ...........c.coeeeevvveevvnnnnnnn. 83
Figura 34 — Média e erro padrdo da expressdo do VEGF-A em diferentes regifes
uterinas nNos distintos grupos eXPeriMENtaiS.........cccvvvivriuiiiiieeeeeeeeiee e e 84
Figura 35 - Correlacbes entre varidveis-respostas para os distintos grupos

EXPEIIMENTAS. ..o 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Descricdo da raca e idade das fémeas constituintes dos grupos
Lo ST LT =TSP 40
Tabela 2 - Poder do Teste e respectivas unidades experimentais (n) nos grupos
experimentais (Aglepristone e Associagéo) para as variaveis de indice de resistividade
da artéria direita € ESQUEITA. ........coeeeeeeeeeeiee e e e e e e e e e 41
Tabela 3 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS.
Associacdo), dias de tratamento (1 e 2) e momento de avaliacao clinica apds aplicacédo
(0, 15 € 60 MIUNULOS). ...uuiiuiiiiiiiiiiiiiititi e 46
Tabela 4 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS.
Associacao) e dias de tratamento (1, 4 e 8 dias apds o diagnostico).............ccceeeenne a7
Tabela 5 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS.
Associagao) e dias de tratamento (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 dias ap0ds o diagnostico)....47
Tabela 6 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS.
Associacao), dias de tratamento (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 apds o diagnostico) e o Grau
de acometimento (mais € Menos aCoOMEtIdA). .........coeveeeeeiieiiiiiee e 47
Tabela 7 — Média e erro padrao da frequéncia cardiaca (bpm) e temperatura corpérea
(0C) nos distintos grupos EXPEriMENTAIS. ..........uuuuuuuuumiuiiiiiiiiiiiieiiiaieeeiaeeeae e 49
Tabela 8 - Média e erro padréo da frequéncia cardiaca (bpm) e temperatura corpérea
(oC) até 60 minutos apés a aplicacdo do protocolo terapéutico. ........ccceeeeeevvveevnnnnnnn. 49
Tabela 9 - Média e erro padrdo da frequéncia cardiaca (bpm) até 2 dias ap6s o
diagndstico e instituicdo do protocolo terap@utiCo. .........cceeeeeeeeeeiieiee e 49
Tabela 10 - Média e erro padrdo da contagem de leucocitos (mm3) nos distintos
QrUPOS EXPEIMENTAIS. ....ceiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeenaaan s 51
Tabela 11 - Média e erro padrdo para a contagem de hemacias (He, 106/mm3) e
hematocrito (Ht, %) ao longo do tratamento............ooovvvveiiiiieeeieeeecee e, 51
Tabela 12 - Descricdo da raca e idade das fémeas constituintes dos grupos
(O LT T 4[] = VL PSPPI 66
Tabela 13 - Poder do Teste e respectivas unidades experimentais (n) nos grupos
experimentais (Aglepristone, Associagédo e Controle) para as variaveis de indice de

resistividade da artéria direita € eSquerda............cccoovvviviiiiieeeeeieeeeee e, 67



Tabela 14 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS.
Associacdo VS. Controle) e e o Grau de acometimento (mais e menos acometida).

Tabela 15 - Média e erro padrdo da fracdo de volume (Vv) e Volume Total (VT) nos
diStintoS grupoS EXPEIMENTAIS. .....cceeieeeeeee e 80
Tabela 16 - Média e erro padrdo da fracdo de volume (Vv) e Volume Total (VT) nos

distintoS graus aCOMEIMENTO. ........cceiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e araas 81



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Classificacdo histologica dos disturbios uterinos nas cadelas ................ 29
Quadro 2 - Namero de ocorréncia de sinais clinicos adversos nos momentos 15 e 60

minutos apos a administracao do protocolo de tratamento no Grupo Associagéo. ...49



SUMARIO

(LN LI (0] 51007\ T 24
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt s ettt e ettt sttt nesstesess s sene e e 27
2. L ETIOPATOGENIA ...ttt ettt et e e sttt e e e sa et e e e e st e e e e asbee e e e anbaeeeeanbaeeeenneeas 27

y A o1 I N1 | =1 [07Y 010 TR 28
2.3 DIAGNOSTICO ...ttt ettt ettt ettt se et e s et et et et et et ese et ereetesessenesaeneasens 30
2.3.1 ANAmNESe € EXAME FISICO.....cciiiuiiiiiiiiiii ittt 30
2.3.2 EXAMES LADOIAIOMAIS .. ceeieeeiiiiieeiieee ettt e e e e s et e e e e e e s eeeaeeeeas 31
2.3.3 Ultrassonografia transabdomingl............cooiieiiiiiiiiiiiiie e 32

2.3 TRATAMENTO . ...t e et e e e e et e e e ta e e e e eeeees e e eeeeeeststasaaeeeeesssenen 34

B HIPOTESE ..ottt ettt ettt et ettt e e et e st et et et et et et et et ete et et e et ese et ene st eneete e eteans 37

4 CAPITULO 1: AVALIACAO DOS TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS PARA PIOMETRA

DURANTE O CURSO TERAPEUTICO (ANALISE TEMPORAL) EM CADELAS .......ccocooeveereenne. 39
4.1 MATERIAIS EMETODOS.......c.ociiiiteieteeteteetee ettt ettt eae ettt sestesestens st enssse s ate s aseenerenas 39
4.1.1 Animais e grupos eXPeriMENtaiS ........ccceiiiiii i 39
4.1.2 ANAIISE d0 POUET GO TSI ...ttt et e e e 41
4.1.3 Avaliacao Clinica € Laboratorial .............cueeeiiiiiiiiiiiie et 41
4.1.4 AvaliaGao URraSSONOGIATICA .. ...ccciiiiiieiiiiie et 42
4.1.4.1 Avaliac@o Ultrassonografica Bidimensional ..............cooiiiiiiiiiiiiiiice e 42
4.1.4.2 Avaliacé@o Ultrassonografica por Doppler Colorido ...........cocvevveiiiiiieiiiiiee i, 43
4.1.4.3 Avaliacé@o Ultrassonografica por Doppler Espectral.........ccccuvveviiiiieiiiiineiiiiee e, 43
4.1.5 ANAIISE ESTAISHCA ...cuveiiiiieitii ettt et be e 44
4.1.6 Delineamento Experimental Capitulo L..........ccoooiiiiiiiiiiiiieie e 45
A2 RESULTADOS ... e e 46
4.2.1 INteragBes ESTAtISTICAS .. ..uiiiiiiiiieiiiiie ettt 46
4.2.2 AVALIAGAD CIINMICA ... veeeeiiiiie ettt et e e rib e e et e e e e anbr e e e e aneees a7
4.2.3 AvaliaGao Laboratorial ...........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 50
4.2.4 AvaliaGao URrasSONOGIAfiCaA .......cciiuiiieiiiiiee ittt e e snree e e s enbee e e e nneeas 52
4.2.5 ANAIISE 08 COITEIAGEAD ... .vvvieiiiiiiee ettt e e et e st e e e et e e e st e e e ssta e e e e sntee e e e ssbaeeeeanteeeeeaneees 55
A.3 DISCUSSAD ...ttt 8 b8ttt 59

5 CAPITULO 2 — EFEITO DOS TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS PARA PIOMETRA SOBRE A

MORFOLOGIA E HEMODINAMICA UTERINA EM CADELAS .......cocviiiiieeeeeecieteee e 65
5.1 MATERIAIS E METODOS.......ooioiiteieeteeteeeeeee e et se et eteteeaetesasteeeesesaessesesesesnsetessseeesateesaeeenaresnas 65
5.1.1 ANiMais € grupos EXPEIMENTAIS ......ceeiruuriieiiriireiiiiiee ettt e st e e st e e s stbee e e srnbeeeessnbeeeesaneees 65
5.1.2 ANAlISE O POUEN A8 TESIE ....eiiiiiiiiieiiiee ittt ettt ettt st be e sane e 66

5.1.3 AvaliaGao URTasSSONOQIAfICA .......ciiuurireiiiiiie ittt e st et e st e e seee e sntee e e e sbee e e e ntee e e e nneeas 67



5.1.4 Avaliag8o Estereol0gica ULEING........couiiiiiieiiiiiiie ettt 67

5.1.4.1 Volume Total do COrNOS ULEINOS ........ceeiiiiiiiiiiiiee e iiiiee e stiee e stiee e sieee e steeeeesnaneeeeanes 67

5.1.4.2 Processamento das amMOSIIAS. ......cciiiuuiiiiiiiieeeiiiieeesiieeeestieeesstaeeessteeeessnteeeessnsseeesane 67

5.1.4.3 Volume das RegIBOES ULEINAS ........cuieeiiiiiiiiiiiiie e seciiieee e e e e s s siaee e e e e e e s s snsnraneeeeeeesennnes 68

5.1.4.4 Composicao Volumétrica das Estruturas Endometriais...........ccccceeeeeeiiiiiiieeneneeesiiinnns 70

5.1.4.5 Area de Superficie de Contato das Estruturas Endometriais ...............cccoeveveeveenennne. 71

5.1.6 ANAIISE ESTALISTICA ...veiiivviiieiiiiii e ittt st e e st e e st e e s st e e e st e e e e st e e e esbaeaeenntaeeeeannas 74
5.1.7 Delineamento Experimental do Capitulo 2..........ccooiiiiiiiiiiiienie e 74

B2 RESULTADOS ...ttt ettt e et e e e st e e e st e e e e s bt e e e e snta e e e e satbeeeeantbaeeestbeaeesnsbaeeesnsbeeeeanes 75
5.2.1 INtEragBes ESTAtISTICAS ...uuuviiieeiiiiiiiiiei e st e s r e e e s r e e e s s et e e e e e e e e annneneees 75
5.2.2 AvaliaGao URTasSONOGIAfICA ... ..ciiuuriieiiiiiie ittt et sbee e e nbee e e e s 76
IR ANV -V Lo T I =y (=T =To ] [o o o= U PR SPPRP 79
5.2.3 Avaliacdo Imunochistoquimica para 0 VEGF-A .........cooiiiiiiiiiiie et 83
5.2.4 ANALISE d€ COIEIAGAD ......eii ittt ettt e 84

5.3 DISCUSSAD ..ottt ettt 86

B CONCLUSOES ...ttt bt 91
REFERENCIAS ...ttt ettt s ettt sttt ettt s e 93

APENDICE A — ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS DO
GRUPO AGLEPRISTONE. ...ttt et ettt e ettt e e e e e et e e e et et e et e et e et e eeeeeeeeeeeeeeseeeeeaens 102

APENDICE B — ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS DO
GRUPO ASSOCIACGAD. ..ottt s ettt n e et s st e e ss e s e s s sesn s e 103

ANEXO A — TERAPIA DE SUPORTE PARA A PIOMETRA CANINA.....cccooiiiii e, 105

ANEXO B — VALORES DE REFERENCIA ADOTADOS PELO SERVICO DE LABORATORIO
CLINICO DO DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA DA FMVZ-USP. ......ccccoceirierieirsrireennns 106



INTRODUCAO




24

1 INTRODUCAO

No que corresponde ao atendimento de moléstias cirargicas em pequenos
animais, as afecc¢des relativas ao trato genito-urinario correspondem a cerca de 16%
e 18% da casuistica total de atendimentos na espécie canina e felina,
respectivamente. Portanto, as afeccbes reprodutivas sdo consideradas a segunda
maior frequéncia de casos, inferior apenas as afec¢des do sistema locomotor (CRUZ-
PINTO et al., 2015). Dentre as enfermidades uterinas na espécie canina, o complexo
hiperplasia endometrial cistica—Piometra (HEC-Piometra), desordem endometrial das
cadelas, é considerada a mais comum e importante (BIGLIARDI et al., 2004).

Conforme DOW (1960), os primeiros relatos de HEC-Piometra em cadelas
datam do inicio do século XIX, quando pouquissimos relatos sobre afeccfes
ginecolodgicas eram descritos. Com o passar do tempo, tal afeccao recebeu varias e
diferentes nomenclaturas, tais como piometrite, complexo piometra, endometrite
catarral, endometrite purulenta, endometrite cistica crénica e endometrite purulenta
crénica (JOHNSTON, KUSTRITZ e OLSON, 2001).

Baithalu et al. (2010) definem a piometra como o acumulo de secrecao pio-
sanguinea no lumen uterino, manifestando-se durante ou imediatamente apds o
periodo de elevada concentracdo de progesterona circulante. Cerca de Y da
populacao de cadelas ndo-castradas sédo diagnosticadas com piometra antes mesmo
de 10 anos de idade, sendo o risco superior a 50% em algumas racas (HAGMAN,
2012). Mesmo sendo uma desordem de origem endometrial, a piometra ndo promove
apenas alteracdes locais, mas também distarbios sistémicos importantes,
comprometendo, assim, outros érgados (PRASAD, KUMAR e SREENU, 2017). Diante
desta caracteristica, a piometra é considerada uma doenca de carater emergencial
(HAGMAN, 2018). No entanto, mesmo quando ndo héa rapida intervencdo médica, a
taxa de mortalidade varia entre 3 a 10% (EGENVALL et al., 2001; JITPEAN et al.,
2014).

De acordo com a literatura, a principal terapia aplicada a esta desordem é
a cirargica, pois tem como vantagem a rapida resolucéo, além de ser a melhor escolha
terapéutica nos casos de peritonite e para cadelas de qualquer idade (VEIGA et al.,
2013). No entanto, h& riscos cirirgicos e anestésicos, além de incapacidade
reprodutiva da cadela ap6s o procedimento, mesmo havendo baixa taxa de

mortalidade (JITPEAN et al., 2014). Entretanto, com o passar dos anos, alternativas
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terapéuticas foram desenvolvidas, com intuito de manter a capacidade reprodutiva de
matrizes ou para situa¢cdes nas quais o procedimento € contraindicado (condi¢es
clinicas desfavoraveis para anestesia ou cadelas idosas) e restricdes financeiras dos
proprietarios (FIENI, TOPIE e GOGNY, 2014).

Os principais farmacos utilizados para a terapia medicamentosa da HEC-
piometra sdo a PGF2-a e 0 aglepristone, isolados ou em associacao (FIENI, 2014). O
tratamento com PGF-2a tem como objetivo promover a lutedlise e contracdo uterina,
a despeito de muitos efeitos adversos (FIENI, TOPIE e GOGNY, 2014). Para tanto, o
aglepristone (RU46534) surgiu como nova possibilidade para terapia da piometra, pois
promove relaxamento cervical pela acdo competidora aos receptores de progesterona
(FIENI, 2006). Outros anti-progestagenos também podem ser empregados, tais como
o mifepristone (RU38486) e onapristone (ZK98299), porém, o aglepristone é a Unica
droga registrada para utilizacdo em Medicina Veterinaria (JURKA et al., 2010).
Independente do protocolo medicamentoso ou cirdrgico, faz-se obrigatorio a utilizacéo
do tratamento suporte, baseado principalmente na fluidoterapia e antibioticoterapia
(FIENI, TOPIE e GOGNY, 2014).

Diversas pesquisas foram realizadas no sentido de tentar elucidar os
mecanismos envolvidos no complexo HEC-Piometra, porém, alguns questionamentos
permanecem, especialmente em relacdo a etiopatogenia, formas terapéuticas e

resposta aos distintos modos de tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOPATOGENIA

A HEC-Piometra acomete obrigatoriamente em cadelas ndo castradas
(SMITH, 2006), geralmente durante o diestro do ciclo estral, com alta incidéncia em
fémeas até 10 anos de idade (BAITHALU et al., 2010). H& predisposicéo racial para
as cadelas das racas Rottweiler, Pastor Aleméo e Golden Retriever (SMITH, 2006).
De acordo com Veiga et al. (2013), ndo h& estudos que relacionam outros fatores de
risco, tais como o histérico de pseudociese, idade ao primeiro cio e intervalo entre
estros.

A etiologia da piometra permanece obscura, porém, acredita-se que as
alteracbes estruturais do endométrio estejam relacionadas a exposigao inicial ao
estrogeno e, posteriormente, ao longo periodo de exposi¢do a progesterona (SMITH,
2006; JOHNSTON et al., 2001). De forma geral, a exposicdo alternada a tais
esterdides tornaria o Utero mais susceptivel a acdo de microrganismos (JOHNSTON
et al., 2001). De acordo com Sigiura et al. (2004), a alta concentracao de progesterona
durante o inicio do diestro causa supressao da resposta celular ao antigeno-especifico
Th1, consequentemente diminuindo a produgao de interferon do tipo y, o qual promove
ativacao da fagocitose. Outro fator relativo a imunossupressao uterina é a inibicdo da
maturacdo de células dendriticas pela alta concentracdo de progesterona no diestro
(WIJEWARDANA et al., 2015).

E possivel destacar, ademais, outros eventos relacionados ao
desenvolvimento da doencga, tais como a desregulacdo do mecanismo de controle de
proliferacéo e apoptose celular (REUSCHE et al. 2018). Além disto, de acordo com
Gultiken et al. (2016), ha maior expressao de 3B-Hidroxiesteréide Desidrogenase no
epitélio luminal e glandular em cadelas com complexo hiperplasia endometrial cistica
— piometra. Infere-se também haver relacdo entre 0 aumento da expressao do fator
de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1) e eventos endometriais (MURPHY
e GHAHARY, 1990) e o desenvolvimento da HEC-Piometra, uma vez que foi
evidenciada maior expresséo do IGF-I em cadelas com HEC-Piometra, comparando-
se as cadelas em diestro (COCK et al., 2002).

O principal agente microbiologico isolado de secrecdes provenientes de
cadelas com piometra é a Escherichia Coli Gram- (DOW, 1959; COGGAN et al., 2008).
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A principal via de contaminagdo é ascendente, tendo como origem o trato urinério
inferior e genitalia externa (FRANSOON et al., 1997). De acordo com a literatura, a E.
Coli pode produzir a toxina a-hemolisina, a qual é capaz de reduzir a expressao de
citocinas no endométrio, permitindo o estabelecimento bacteriano prévio a ativacao
da resposta imunologica (HENRIQUES et al., 2016). Em associacdo, ha maior
expressado de mRNA do receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1) em cadelas com
piometra (GABRIEL et al., 2016), em resposta ao patdégeno e, portanto, a possibilidade
do desenvolvimento da afec¢do. Ademais, a E. Coli estd associada a regulacdo da
resposta inflamatoéria local pela elevada concentracédo de Prostaglandina (PG) F2a e
PGE2, resultando em maior expressao génica para PG (SILVA et al., 2012). Desta
forma, sdo necessarios mais estudos para comprovar o crescimento bacteriano sob a
forma de biofilme como importante fator para manutencdo da doenca (HAGMAN,
2017).

2.2 CLASSIFICACAO

Em literatura especializada, a HEC-Piometra pode ser classificada de duas
formas: quanto a paténcia do colo uterino ou em relagdo ao aspecto histolégico das
camadas uterinas. A primeira classificacdo define a piometra em cérvix fechada
(auséncia de descarga vaginal) e piometra de cérvix aberta (presenca de descarga
vaginal) (BAITHALU et al., 2010; SMITH, 2006). De acordo com Jitpean et al. (2017),
a piometra de cérvix aberta € a mais comum na rotina clinica, alcancando 65% dos
casos.

Nas cadelas com piometra de cérvix aberta, foi evidenciada maior
concentracdo de colageno na cérvix, em comparacdo as cadelas com piometra
fechada (LINHARATTANARUKSA et al.,, 2013). Ademais, ha maior expressao de
interleucina-8 (IL-8) na cérvix, a qual promove consequente atracdo de neutrofilos,
gerando degradacéo de colageno e remodelacdo de tecido conjuntivo (TAMADA et
al.,, 2012). N&ao obstante, ha possibilidade do envolvimento de aminoglicanos
altamente sulfatados, tais como o sulfato de queratina e hialuronana, com citocinas
locais produzidas por neutréfilos na paténcia cervical (LINHARATTANARUKSA et al.,
2013). Recentemente, foi observado que a paténcia cervical relaciona-se a maior
expressao dos genes de ciclooxigenase-2 (COX-2) e PGE-sintase em cadelas com

piometra de cérvix aberta (TAMADA et al., 2016). Por outro lado, foi verificado por
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Volpato et al. (2012) haver maiores concentracdes de receptores de progesterona e
estrdgeno no Utero e cérvix de cadelas com piometra de cérvix fechada.

A segunda classificacdo para a HEC-piometra, inicialmente descrita por
Dow (1959) (Quadro 1), refere-se as lesdes histolégicas uterinas, posteriormente
modificadas por De Bosschere et al. (2001), os quais descrevem lesbes
independentes (n&o representam uma sequéncia de eventos) em dois grandes
grupos: HEC-mucometra (HEC moderada, HEC severa e mucometra) e endometrite-
piometra (endometrite, piometra hiperplasica e piometra atréfica), esta dltima
representada pela presenca de infiltrado inflamatorio.

Atualmente, foi comprovado que, além das alteracbes histologicas
descritas por De Bosschere et al. (2001), ha alteracdes inflamatérias (COX-2), de
proliferacédo celular (Ki-67) e mediadores de angiogénese (VEGF-A, FLT-1 e KDR),
sendo mais expressos na piometra do que na mucometra (VEIGA et al.,, 2017).
Ademais, Singh et al. (2018) observaram maior expressao de citocinas inflamatorias

em piometras atroficas em comparacéo a piometra hiperplasica.

Quadro 1 - Classificacéo histolégi~ca dos distUrbios uterinos nas cadelas
CLASSIFICACAO HISTOLOGIA UTERINA

e Hipertrofia glandular

HEC néo complicada e Cistos de até 1cm de diametro

e Auséncia de reacao inflamatoria

¢ Infiltrado de células plasmocitérias difuso
HEC complicada no estroma, criptas e zonas subepiteliais
do endométrio

e Infitrado de polimorfonucleares nas
criptas e camadas profundas do

HEC com endometrite aguda endométrio

e Abscessos ao redor das glandulas

¢ Inflamagdo no miométrio

e Hipertrofia ou atrofia miometrial e fibrose
HEC com endometrite cronica e Poucas glandulas endometriais

¢ Infiltrado linfocitico e plasmocitico

Fonte: DOWN (1959).
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2.3 DIAGNOSTICO

O diagnostico da piometra é realizado por meio dos dados da anamnese,
exame fisico, exames laboratoriais (PRETZER, 2008) e principalmente, por exames

de imagem, especialmente a ultrassonagrafia (BIGLIARDI et al., 2004).

2.3.1 Anamnese e Exame Fisico

As principais queixas do proprietario sdo apatia, letargia, depressao,
inapeténcia ou anorexia, desidratacdo, diarreia e émese (PRETZER,2008; VEIGA et
al., 2013). A polidipsia/poliuria € comumente citada como sinal clinico (SMITH, 2006;
PRETZER,2008; BAITHALU et al., 2010), no entanto, apenas <50% dos casos de
piometra apresentam tal alterac&o clinica (VERSTEGEN, DHALIWAL e VERSTEGEN-
ONCLIN, 2008). De acordo com Sorribas (2009), 20% das cadelas apresentam
hipertermia, porém quadros de hipotermia podem estar associados a toxemia
(BAITHALU et al, 2010). Tais alteracdes geralmente sdo manifestadas apds 4
semanas até 4 meses da fase do estro (SMITH, 2006).

A distensdo abdominal é principalmente observada nos casos de piometra
de cérvix fechada e, em alguns casos, descarga vaginal de aspecto muco-purulento
ou pio-sanguineo nos casos de piometra de cérvix aberta (Figura 1) (SMITH, 2006;
BAITHALU et al, 2010).
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Figura 1 — (A) Distensdo abdominal em piometra de cérvix fechada; (B) Descarga vaginal purulenta

em piometra de cérvix aberta.
.:'ér.o-'.% v T
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—
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Fonte: (A) Arquivo pessoal (2019). (B) Laboratério de Inseminagao Atrtificial, Perinatologia e Patologia
da Reproduc¢éo (2018).

2.3.2 Exames Laboratoriais

Os exames subsidiarios laboratoriais devem ser considerados para o
correto diagndstico e conducéo terapéutica nos casos de piometra (KAYMAZ et al.,
1997). Os principais achados do eritrograma sdo a reduc¢éo dos valores de hemacia,
hemoglobina e hematdcrito, resultando em anemia arregenerativa, normocitica e
normocromica (SHAH et al., 2017), decorrente da toxina bacteriana e inflamacgéo
cronica na medula 6ssea (KUPUPU et al., 2009). A leucocitose € o principal achado
no leucograma (HAGMAN, 2018), acompanhado de neutrofilia, linfopenia, monocitose
e, eventualmente, desvio a esquerda em casos cronicos (FALDYNA, LAZNICKA e
TOMAN, 2001; SHAH et al., 2017). Jitpean et al. (2017) consideram tais achados
laboratoriais mais comuns e severos nas cadelas com piometra de cérvix fechada. A
hiperproteinemia encontrada na piometra é subsequente ao aumento da concentracao
sérica de imunoglobulinas (Ig) (FALDYNA, LAZNICKA e TOMAN, 2001).

Comumente, a piometra eleva as concentracdes séricas das enzimas

fosfatase alcalina (FA) e aspartato amino-transferase (AST) (PATIL et al., 2013;
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VEIGA et al., 2013). Todavia, a elevacédo da enzima alanina amino-transferase (ALT)
pode ocorrer em 50-75% dos casos, por reflexo da toxemia e/ou desidratagcao
(VERSTEGEN, DHALIWAL e VERSTEGEN-ONCLIN, 2008).

A azotemia renal decorre do aumento da ureia nitrogenada e creatinina,
por acdo secundaria das toxinas bacterianas nos néfrons, tanto na regido glomerular
quanto na regido de tabulo proximal (MADENS et al., 2010). E considerada uma das
alteragbes mais significativas na bioquimica sérica (GUPTA et al., 2013). Estudo
recente demonstrou que € possivel diagnosticar lesdes renais em cadelas com
piometra previamente ao desenvolvimento da azotemia, por meio da analise da
relacdo proteina-creatinina (UPC) urinaria acompanhada da urinalise (SANT’ANNA et
al., 2019).

2.3.3 Ultrassonografia transabdominal

O primeiro relato da utilizacdo da ultrassonografia no modo — B para
diagndstico precoce de piometra foi realizado em 1991 por FAYRER-HOSKEN et al.,
sendo visibilizado conteddo anecdico — hipoecdico no limen uterino (CRUZ-
ARAMBULO e WRIGLEY, 2003), conforme ilustrado na figura 2. Atualmente, a
avaliacdo ultrassonografica € a ferramenta mais utilizada pelo ginecologista
veterinario para o diagnéstico da HEC-piometra (YOUNIS et al., 2014), pois é possivel
a identificacdo das formas diagndsticas propostas por De Bosschere et al. (2001):
mucometra, endometrite, piometra hiperplasica e piometra atréfica, além da
classificagdo sugerida por Dow (1959): HEC com endometrite aguda e cronica
(BIGLIARDI et al., 2004).
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Figura 2 - (A) Acumulo intenso de contetdo anecogénico em Iimen uterino em corte longitudinal; (B)
Acumulo intenso de conteddo anecogénico em limen uterino em corte transversal; (C) Acumulo
moderado de conteldo anecogénico em limen uterino em corte transversal; (D) Acumulo leve de
contelildo anecogénico em liimen uterino em corte transversal
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: LIAP MVZ/USP 13022019 09:43:27 AP 100 MI1.0TIS02 Beto
mindray
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B1 F5.0/ D13, B1 F5.0/ D123/ ( M
FR20/  IP6/ DR7S N FR22/  IP6/ DR7S

* Dist 6.41cm
Dist 6.80 cm

{ 2230223

AP 100% MI1.0TIS02 Beto
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B1 F5.0/ D111
FR24/  IP6/ DR7S

" Dist 2.12cm
Dist 4.06 cm

—10

Fonte: Laboratério de Inseminacéo Artificial, Perinatologia e Patologia da Reproduc¢éo (2018).
Setas vermelhas indicam contelddo anecogénico em limen uterino.

A ultrassonografia Doppler € uma ferramenta ndo invasiva a qual fornece
informacBes importantes sobre a perfuséo tecidual e tem como objetivo detalhar a
arquitetura e aspectos hemodinamicos dos vasos (FIELDER e BAKER, 1969;
FIGUEIRA et al., 2008). Contudo, a utilizacdo da ultrassonografia Doppler em
Medicina Veterinaria é relativamente nova comparando-se a Medicina. Em relacéo as
doencas uterinas em cadelas, h4 diferencas na perfusdo da artéria uterina
representadas, especialmente, por aumento de fluxo sanguineo (BATISTA et al.,
2016) e diminuicdo da resisténcia vascular (VEIGA et al., 2017) nas cadelas com

piometra.
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2.3 TRATAMENTO

A ovariohisterectomia (OHE) é o tratamento de eleicdo para cadelas com
piometra de cérvix fechada ou alteracdes sistémicas importantes (VEIGA et al., 2013),
tais como disfungBes renais e hepaticas, hipertermia ou hipotermia associada a
suspeita de peritonite (FIENI, 2006). Observa-se baixa taxa de mortalidade pos-
cirirgica (1%) (JITPEAN et al., 2014), além de favoravel recuperacao clinica,
principalmente relativa a alteragbes hematologicas (BARTOSKOVA et al., 2007). O
leucograma € 6timo preditor do progndéstico pés-operatério (JITPEAN et al., 2014),
pois a leucopenia é um fator relacionado a peritonite e maior tempo de hospitalizacéo
no poés-cirdrgico. Apés 10 dias do procedimento cirdrgico, ha diminuicdo dos valores
de citocinas inflamatdrias (IL-6 e IL-10) (DABROWSKI et al., 2015a) e proteina C-
reativa (DABROWSKI et al., 2015b).

Como alternativa ao tratamento cirargico, diversos estudos propdem
combinac¢@es farmacoldgicas indicadas para fémeas reprodutoras ou para as quais o
procedimento cirdrgico € contraindicado (condi¢cdes clinicas desfavoraveis para
anestesia ou cadelas idosas) e restrigdes financeiras dos proprietarios (FIENI, TOPIE
e GOGNY, 2014).

Sdo varios os farmacos utilizados nos protocolos de tratamento
medicamentoso para piometra, entre eles a prostaglandina F2-a, natural ou sintética
(JENA et al., 2013). Pode-se preconizar o uso da PF2-o de forma isolada ou em
associacao aos inibidores de prolactina (tal como a cabergolina; CORRADA et al.,
2006; ENGLAND, FREEMAN e RUSSO, 2007), antiprogestagenos (tal como o
aglepristone; FIENI, 2006) e até mesmo aos antagonistas de GnRH (tal como a acilina;
BATISTA et al., 2015). Nao obstante, os principais farmacos utilizados sao a PGF2-a
e 0 aglepristone, isolados ou em associacéo (FIENI, 2014).

O tratamento com PGF-20 tem como objetivo promover a lutedlise e
contracao uterina em cadelas jovens com piometra de colo uterino aberto e funcdes
renais e hepdéticas dentro da normalidade (FIENI, TOPIE e GOGNY, 2014). Os
principais efeitos colaterais do uso deste farmaco sdo a hipotermia, aumento da
frequéncia de defecacao/diarreia, sialorréia ou émese, depressao ou excitacao (FIENI,
TOPIE e GOGNY, 2014).

Recentemente, estudos indicam a efichcia da administracdo do

aglepristone, substancia agonista competitiva ao receptor de progesterona, levando a
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diminuicao dos efeitos intrauterinos da progesterona (DOMOSEAWSKA, JANOWSKI
e JURCZAK, 2010; JENA et al., 2013; ROS, HOLST e HAGMAN, 2014; CONTRI et
al., 2015). O tratamento com aglepristone pode ser recomendado para a piometra de
colo uterino fechado, porém, é contraindicado para cadelas com disfuncfes hepaticas
e renais, diabéticas e insuficiéncia da glandula adrenal (FIENI, 2006; JURKA et al.,
2010).

Diversos estudos verificaram a eficiéncia dos protocolos de tratamento
medicamentoso para a piometra em cadelas (GOBELLO et al., 2003; TRASCH,
WEHREND e BOSTEDT, 2003; GURBULAK et al., 2005; CORRADA et al., 2006;
FIENI, 2006; ENGLAND et al., 2007; UCMAK e TEK, 2008; JENA et al., 2013; ROS,
HOLST e HAGMAN, 2014; BATISTA et al., 2015; CONTRI et al., 2015). E possivel
destacar o esquema terapéutico utilizando aglepristone nos dias 0, 2, 5 e 8 pos
diagnéstico, relatado como 100% eficaz (CONTRI et al., 2015). Atualmente, ndo ha
estudos que verifiqguem os efeitos dos distintos tratamentos para piometra com énfase
nos aspectos vasculares e morfolégicos do utero.

Independente do protocolo medicamentoso ou cirlrgico, faz-se obrigatorio
a utilizacdo do tratamento suporte, baseado principalmente na fluidoterapia e
antibioticoterapia (FIENI, TOPIE e GOGNY, 2014). Distintos protocolos de suporte sao
relatados em literatura, tais como a utilizacdo de amoxicilina associada ao clavulanato
(CONTRI et al., 2015) ou Sulfadozina associada ao Trimetropim (FIENI, 2006). De
acordo com Coggan et al. (2008), a E. Coli é sensivel principalmente ao Norfloxacino
(94%), Polimixina B (82,8%) e Enrofloxacino (75,5%), além de 100% sensivel a
Fosfomicina (INOUE, SHIBATA E FUKATA, 2012). No entanto, recentemente,
preconiza-se a Eritromicina (100% de sensibilidade), além do Cloranfenicol (94,68%),
Levofloxacina (91,66%) e Enrofloxacino (88,54%) (BERL et al., 2018). Ao encontro
disto, Coggan et al. (2008) observaram alta taxa de resisténcia ao efeito da E. Coli,
para a Cefalotina (86,1%) e Ampicilina (46,4%).
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HIPOTESE
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3 HIPOTESE

1) Os tratamentos medicamentosos para a piometra canina restabelecem
a hemodindmica uterina e diminuem a angiogénese local, além de
promoverem mudancas morfologicas e estruturais do tecido uterino.

2) O tratamento associativo entre o aglepristone e prostaglandina possui

maior eficacia em relacdo a terapia isolada com aglepristone.
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CAPITULO 1
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4 CAPITULO 1: AVALIACAO DOS TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS
PARA PIOMETRA DURANTE O CURSO TERAPEUTICO (ANALISE TEMPORAL)
EM CADELAS

Foram objetivos deste experimento comparatr:

1. Os efeitos clinicos ao curso de distintos protocolos de tratamento
medicamentoso para piometra em cadelas;

2. A resposta medular ao curso de distintos protocolos de tratamento
medicamentoso para piometra em cadelas;

3. A hemodindmica e vascularizacao uterina apoés distintos protocolos

de tratamento medicamentoso para piometra em cadelas.

4.1 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, ap6s aprovacgéo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S&o Paulo, sob protocolo n° 5997311017.

4.1.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 10 cadelas, de peso e racas variadas, com idade superior
a 4 anos e diagnostico de HEC-Piometra. O diagndstico presuntivo foi realizado por
meio da biometria uterina por ultrassonografia em modo B e Doppler no modo colorido
e pulsatil, em associacdo ao quadro clinico caracteristico da afeccdo. Como critérios
de exclusao, foram considerados condi¢des sistémicas adversas (insuficiéncia renal
aguda, insuficiéncia hepatica, sinais clinicos de sepse e altera¢des ultrassonogréficas
sugestiveis de peritonite), além da piometra de colo uterino fechado.

ApoOs o diagnéstico, as cadelas foram alocadas, de forma aleatoria, em 2
grupos experimentais (Tabela 1):

- Grupo tratamento Aglepristone (RU46534): constituido de fémeas (n=5)

para as quais foi instituido tratamento medicamentoso com aglepristone (Alizin® -
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30 mg /100 mL - VIRBAC, Carros, Franca) na dose de 10 mg/Kg, SID, por via sub-
cutanea, nos dias 1, 2 e 8 apds o diagnostico (FIENI, 2014; FIENI, 2006).

- Grupo tratamento Associacao: constituido de fémeas (n=5) para as quais
foi instituido tratamento medicamentoso com aglepristone (Alizin® -30 mg / 100 mL -
VIRBAC, Carros, Franca) na dose de 10 mg/Kg, SID, por via sub-cutanea, nos dias 1,
2 e 8 apoés o diagnéstico (FIENI, 2014; FIENI, 2006), além da administracdo de
prostaglandina sintética (Ovolute® - 7,5 mg/ 100 mL — DRAG PHARMA, Santiago,
Chile), na dose de 1 ug/kg (FIENI, 2014; FIENI, 2006), SID, por via intramuscular
durante 7 dias.

Tabela 1 - Descri¢do da raca e idade das fémeas constituintes dos grupos experimentais.

CADELA GRUPO RACA IDADE (Kg)
1 Aglepristone Daschund 8
2 Aglepristone Weimaraner 8
3 Aglepristone Lhasa Apso 9
4 Aglepristone SRD 7
5 Aglepristone SRD 8
6 Associacao Boxer 9
7 Associacao SRD 10
8 Associacao SRD 10
9 Associacao SRD 4

10 Associacéo Labrador 9

Para as avaliacfes clinica e laboratorial, além das variaveis experimentais
de &rea, perimetro e escore de vascularizagdo por analise ultrassonografica, a cadela
foi considerada a unidade experimental (n=5 em cada grupo experimental). Por outro
lado, para as demais variaveis ultrassonograficas, a unidade experimental foi
considerada a artéria uterina (direita e esquerda), subdividindo-se em artéria uterina
mais comprometida e menos comprometida (n=10 em cada grupo experimental). Tal
classificacdo foi realizada a partir do indice de resistividade (RI) da artéria uterina,
variavel hemodinamica obtida & primeira avaliacdo por ultrassonografia Doppler.
Desta forma, a artéria para a qual foi atribuido menor valor de Rl era considerada mais
comprometida e, inversamente, a artéria contralateral era classificada como menos
comprometida.

As cadelas em tratamento permaneceram sob internacdo e cuidados
intensivos, sendo realizada terapia de suporte por antibioticoterapia e fluidoterapia

(ANEXO A) durante todo o periodo experimental.
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4.1.2 Analise do poder do teste

A analise do poder do teste foi realizada pelo aplicativo SAS Power and
Sample Size (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), utilizando valores de médias e erro
padrdo de duas variaveis experimentais (indice de resistividade da artéria uterina
direita e esquerda) nos dias 1, 2 e 8 do tratamento. As analises mostraram poder do
teste acima de 0,80, demonstrando que o numero de animais (n=5) assegura o valor

cientifico do presente experimento (Tabela 2).

Tabela 2 - Poder do Teste e respectivas unidades experimentais (n) nos grupos experimentais
(Aglepristone e Associagéo) para as variaveis de indice de resistividade da artéria direita e esquerda.

indice de resistividade Direita indice de resistividade Esquerda

Grupos n Poder do teste n Poder do teste
Aglepristone 5 0,958 5 0,97
Associacdo 5 0,958 5 0,97

4.1.3 Avaliagdo Clinica e Laboratorial

A avaliacdo clinica foi realizada nos dias 1 e 2 apds o diagndstico, sempre
nos seguintes momentos: pré-tratamento, 15 e 60 minutos apds aplicacdo do
protocolo terapéutico. Para tal avaliagdo, foram considerados os parametros de
frequéncia cardiaca [FC, batimentos por minuto (bpm)] e respiratéria [FR, movimentos
por minuto (mpm)], coloracdo de mucosa, tempo de preenchimento capilar (TPC,
segundos), grau de hidratacdo por turgor cutaneo (%) e afericdo da temperatura
corpérea (T °C). Entretanto, somente a FC, FR e T °C foram consideradas como
variaveis experimentais. Ademais, foi observada a ocorréncia de qualquer sinal clinico
anormal, tais como émese, diarreia, sialorreia e midriase.

Para avaliar o curso dos protocolos de tratamento, amostras de sangue
venoso foram coletadas nos dias 1, 4 e 8 ap0s o inicio da terapia. O sangue foi colhido
por puncao da veia jugular e as amostras imediatamente transferidas para tubos com
anticoagulante EDTA para realizacdo de hemograma ou tubos com ativador de
coagulo para realizacdo de perfil hepético (Fosfatase Alcalina e Alanina
Aminotransferase) e renal (Uréia e Creatinina). Os valores de hemacias (He,

108/mms3), hematdcrito (Ht, %), leucdcitos totais (mm3) e proteina plasmatica (PT, g/dL)
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foram considerados variaveis experimentais, adotando-se os valores de referéncia
descritos no ANEXO B.

4.1.4 Avaliacao Ultrassonografica

O exame de ultrassonografia foi realizado sempre pelo mesmo operador,
com o equipamento Mindray® modelo M5Vet, equipado com transdutor microconvexo
de 5 MHz. As fémeas foram posicionadas em decubito lateral, direito e esquerdo, e a
avaliacdo transcorreu por via transabdominal. As avaliacbes foram realizadas

diariamente durante 8 dias, sempre previamente a administracao da terapia.
4.1.4.1 Avaliacao Ultrassonogréfica Bidimensional

Foram realizadas mensuragbes quanto ao diametro e a presenca de
conteudo intraluminal uterino (Figura 3). Para tanto, foi calculado a area (formula a) e
o perimetro (formula b) dos cornos uterinos por modo-B convencional em regido
mesograstrica e hipogastrica, com imagens em escala de cinza (Figura 3).
(@ Area=R1xR2xTr
(b) Perimetro= 21 x V (R12 + R2?) / 2

Figura 3 - Avaliagdo ultrassonografica bidimensional (5 Mhz) do
corno uterino em corte transversal. () Mensuracdo (cm) da
altura do corno uterino e (x) mensuracdo (cm) da largura do
corno uterino.

B1 F5.0/ D11.1/ GBO
FR24 IP6/ DR75

+ Dist 212cm
Dist 4.06 cm

Fonte: Laboratério de Inseminagdo Artificial, Perinatologia e

Patologia da Reproducéo (2019).
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4.1.4.2 Avaliacdo Ultrassonogréafica por Doppler Colorido

Para a avaliacdo qualitativa da vascularizacdo endometrial, o
escaneamento dos cornos uterinos foi realizado, preferencialmente, em corte
transversal no modo-B, seguido do Doppler colorido. Por se tratar de avaliacéo
subjetiva, adotou-se escore de 1 a 3, sendo 1 considerado o grau minimo e 3 o grau
maximo de vascularizacdo (Figura 4), adaptado da classificacdo proposta por Veiga
et al. (2017).

Figura 4 — Avaliacao ultrassonografica dos cornos uterinos por Doppler colorido em corte transversal.
Escore de vascularizacdo de 1 a 3.

Fonte: Laboratério de Inseminacéo Artificial, Perinatologia e Patologia da Reproduc¢éo (2019).

4.1.4.3 Avaliacdo Ultrassonogréafica por Doppler Espectral

A dindmica vascular das artérias uterinas, direita e esquerda, foi mensurada
ap0s o0 escaneamento dos vasos pelo modo-B. As mensura¢cfes foram realizadas
preferencialmente na regido lateral do corpo uterino, em corte longitudinal, utilizando-
se a vesicula urinaria como janela acustica.

O Doppler colorido (colour-flow Doppler, CF) foi inicialmente utilizado para
0 mapeamento dos vasos e, posteriormente, o Doppler pulsado ou espectral (pulsed-
wave Doppler, PW) foi utilizado para caracterizar a forma da onda.

Os seguintes parametros de velocidade do fluxo sanguineo foram
determinados: pico de velocidade sistdlica (PS), velocidade diastdlica final (ED) e
velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX); e o0s seguintes indices
hemodinamicos: indice de resistividade (RI), indice de pulsatilidade (Pl) e relacdo
sistole/diastole (S/D). Tais variaveis foram calculadas automaticamente pelo software
do equipamento, utilizando-se as seguintes férmulas matematicas ou indice de

Pourcelot:



44

Velocidade do pico sistélico (PS) — Velocidade ao fim da diastole (ED)
Rl =

Velocidade do pico sistélico (PS)

Velocidade do pico sistélico (PS) — Velocidade ao fim da diastole (ED)
Pl =

Velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX)

Velocidade do pico da sistole (PS)

Relacao sistole / diastole =
Velocidade ao fim da diastole (ED)

O volume da amostra foi posicionado no centro do vaso e o angulo de
insonacao foi corrigido, ndo ultrapassando 60°. O total de 9 ondas estaveis de cada
artéria uterina foi obtido para calcular a média de cada variavel. A cada 3 ondas, 0s
valores foram anotados e a média calculada. Desta maneira, as 3 médias obtidas, do
total de ondas, foram utilizadas para o calculo da média final para cada variavel

estudada.

4.1.5 Anéalise Estatistica

Todos os dados foram avaliados utilizando o Sistema SAS para Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Pelo aplicativo Guided Data Analisys, os dados
foram testados quanto a normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e
homogeneidade das varidncias. Quando ndo obedeceram a tais premissas, foram
transformados de acordo com sugestdes do aplicativo (logaritmo na base 10 - Log10X;
Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X2, Arco seno — arcsin (X); entre outras). Todas
as variaveis utilizadas foram paramétricas.

Para a andlise clinica, os dados foram avaliados de acordo com um fatorial
2x2 em medidas repetidas no tempo, sendo os fatores: o tratamento (aglepristone vs.
associagao), o momento de avaliacédo apds aplicagéo (0, 15 e 60 minutos) e os tempos
(1 e 2 dias apos o inicio da terapia). Como ndo foram observadas interacdes triplas
(Tratamento X Minutos apos aplicacdo X Dia do tratamento), foram consideradas as
seguintes interagfes: Tratamento X Dia do tratamento, Tratamento X Minutos apos
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aplicacdo, Dia do tratamento X Minuto apds aplicacdo. Ndo havendo interacdes
duplas, foi utilizado teste T de Student na comparacdo entre os tratamentos
(independentemente do dia de tratamento e minutos apos aplicacdo) e entre os dias
de tratamento (independentemente dos minutos apés aplicacdo e do tratamento) e
teste LSD entre os minutos ap6s a aplicacdo (independentemente do dia de
tratamento e do tratamento).

Para as analises laboratoriais, perimetro, area e escore ultrassonografico,
os dados foram avaliados de acordo com uma interacao dupla, sendo os fatores: o
grupo de tratamento (aglepristone vs. associacao) e o tempo (1, 2, 3,4,5,6,7e 8
dias apds o inicio do tratamento). Quando néo foi observada interacdo, o efeito dos
grupos foi analisado ao fundir todos os momentos de avaliacédo utilizando teste T de
Student e, inversamente, os tempos de avaliacdo foram comparados combinando-se
todos os grupos utilizando teste LSD.

Para a avaliacédo do Doppler Espectral, os dados foram avaliados de acordo
com um fatorial 2x2 em medidas repetidas no tempo, sendo os fatores: o tratamento
(aglepristone vs. associacdo), o grau de acometimento (artéria uterina mais
comprometida vs. menos comprometida) e os tempos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8). Como
nao foram observadas interacfes triplas (Tratamento X Grau de acometimento X
Tempo), foram consideradas as seguintes interagbes: Tratamento X Grau de
acometimento, Tratamento X Tempo, Grau de acometimento X Tempo. Nao havendo
também interacfes duplas, foi utilizado teste T de Student na comparacdo entre 0s
tratamentos (independentemente do tempo e do grau de acometimento) e entre 0s
graus de acometimento (independentemente do tempo e do tratamento) e teste LSD
entre os tempos (independentemente do grau de acometimento e do tratamento).

As variaveis respostas foram também submetidas a analise de correlacdo
de Pearson. Os resultados foram descritos como a média e erro padrdo. O nivel de

significancia utilizado foi de 5%.

4.1.6 Delineamento Experimental Capitulo 1

A determinacdo das variaveis seguiu um padrao de repeticbes ao longo do

tempo, em periodos previamente definidos (Figura 5).
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Figura 5 - Delineamento experimental adotado para o Capitulo 1.
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4.2 RESULTADOS
4.2.1 Interacdes Estatisticas

N&o foram observadas interacdes triplas entre os momentos de avaliacao
clinica (0, 15 e 60 minutos apds aplicacdo), dos dias de tratamento (dia 1 e 2 apds o
diagnéstico) e grupos de tratamento (Aglepristone e Associacdo) para as variaveis do
exame fisico (Tabela 3). Entretanto, ocorreu interacdo significativa entre o grupo de

tratamento e 0 momento de avalicdo para a variavel FR (p =0,04).

Tabela 3 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS. Associacéo), dias
de tratamento (1 e 2) e momento de avaliacdo clinica apds aplicacdo (0, 15 e 60 minutos).

VARIAVEL GRUPO DIA MINuTO CRUPOX GRUPOXx DIAx  GRUPOx

DIA MIN MIN DIA X MIN
FC 0,75 0,75 0,19 0,78 0,18 0,18 0,91
FR 0,04 0,49 0,02 0,6 0,12 0,04 0,9
T 0,24 0,06 0,07 0,99 0,67 0,35 0,91

Para a avaliacéo laboratorial, observou-se interacao estatistica (Tabela 4)
apenas entre o grupo de tratamento (Aglepristone e Associacdo) e os dias de
tratamento (1, 4 e 8 dias apds o diagnostico) para a variavel proteina plasmatica total
(p=0,03).
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Tabela 4 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS. Associacao) e dias
de tratamento (1, 4 e 8 dias ap6s o diagndéstico).

VARIAVEL GRUPO TEMPO GRUPO x TEMPO
He 0,18 <,0001 0,13
Ht 0,13 <,0001 0,12
Leucdcitos 0,42 0,05 0,7
Pt 0,33 0,0017 0,03

Foram observadas interacdes duplas (Tabela 5) entre os grupos de
tratamento (Aglepristone e Associacédo) e dias de tratamento (1, 2, 3, 4,5, 6, 7 e 8 dias
apO0s o diagnostico) para as variaveis area e perimetro uterino na avaliacdo

ultrassonogréfica (p= 0,08 e p= 0,08, respectivamente).

Tabela 5 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS. Associacdo) e dias
de tratamento (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 dias ap0s o diagnéstico).

VARIAVEL TEMPO GRUPO TEMPO x GRUPO
Area 0,49 <,0001 0,08
Perimetro 0,48 <,0001 0,08
Escore 0,67 <,0001 0,98

N&o foram observadas interacBes triplas e duplas entre os grupos de
tratamento (Aglepristone e Associacao), dias de tratamento (1, 2, 3,4, 5, 6, 7 e 8 ap0s
o diagnostico) e o Grau de acometimento da artéria uterina (mais comprometida e
menos comprometida) para as variaveis obtidas por avalicdo ultrassonografica em
Doppler Espectral (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS. Associacéo), dias

de tratamento (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 apbs o diagndstico) e o Grau de acometimento (mais e menos
acometida).

) TEMPO x TEMPO x GRUPO x EMPOX
VARIAVEL ~ TEMPO ~ GRUPO GRAU '—on =% " =oio X Broiy Ggléi(a X
(ON) 0,93 0,78 0,23 0,7 0,32 0,97 0,55
ED 0,02 0,02 0,46 0,4 0,13 0,47 0,51
TAMAX 0,29 0,07 0,25 0,4 0,17 0,52 0,49
PI 0,0008 0,0003 0,63 0,43 0,25 0,26 0,85
RI 0,0004 0,0006 0,71 0,42 0,48 0,43 0,95
SD 0,0002 0,0004 0,55 0,45 0,29 0,32 0,96

4.2.2 Avaliagéo Clinica

Foi observado aumento significativo da frequéncia respiratoria nas cadelas

do grupo Associagao entre os momentos 0 e 15 minutos apos aplicacao do protocolo
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de tratamento (36,89 +4,31 e 156,44 £22,29 mpm, respectivamente), seguida de
queda entre 15 e 60 minutos apos a aplicacdo. Ademais, foi observada maior
frequéncia respiratdria no grupo Associacao (156,44 +22,29 mpm) em comparacao ao

grupo Aglepristone (57,50 £17,56 mpm) 15 minutos apods a aplicacao (Figura 6).

Figura 6 — Média e erro padrdo da frequéncia respiratéria (mpm) nos grupos
Aglepristone e Associagdo ap6és aplicacéo do protocolo de tratamento.
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tempos no grupo Associagéo (p<0,05).

Houve diminuicdo significativa da temperatura corpérea nas cadelas do
grupo Associagéo entre o 1° e 2° dia de tratamento (Figura 7).

Figura 7 — Média e erro padrao da temperatura corpérea (°C) das cadelas
do grupo Associagéo ao 1° e 2° dias de tratamento.
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*indica diferenca significativa entre dias de tratamento (p<0,05).
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Em referéncia as alteracdes clinicas ap6s a administracdo dos protocolos
terapéuticos, optou-se por realizar avaliagdo descritiva (Quadro 2). No grupo
Aglepristone, ndo foram observadas alteragdes clinicas ao longo do tratamento.
Porém, no grupo Associacdo observou-se efeitos adversos principalmente aos 15 e
60 minutos apos aplicacdo do protocolo terapéutico, sendo sialorreia o efeito mais
comumente relatado (Quadro 2).

Quadro 2 - Namero de ocorréncia de sinais clinicos adversos nos momentos 15 e 60 minutos apés a
administracdo do protocolo de tratamento no Grupo Associagao.

Dias de Tratamento
1 2 3 4 5 6 7
Alteragdes Clinicas 15 60 15 60 15 60 15 60 15 60 15 60 15 60
sialorreia 1 0 4 0 4 2 4 2 4 2 3 2 3 0
émese 4 1 4 0 2 2 2 3 2 0 2 0 2 3
diarreia 1 0 2 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
midriase 3 0 2 0 4 2 3 2 3 3 4 3 3 2
miose 1 0 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Nado foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos de
tratamento (Tabela 7) e momentos de avaliagdo apdés a aplicagdo do protocolo
terapéutico (Tabela 8) para as variaveis de frequéncia cardiaca e temperatura
corpOrea. Ademais, nao foi possivel observar diferenca estatistica entre os dias 1 e 2
apos o diagndstico e instituicdo do tratamento para a variavel de frequéncia cardiaca
(Tabela 9).

Tabela 7 — Média e erro padréo da frequéncia cardiaca (bpm) e temperatura corpérea (°C) nos distintos
grupos experimentais.

VARIAVEL AGLEPRISTONE ASSOCIACAO P
FC 122,20 +4,11 124,37 +5,00 0,73
T 38,04 +0,12 37,81 +0,13 0,2

Tabela 8 - Média e erro padrdao da frequéncia cardiaca (bpm) e temperatura corpérea (°C) até 60
minutos apds a aplicacéo do protocolo terapéutico.

VARIAVEL 0 15 60 P
FC 115,89 +5,44 130,11 +5,73 123,78 £5,12 0,18
T 38,17 +0,13 37,94 +0,13 37,67 +0,19 0,07

Tabela 9 - Média e erro padrdo da frequéncia cardiaca (bpm) ao 1° e 2° dia apds o diagnéstico e
instituicdo do protocolo terapéutico.

VARIAVEL 1 2 P
FC 124,37 +4.87 122,21 +4.24 0,73
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4.2.3 Avaliagéo Laboratorial

Na avaliacdo laboratorial, foi observada diminuicdo significativa da
concentracdo de proteina plasmatica total no Grupo Aglepristone do 1° dia
(8,68 £0,66 g/dL) ao 4° dia ap0s a instituicao da terapia (6,85 £0,22 g/dL) (Figura 8).

Figura 8 — Média e erro padrao da concentracao de proteina plasmatica total (g/dL)
nos grupos Aglepristone e Associagdo durante o periodo experimental.
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a-b indica diferenca significativa entre momentos de avaliagdo no mesmo grupo (p<0,05).

Ao longo do curso de tratamento (8 dias), foi verificado declinio progressivo
na contagem de leucdcitos totais, com diferenca significativa entre o 1°
(37.963 +4.325,29 mm3) e 8° dia (22.640 +3.638,79 mm?3) apds a instituicdo da terapia
(Figura 9). Nao foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais
(Tabela 10).
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Figura 9 — Média e erro padrdo da contagem de leucdcitos (mm3)
durante o periodo experimental.
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a-b indica diferencga significativa entre tempos (p<0,05).

Tabela 10 - Média e erro padréo da contagem de leucdcitos (mm3) nos distintos grupos experimentais.
VARIAVEL AGLEPRISTONE ASSOCIAQAO P
Leucdcitos 28618,67 +3876,94 33607,14 +3206,02 0,33

As cadelas do grupo Associagdo apresentaram menor contagem de
hemacias e hematdcrito, em comparacao ao grupo Aglepristone (Figura 10), porém,

nao houve diferenca estatistica entre os momentos de avaliacao (Tabela 11).

Figura 10 — Média e erro padrdo para a contagem de hemécias (He, 106/mm3) e hematdcrito (Ht, %)
nos distintos grupos experimentais.
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Tabela 11 - Média e erro padrao para a contagem de hemacias (He, 106/mm3) e hematécrito (Ht, %)
ao longo do tratamento.

VARIAVEL 1 4 8 P
He 5,75 +0,45 4,69 +0,32 4,81 +0,39 0,11
Ht 38,85 +2,46 32,09 +1,82 32,11 +2,23 0,06
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4.2.4 Avaliagdo Ultrassonogréfica

A area e perimetro dos cornos uterinos diminuiram progressivamente ao
longo do periodo experimental (Figuras 11 e 12), embora sem diferenca estatistica
entre os grupos experimentais. Para a area uterina, observou-se diferenca estatistica
entre o 1° dia (7,81 *1,1cm?) e 7° - 8° dias (2,67 #0,33 e 3,05 +0,53 cm?,
respectivamente) apos a instituicdo do tratamento com Aglepristone (Figura 11). No
entanto, para o grupo Associacao, houve diminuicéo significativa da area uterina ja no

3° dia (4,23 0,99 cm?) apés o inicio do tratamento (Figura 11).

Figura 11 — Média e erro padréo da area (cm?) dos cornos uterinos nos distintos grupos experimentais
ao longo do periodo de tratamento.

151
& Associacao

104 o~ Aglepristone
N
£
o

54

0 ) ) T L] T ) ) T

1 2 3 4 5 6 7 8

Dias de tratamento

a-c indica diferenca significativa entre os momentos de avaliacdo (p<0,05).

Para o perimetro dos cornos uterinos, observou-se diferenca estatistica
entre o 1° dia (10,07 +0,66 cm) e 3° dia (7,15 +0,84 cm) apds o inicio da terapia no
grupo Associacao (Figura 12), mantendo-se tal perfil até o final do tratamento. Para o
grupo Aglepristone, houve declinio progressivo do perimetro uterino, com diferenca
estatistica apenas entre o 1° dia (9,87 +1,17cm) e 7° - 8° dias (6,27 0,70 e

5,48 £0,57 cm, respectivamente) apos o inicio do tratamento (Figura 12).
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Figura 12 - Média e erro padrdo do perimetro (cm) dos cornos uterinos nos distintos grupos
experimentais ao longo do periodo de tratamento.
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a-c indica diferenca significativa entre os momentos de avaliagdo (p<0,05).

Em relacdo ao escore de vascularizacdo uterino, houve diminuicdo ao
curso do tratamento, evidenciando-se diferenca estatistica principalmente entre o 1°
dia e 5° - 8° dias ap0s o inicio da terapia (Figura 13).

Figura 13 — Média e erro padrdo do escore de
vascularizacéo (0-3) ao longo do periodo experimental.

3.51

304 3_ ab ab ab

bc

cd
2.54

de
2.0+ e

1-5 1 L) ] L] ] T L] I

Dias de tratamento

a-e indica diferenca significativa entre momentos de avaliagéo (p<0,05).

Ao longo dos momentos de avaliacdo terapéutica, foi possivel verificar
reducéo da velocidade diastdlica final (ED) da artéria uterina, com diferenca estatistica
entre 0 1°dia e 4°, 7° e 8° dias do tratamento (Figura 14) Para a relagéo sistole:diastole
(S/D), houve aumento progressivo ao curso do tempo, porém com diferenca estatistica

ja entre 0 1° e 4° dia ap6s o inicio do tratamento (Figura 14).
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Figura 14 — Média e erro padrdo da velocidade diastdlica final (ED; cm/s) e
relagédo sistole:diastole (SD; cm/s) ao longo do periodo experimental.
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a-d indica diferenca significativa entre os momentos de avaliagédo (p<0,05).

Foi possivel observar aumento dos indices de pulsatilidade (Pl) e
resistividade (RI) da artéria uterina ao longo do periodo experimental (Figura 15). No
entanto, para o RI, ja foi possivel notar diferenca estatistica entre o 1° e 4° - 8° dia
apos o inicio do tratamento, enquanto para o PI, houve diferenca estatistica entre o 1°
e 6° - 8° dias de terapia (Figura 15). Para as varidveis PS e Tamax, ndao foram

observadas diferencas estatisticas ao longo do periodo experimental.

Figura 15 — Média e erro padrao do indice de pulsatilidade e resistividade ao longo
do periodo experimental.
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a-d indica diferenca significativa entre tempos (p<0,05).

Considerando-se a comparagao entre 0s grupos experimentais, observou-

se menor velocidade diastdlica final (ED) no grupo Associacdo e menor relacao
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sistole:diastole (SD) no grupo Aglepristone (Figura 16). Inversamente, as variaveis Pl

e RI foram superiores no grupo Associacdo em comparacdo ao grupo Aglepristone

(Figura 17). Nao foi observada diferenca estatistica entre 0os grupos experimentais

para as variaveis PS, Tamax e escore de vascularizacdo; bem como para o grau de

acometimento da artéria uterina para nenhuma das variaveis de avaliagéo por Doppler

Espectral.

Figura 16 — Média e erro padrao da velocidade diastdlica final (ED) e relacdo sistole:diastole (SD) nos
distintos grupos experimentais.
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Figura 17 - Média e erro padrdo do indice de pulsatilidade e resistividade nos distintos grupos

experimentais.
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4.2.5 Analise de Correlagéo
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A andlise de correlacdo entre as variaveis-respostas foi realizada

considerando-se apenas o efeito do tratamento (Apéndices A e B).

Para o grupo Aglepristone, a area uterina correlacionou-se positivamente

com o perimetro uterino (r=0,99; p<0,0001) e frequéncia cardiaca no tempo 0 (r=0,66;

p=0,03), além da correlagdo negativa com RI (r=-0,33; p=0,03). O perimetro
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correlacionou-se positivamente com escore de vascularizacado (r=0,33; p=0,03) e
frequéncia cardiaca no tempo 0 (r=0,64; p=0,04), e negativamente com SD (r=-0,31;
p=0,04), RI (r=-0,37; p=0,01) e PI (r=-0,34; p=0,02). Houve correlacéo positiva entre a
variavel Leucacitos e Proteina Total (r=0,54; p=0,03) e negativamente com PI (r=-0,74;
p=0,001) e RI (r=-0,76; p=0,0008) (Figura 18).

Para o grupo Associagdo, a area uterina correlacionou-se positivamente
com o perimetro uterino (r=0,97; p<0,0001) e ED (r=0,33; p=0,03) e correlacionou-se
negativamente com Pl (r=-0,48; p=0,001), RI (r=-0,54; p=0,0003) e SD (r=-0,45;
p=0,002). O perimetro uterino correlacionou-se positivamente com ED (r=0,36;
p=0,02) e negativamente com SD (r=-0,45; p=0,002), RI (r=-0,56; p=0,0002) e PI (r=-
0,49; p=0,001). Houve correlacdo positiva entre o escore de vascularizacdo e ED
(r=0,34; p=0,02), e negativamente com a variavel SD (r=-0,43; p=0,005), PI (r=-0,37;
p=0,01) e RI (r=-0,41; p=0,007). O valor de leucécitos correlacionou-se positivamente
com ED (r= 0,80; p=0,0004) e negativamente com PI (r=-0,85; p=0,0001), RI (r=-0,84;
p=0,0002) e SD (r=-0,82; p=0,0003) (Figura 19).
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Figura 18 — CorrelagGes entre varidaveis experimentais para o Grupo Aglepristone.
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Figura 19 — CorrelacGes entre varidaveis experimentais para o Grupo Associagao.
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4.3 DISCUSSAO

Até o0 momento, ndo ha trabalhos em literatura com o principal escopo de
comparar distintos tratamentos medicamentosos para piometra, tanto de forma
temporal ao curso da terapia, como considerando o efeito de farmacos isolados ou
conjugados. Portanto, os achados relativos a modulacdo do fluxo sanguineo e
hemodinamica da artéria uterina podem ser considerados inéditos.

Ao longo dos protocolos de tratamento, observamos alteracdes clinicas
adversas ao uso associativo entre aglepristone e PGF2-a semelhante aquelas
descritas por outros pesquisadores, tais como taquipneia (FIENI, 2006). No entanto,
apenas 0 grupo Associacdo apresentou aumento significativo da frequéncia
respiratoria apdés 15 minutos da aplicacdo dos farmacos, possivelmente por acao
constritora da PGF2-a sobre a musculatura lisa pulmonar (WASSERMAN, 1975a;
QUAN, MOON e LEMEN, 1982). Porém, tal alteracdo nao perdurou apés 60 minutos
da aplicacao. De fato, Wasserman (1975b) demonstrou que a acao da PGF2- a sobre
a via respiratéria inicia-se 1 minuto apos a aplicacéo intravenosa, persistindo por 10
minutos. A via de aplicagao intramuscular utilizada no presente experimento contribuiu
para a manifestacdo tardia do efeito broncoconstritor, em comparagdo a via
intravenosa.

Apoés a instituicdo do tratamento, a temperatura corporea das cadelas
permaneceu dentro da faixa de referéncia para a espécie (37,5-39,2 °C; Feitosa,
2014), embora a hipotermia tenha sido relatada apés a aplicacdo da PGF2a (FIENI,
TOPIE e GOGNY, 2014). Vale ressaltar, porém, que a progesterona sérica (P4) possui
acado termogénica, havendo decréscimo na temperatura corporea de cadelas em
diestro quando ocorre queda na concentracdo de P4 (CONCANNON e HANSEL,
1977). De fato, no presente experimento houve queda significativa da temperatura
corpOrea entre o 1° e 2° dias de tratamento, independentemente do protocolo
instituido, semelhante ao observado por Corrada et al. (2005) em cadelas gestantes
submetidas a tratamento abortivo com aglepristone. Por ser uma substancia agonista
competitiva ao receptor de progesterona, tal medicamento atua diminuindo os efeitos
da progesterona circulante (JURKA et al., 2013), anulando sua ag&o termogénica.

Dentre os principais efeitos adversos dos protocolos terapéuticos, destaca-
se a sialorreia, émese e diarreia, os quais decorrem da agdao da PGF2a na

musculatura lisa (FIENI, 2006). Diferentemente do relato de Jena et al. (2013), a
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sialorreia foi a principal alteracéo clinica observada em nosso estudo. Cabe salientar,
ademais, que a ocorréncia dos sinais adversos diminuiu ao longo do curso terapéutico,
sugerindo progressiva tolerancia clinica a PGF2a, minimizando os efeitos
contralaterais.

Outrossim, resultados interessantes foram observados para a avaliagéo
laboratorial apds o inicio da terapia. Para a concentragcdo de proteina plasmatica total,
os resultados estiveram acima dos valores de referéncia, denotando hiperproteinemia.
Geralmente de origem inflamatéria (STOCKHAM e SCOTT, 2011), o aumento de
proteinas circulantes pode estar associado ao desafio da inflamacdo uterina na
piometra (PRASAD, KUMAR e SREENU, 2017), bem como ao efeito das aplicacdes
diarias de PGF2aq, a qual promove estimulo a cascata inflamatéria aguda (RICCIOTTI
e FITZGERALD, 2011). Por outro lado, no grupo Aglepristone, observou-se diminuicédo
da concentracdo de proteina plasmética ao 4° dia de tratamento, permanecendo
dentro dos valores de referéncia. Tal resultado demonstra melhora no curso do
processo inflamatoério apds o inicio da terapia utilizando aglepristone.

No presente experimento, observou-se queda significativa da contagem de
leucocitos totais entre o 1° e 8° dia de tratamento, independente do protocolo
instituido. Por outro lado, Contri et al. (2015) ndo evidenciaram tal diferenca entre o 1°
e 7° dia de tratamento para a piometra em cadelas, em fungcdo, possivelmente, de
diferentes protocolos de antibioticoterapia adotados pelos referidos autores
(Amoxicilina e Clavulanato). Contudo, Gobello et al. (2003), Gurbulak et al. (2005) e
Fieni (2006) apresentaram resultados semelhantes aos encontrados em nosso
experimento para a contagem total de leucécitos. Diante de tais dados, acreditamos
gue a adequada escolha antibitica seja de suma importancia para a resposta
terapéutica em curso e contribui, sobremaneira, para o sucesso do tratamento.

Estudos anteriores relativos a terapia para a piometra ndo relatam
mudancas nas variaveis do eritrograma (GOBELLO et al., 2003; FIENI, 2006),
contrariamente aos achados do presente experimento. No grupo Aglepristone,
observou-se contagem de hemacias e hematdcrito dentro da faixa de referéncia,
porém superiores aos resultados do grupo Associacdo. As cadelas submetidas ao
protocolo associativo apresentaram anemia, independente do dia de avaliacéo,
sugerindo haver menor eritropoiese. Acreditamos que o estimulo a cascata

inflamatoéria promovido pelas aplicacbes diarias de PGF2a (RICCIOTTI e
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FITZGERALD, 2011) e corroborado pelos achados de hiperproteinemia (STOCKHAM
e SCOTT, 2011) tenha sido a causa para a anemia arregenerativa.

Durante o curso de tratamento, foi possivel observar a eliminacdo do
conteudo uterino em ambos os protocolos de tratamento, acarretando em diminui¢ao
global do didmetro uterino (perimetro e area). Tais achado vao ao encontro de estudos
anteriores (GOBELLO et al., 2003; CORRADA et al., 2006; ENGLAND, FREEMAN e
RUSSO, 2007; DOMOSLAWSKA, JANOWSKI e JURCZAK, 2010; JURKA et al., 2010;
CONTRI et al., 2015). Por outro lado, Fieni (2006) observou reducéo significativa do
volume uterino apenas ao 8° dia apds o inicio do tratamento, tanto quando utilizado a
terapia associativa de aglepristone e PF2-a e terapia baseada no uso do aglepristone.
Ainda, vale ressaltar que, no presente experimento, a diminuicdo significativa do
perimetro e area uterinos ocorreu de forma mais precoce no grupo Associacao, ao 3°
dia de tratamento, enquanto no grupo Aglepristone, somente ao 7° dia. Tal resultado
pode ser atribuido a agao de contratilidade uterina adicional da PGF2a ao aglepristone
no protocolo associativo. Ademais, no grupo aglepristone, houve correlacédo positiva
entre o perimetro e area uterina com a frequéncia cardiaca, indicando possivel
ineficiéncia para a eliminacdo de endotoxinas bacterianas e, consequentemente,
alteracao nas funcdes vitais.

Na laténcia da piometra, h4 aumento de vascularizacdo uterina, em
comparacao ao diestro fisiologico (VEIGA et al., 2017). Por outro lado, no presente
estudo, observou-se diminuicdo da vascularizacdo uterina ao longo do curso de
tratamento, representando possivel resposta favoravel aos protocolos
medicamentosos, tanto para a piometra, como de suporte. Todavia, mesmo havendo
diminuicdo progressiva do escore de vascularizagdo até o 8° dia de tratamento, tais
resultados ndo atingiram total restabelecimento para valores identificados durante o
diestro. Portanto, acreditamos que a alteracdo da vascularizagdo uterina durante o
processo inflamatorio seja de recuperacao lenta, necessitando avaliagcdo a posteriori
para comprovagao do sucesso terapéutico.

Estudos anteriores demonstram haver alteracdo importante da
hemodinamica uterina durante a piometra, resultando em aumento do fluxo sanguineo
e diminuicdo da resisténcia vascular da artéria uterina (BATISTA et al., 2016; VEIGA
et al.,, 2017). De fato, as cadelas do presente estudo, ao inicio do tratamento,
apresentavam alto fluxo sanguineo, semelhante ao descrito por Batista et al. (2016) e

Veiga et al. (2017). Porém, observamos diminuicdo da velocidade diastolica final (ED)
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da artéria uterina, e contrariamente da relacdo sistole:diastole (S/D), ao curso da
terapia. Além disto, foi possivel observar correlagdo negativa entre a contagem total
de leucdcitos com as variaveis hemodinamicas PI, Rl e SD e correlacéo positiva com
a variavel velocidade diastdlica final (ED). Tais resultados indicam a influéncia dos
protocolos de tratamento sobre o fluxo sanguineo uterino, consequentemente,
expressando efeito benéfico da terapia medicamentosa, em especial para controle do
processo infeccioso. Vale ressaltar que a progesterona possui acao vasodilatadora
(MOLINARI et al., 2001), por modular a producao de éxido nitrico, consequentemente,
diminuindo a concentracdo de Ca?" nas células lisas musculares dos vasos
sanguineos (MALIQUEO, ECHIBURU e CRISOSTO, 2016). Em funcdo da
administracao terapéutica do Aglepristone, houve reducéo da acao vasodilatadora da
P4 e, em associacdo a terapia de suporte e reducdo do processo inflamatorio, foi
possivel observar reducao do fluxo sanguineo na artéria uterina. De fato, durante a
terapia medicamentosa, observamos, ademais, aumento progressivo dos indices de
resistividade e pulsatilidade da artéria uterina, denotando aumento continuo da
resisténcia vascular. De acordo com estudos anteriores, na piometra, ha diminuicéo
significativa da resisténcia vascular uterina (BATISTA et al., 2016; VEIGA et al., 2017),
portanto, os resultados obtidos neste experimento sugerem efeito positivo e eficaz dos
protocolos terapéuticos na hemodinamica uterina e fluxo sanguineo na artéria uterina.

Comparando-se os protocolos de tratamento instituidos neste experimento,
0 grupo Associacdo apresentou menor velocidade diastolica final (ED) e,
contrariamente, maior relacdo sistole:diastole (S/D), indice de resistividade e
pulsatilidade da artéria uterina, em comparacédo ao Grupo Aglepristone. Desta forma,
podemos inferir que terapia associativa entre Aglepristone e PGF2a promove maior
efeito sobre o fluxo sanguineo do utero, acompanhado de significativa mudanca na
resisténcia vascular da artéria uterina. Tais resultados podem ser atribuidos a acéo
vasoconstritora da PGF2a (NAKANO e COLE, 1969), a qual promove hipertenséo
moderada (NOVY, PIASECKI e JACKSON, 1974), aumento da resisténcia periférica
total (GERBER e NIES, 1978) e diminuicdo do fluxo sanguineo (FLETCHER et al.,
1976). Ademais, podemos inferir que o tratamento medicamentoso associativo
promova reducéo do processo inflamatorio responsavel pela alteracdo hemodinamica
(vasodilatacdo) da artéria uterina.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas hemodindmicas ao

longo do curso terapéutico entre a artéria uterina mais e menos comprometida. Desta



63

maneira, podemos sugerir que o acompanhamento ultrasonografico para avaliacdo da
eficAcia do tratamento medicamentoso possa ser efetuado independentemente da

artéria uterina localizada pelo examinar, facilitando a abordagem diagndstica.
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CAPITULO 2
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5 CAPITULO 2 — EFEITO DOS TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS PARA
PIOMETRA SOBRE A MORFOLOGIA E HEMODINAMICA UTERINA EM CADELAS

Foram objetivos deste capitulo comparar:
1. A hemodinamica e vascularizagao uterina em cadelas com piometra
submetidas a distintos protocolos de tratamento medicamentoso.
2. Caracteristicas morfométricas uterinas em cadelas com piometra
submetidas a distintos protocolos de tratamento medicamentoso.
3. Efeitos na angiogénese uterina em cadelas com piometra

submetidas a distintos protocolos de tratamento medicamentoso.

5.1 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, apds aprovacéo pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade

de S&o Paulo, conforme descrito anteriormente para o Capitulo 1.

5.1.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 17 cadelas, de peso e racas variadas, com idade superior
a 4 anos e com diagndstico de HEC-Piometra. O diagndstico presuntivo e critérios de
exclusdo obedeceram as mesmas caracteristicas descritas anteriormente para o
Capitulo 1.

Apoés o diagnéstico, as cadelas foram alocadas, de forma aleatoéria, em 3
grupos experimentais (Tabela 12):

- Grupo Controle piometra: constituido de fémeas (n=7) submetidas a
imediata ovariohisterectomia.

- Grupo tratamento Aglepristone (RU46534): constituido de fémeas (n=5)
para as quais foi instituido tratamento medicamentoso com aglepristone (Alizin® -
30 mg /100 mL - VIRBAC, Carros, Franca) na dose de 10 mg/Kg, SID, por via sub-
cutanea, nos dias 1, 2 e 8 ap0s o diagnéstico (FIENI, 2014; FIENI, 2006).

- Grupo tratamento Associacao: constituido de fémeas (n=5) para as quais

foi instituido tratamento medicamentoso com aglepristone (Alizin® -30 mg / 100 mL -
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VIRBAC, Carros, Franca) na dose de 10 mg/Kg, SID, por via subcutanea, nos dias 1,
2 e 8 apoés o diagnostico (FIENI, 2014; FIENI, 2006), além da administracdo de
prostaglandina sintética (Ovolute® - 7,5 mg/ 100 mL — DRAG PHARMA, Santiago,
Chile), na dose de 1 ug/kg (FIENI, 2014; FIENI, 2006), SID, por via intramuscular
durante 7 dias.

Para as cadelas submetidas a protocolo terapéutico (Grupo Aglepristone e

Associacado), a OHE foi realizada no 9° dia apds o diagndstico.

Tabela 12 - Descri¢éo da raca e idade das fémeas constituintes dos grupos experimentais.

CADELA GRUPO RACA IDADE
1 Aglepristone Daschund 8
2 Aglepristone Weimaraner 8
3 Aglepristone Lhasa Apso 9
4 Aglepristone SRD 7
5 Aglepristone SRD 8
6 Associacao Boxer 9
7 Associacao SRD 10
8 Associacao SRD 10
9 Associacao SRD 4

10 Associacao Labrador 9

11 Controle SRD 8

12 Controle Boxer 10
13 Controle SRD 10
14 Controle AKITA 15
15 Controle SRD 10
16 Controle Poodle 10
17 Controle SRD 15

5.1.2 Anélise do Poder de Teste

A andlise do poder do teste foi realizada pelo aplicativo SAS Power and
Sample Size (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), utilizando valores de médias e erro
padrdo de duas variaveis experimentais (indice de resistividade da artéria uterina
direita e esquerda) nos dias 1, 2 e 8 do tratamento. As analises mostraram poder do
teste acima de 0,80, demonstrando que 0 numero minimo de animais (n=5) assegura

o valor cientifico do presente experimento (Tabela 13).
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Tabela 13 - Poder do Teste e respectivas unidades experimentais (n) nos grupos experimentais
(Aglepristone, Associacéo e Controle) para as variaveis de indice de resistividade da artéria uterina
direita e esquerda.

indice de resistividade Direita indice de resistividade Esquerda

Grupos n Poder do teste n Poder do teste
Aglepristone 5 0,874 5 0,83
Associacdo 5 0,874 5 0,83

Controle 7 0,874 7 0,83

5.1.3 Avaliacao Ultrassonogréfica

O exame de ultrassonografia foi realizado nos distintos grupos

experimentais conforme descrito no Capitulo 1, sempre no momento pré-cirirgico.

5.1.4 Avaliacéo Estereoldgica Uterina

5.1.4.1 Volume Total do Cornos Uterinos

Para a avaliacdo estereologica do Utero, apds o procedimento cirargico, o
volume total de cada corno uterino (Vtotal, cms3) foi mensurado por método de imerséo
(SCHERLE, 1970). Ademais, o peso de cada corno uterino foi mensurado por meio
de balanca digital (SF-400®), com capacidade de 1g a 100009, apés disseccao dos
ovarios e ligamento largo do Utero, para determinacdo da densidade especifica do

corno uterino (g/cm3).

5.1.4.2 Processamento das amostras

Sequencialmente, foram realizados cortes de 2 cm em cada corno uterino
(Figura 20) e os fragmentos foram selecionados sistematicamente e randomicamente,
de forma a respeitar uma l6gica matematica, ou seja, um a cada 2 fragmentos foi
selecionado e coletado. Os fragmentos selecionados foram, entdo, seccionados em
seu eixo longitudinal e transversal alternadamente, resultando em 4 sub-fragmentos,
dispostos em fileira para serem novamente amostrados, seguindo 0 mesmo padrao
sistematico da etapa anterior (1/2), resultando em 1 a 4 agrupamentos de 3 a 5 sub-
fragmentos (Figura 20).



68

Figura 20 — Sistematica para a amostragem uniforme e
randdmica dos fragmentos dos cornos uterinos
submetidos a avaliacédo esteroldgica (SUR).
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As amostras foram fixadas em formol 10%, em média por 40 horas, e
posteriormente armazenadas em alcool 70% para inclusdo em parafina, de forma que
fosse possivel visibilizar as distintas regibes uterinas (endométrio, miométrio e
perimétrio). Sequencialmente, foi realizado processo adaptado de desidratacéo e
diafanizacao.

Com auxilio de micrétomo rotativo (LEICA RM2265®), cortes histoldgicos
com espessura de 5 micrébmetros (um) foram selecionados randomicamente,
coletados em laminas foscas e submetidos ao processo de desparafinizacdo e

corados com hematoxilina-eosina (VEIGA et al., 2017).
5.1.4.3 Volume das Regibes Uterinas

Para estimar o volume de cada regido uterina, ou seja, Miométrio (M),
Endométrio (E) e Cistos (C), as laminas foram fotografadas, considerando-se, em
média, 10 campos aleatoérios, com auxilio do equipamento OLYMPUS BX60® com

camera Zeiss AxioCam HRc®, em objetiva de pequeno aumento (4x) de maneira que



69

o tecido pudesse ser visibilizado em sua extensao total, com auxilio do software Zen
Blue 2.6® (Figura 21).

Figura 21 - Visibilizacdo do corte histolégico com auxilio do software Zen
Blue 2.6®.
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O volume de cada regiao uterina foi determinado pelo método da contagem
de pontos (HOWARD e REED, 2005; SALINAS, MIGLINO e del SOL, 2017), utilizando

o software Image J (https://imagej.nih.goV/ij/) para a realizacdo e geracao do sistema

teste de pontos. Para determinar o volume, foi necessario calcular a fragdo de volume
(Vv) de cada regido, aplicando um sistema teste de pontos sobre o corno uterino, em
area associada a cada ponto de 420 mmz sobreposto aos cortes. Os pontos incidentes
sobre cada uma das regides foram contados diferencialmente e aplicando-se a
férmula (c) para obter-se as fracbes de volume (%) de cada regiéo:

(c) VV regido= ) Pt regido / Y Pt corno

onde ) pt regido € a soma de todos 0s pontos incidentes sobre a regiao de interesse e
> pt corno € 0 resultado da somatoria de todos os pontos incidentes sobre o0 corno
uterino (Figura 22).

O volume total (Vt, cm?) de cada regido foi calculado pela multiplicacao da
fracéo de volume (Vv, %) de cada regiao pelo volume total do corno uterino (Vt, cms3)
(d):

(d) V1 regido= VV regido / Vt corno


https://imagej.nih.gov/ij/
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Figura 22 — (A) Regibes do corno uterino: miométrio (M), endométrio (E) e cisto (C). Coloragdo HE em
aumento 4x. (B) Estimativa do miométrio (M), endométrio (E) e cisto (C). Geracao de sistemas teste
com auxilio software Image J®. Coloragdo HE em aumento de 4x.
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5.1.4.4 Composicao Volumétrica das Estruturas Endometriais

Para determinacdo do volume de cada estrutura endometrial, tais como
cistos (Ci), estroma (Es), glandulas (G), infiltrado inflamatério (li), epitélio luminal (L),
vasos (V) e edema (Ed), primeiramente foi determinado a fragdo de volume (Vv) de
cada estrutura pelo sistema de teste de pontos, conforme anteriormente. Nesta
avaliacdo, utilizamos de 4-10 imagens do endométrio, obtidas aleatoriamente em
maior aumento (20x) (HOWARD e REED, 2005; SALINAS, MIGLINO e del SOL,
2017). Os pontos incidentes sobre as diferentes estruturas endometriais (Eest) foram
contados e a fragao de volume (Vv) das estruturas estimada, utilizando-se a seguinte
equacéo (e):

(e) Vv est= YPtest/ YPtE

onde ) Pt est € a soma de todos 0s pontos incidentes sobre a estrutura de interesse e
> Pt E é o resultado da somatoéria de todos os pontos incidentes sobre o endométrio.

Posteriormente, o volume total de cada estrutura endometrial (Vtest) foi
estimado, multiplicando-se a fragdo de volume (Vv) pelo volume total do endométrio
(Vt E), de acordo com a seguinte formula (f):

® Vt est= Vv estx Vt E.

Para todas as analises, no minimo, 200-300 pontos foram contados.
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5.1.4.5 Area de Superficie de Contato das Estruturas Endometriais

Para verificar a densidade de superficie de contato das estruturas
endometriais, tais como glandula (G), epitélio luminal (L), vasos (V) e cistos (Ci),
utilizou-se o sistema de teste de arcos cicloides, sobreposto nos 10 campos
fotografados aleatoriamente com objetiva de médio aumento (20x) (BADDELEY,
GUNDERSEN e CRUZ-ORVIT, 1986).

As interseccdes entre 0s arcos testes e os limites da regido luminal das
estruturas endometriais foram somadas em todos os campos para cada endométrio.
A seguinte equacao (g) foi utilizada para determinar a densidade de superficie (Sv,
cml) das estruturas endometriais:

(9) Est Sv=2x Ylsurf/ (Ip X > PE)

onde ) Isurf € 0 nimero total de interseccdes entre os arcos cicloides e a superficie da
estrutura de interesse, Ip € o comprimento do arco (81,64 um na escala da imagem)
associada a cada ponto e YPE € o0 numero total de pontos que incidem sobre o
endométrio (Figura 23).

As areas de superficie absolutas (Ssurf, cm#) foram obtidas multiplicando-
se a densidade de superficie (Sv) pelo volume total do endométrio (VtE), de acordo
com a seguinte equacéao (h):

(h) Est Ssurf = Sv x VtE.

Figura 23 — (A) Fotomicrografia de superficie de contato das estruturas endometriais com auxilio do
software Image J®, para estimativa da composicao tecidual do endométrio. Coloracdo HE em aumento
20x. (B) Contagem das interseccdes entre os arcos cicloides e a regido luminal das estruturas, para
estimativa da &rea de superficie das estruturas endometriais. Geragao de sistemas teste com auxilio
do software Image J®. Coloracdo HE em aumento 20x.
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5.1.5 Avaliacdo Imunoistoquimica para Expressdo do Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF —A) no tecido uterino

Cortes histolégicos de 5 um do utero, obtidos em laminas silanizadas
(Starfrost), foram submetidos ao procedimento imunoistoquimico para determinagéo
da imunoexpressdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF-A). Os
cortes histolégicos foram desparafinizados, hidratados e submetidos ao
desmascaramento antigénico em tampao citrato (pH 6,0) e em panela de pressao,
durante 20 minutos. Posteriormente, as laminas foram submetidas ao bloqueio da
peroxidase enddégena em solucdo de H202 (10 volumes), a 37°C, por 30 minutos,
protegidas da luz. ApdGs lavagens em agua corrente, dgua destilada e em tampéao de
lavagem (TTBS), foi realizado o bloqueio de proteinas com Protein Block (Novocastra,
Leica Biosystems), durante 10 minutos em estufa a 25°C. Apds lavagens em TTBS
(3x), as laminas foram incubadas, em camara Umida escura pelo periodo de 30
minutos a 37°C, seguido de 16 horas a 4°C, com o anticorpo primario anti-VEGF
(Abcam, 1:300).

ApOs incubacgéo, as laminas foram lavadas em TTBS (3x) e incubadas com
0 reagente poés-primario (Novocastra, Leica Biosystems), por 30 minutos em
temperatura de 20 a 25°C. Apos lavagem em TTBS (3x), o polimero Novolink™ Max
Polymer Detection System (Novocastra, Leica Biosystems) foi aplicado por 30 minutos
em temperatura de 20 a 25°C. Em seguida, as laminas foram lavadas em TTBS (3x)
e reveladas pelo cromogeno tetracloreto de 3-3’ diaminobenzidina (DAB, Novocastra,
Leica Biosystems) por 5 minutos e em temperatura ambiente.

Apoés lavagens em agua corrente e destilada, as laminas foram contra
coradas com Hematoxilina de Harris (Merck), lavadas em agua corrente e destilada e
realizados 2 banhos rapidos em agua amoniacal (0,5%). Por fim, as laminas foram
submetidas a bateria de desidratacdo e diafanizacédo. Para montagem, utilizou-se
laminulas e a resina Permount (ThermoFischer). Todas as reacbes foram
acompanhadas de tecidos para os controles positivo e negativo. Este ultimo foi
realizado pela omissdo do anticorpo primario da reacéo e substituicao pelo diluente.

A avaliacao foi realizada por dois operadores e a analise transcorreu em
equipamento OLYMPUS BX60® com camera Zeiss AxioCam HRc®, em objetiva de
pequeno aumento (20x), com auxilio do software Zen Blue 2.6®. Portanto, para
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andlise, o tecido endometrial foi dividido em 3 grupos distintos: epitélio do limen,
epitélio glandular e células presentes no estroma (VEIGA et al., 2017) (Figura 24).
Para avaliacdo do epitélio luminal e glandular, foram utilizados 12 campos
aleatérios no microscopio, sendo utilizado a classificagdo descrita por Veiga et al.
(2017). Desta maneira, a andlise foi realizada utilizando as relacfes entre variaveis:
porcentagem de area conservada (0: negativa a 5%, 1: 5-33%; 2: 33-66%; 3: acima
de 66%) e intensidade de coloracdo (0-negativo, 1-fraco, 2-moderado, 3 intenso), e
uma pontuacdo foi definida pelo seguinte calculo: Pontuacdo= Porcentagem de

intensidade de coloracao x colorada.

Figura 24 Figura - Imunocoloragéo citoplasmética para VEGF-A no epitélio glandular no grupo Controle
(seta, A), grupo Aglepristone (seta, B) e grupo de Associacao (seta, C). Imunocoloracdo no epitélio
luminal no grupo Controle (seta, D), grupo Aglepristone (seta, E) e grupo Associacdo (seta, F).
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5.1.6 Andlise Estatistica

Todos os dados foram avaliados utilizando o Sistema SAS para Windows
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Pelo aplicativo Guided Data Analisys, os dados
foram testados quanto a normalidade dos residuos (distribuicAo normal) e
homogeneidade das variancias. Quando ndo obedeceram a tais premissas, foram
transformados de acordo com sugestdes do aplicativo (logaritmo na base 10 - Log10X;
Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X2, Arco seno — arcsin (X); entre outras) e quando
a normalidade n&o foi obtida, empregou-se, entdo, o procedimento NPAR1IWAY de
andlise de variancia ndo paramétrica.

Para a avaliacdo do Doppler modo-B e colorido, os dados foram avaliados
pele teste ANOVA na comparacédo entre os tratamentos.

Para a avaliagdo de Doppler Espectral, imunoistoquimica e estereologia,
os dados foram avaliados de acordo com um fatorial 3x2, sendo os fatores: o
tratamento (controle vs. aglepristone vs. associacéo) e grau de acometimento (artéria
mais comprometida vs. menos comprometida). Nao havendo interacdes duplas, foi
utiizado teste ANOVA / LSD na comparacdo entre os tratamentos
(independentemente do grau de comprometimento) e teste T de Student / Wilcoxon
entre os graus de comprometimento da artéria uterina (independentemente do
tratamento).

As variaveis respostas foram também submetidas a analise de correlacdo
de Spearman. Os resultados foram descritos como a média e erro padrdo para as
variaveis paramétricas e mediana e quartis nas variaveis ndo paramétricas. O nivel

de significancia utilizado foi de 5%.

5.1.7 Delineamento Experimental do Capitulo 2

A determinagdo das varidveis seguiu um padrdo de amostragem

previamente definido (Figura 24).
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Figura 25 - Delineamento experimental adotado no Capitulo 2.
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Interacdes Estatisticas

N&o foram observadas interacdes triplas entre 0os grupos de tratamento
(Aglepristone, Associacao e Controle) e o Grau de comprometimento da artéria uterina
(mais comprometida e menos comprometida) para as variaveis obtidas por avalicao
ultrassonografica em Doppler Espectral e para Densidade Especifica dos cornos
uterinos (DE; g/cm3) (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores de probabilidade para o efeito dos tratamentos (Aglepristone VS. Associacdo VS.
Controle) e 0 Grau de comprometimento (mais e menos comprometida).

VARIAVEL GRUPO GRAU GRUPO x GRAU
PS 0,02 0,82 0,07
ED 0,10 0,26 0,07

TAMAX 0,83 0,31 0,04
Pl 0,0002 0,16 0,43

RI <,0001 0,19 0,23
SD <,0001 0,16 0,42
DE 0,0043 0,16 0,07
VVM 0,28 0,59 0,92
VVE 0,070 0,390 0,537
VvC 0,73 0,17 0,50
VTM 0,10 0,66 0,86

VTE 0,49 0,58 0,94
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VTC 0,23 0,60 0,62
SvG 0,18 0,042 0,58
SvL 0,47 0,62 0,39
Swv 0,098 0,925 0,993
SvC 0,0036 0,69 0,71
STG 0,53 0,26 0,85
STL 0,35 0,96 0,63
STV 0,11 0,96 1,00
STC 0,0462 0,92 0,97
VVCi 0,014 0,90 0,74
VVES 0,0097 0,91 0,88
VcG 0,18 0,24 0,82
Vvl 0,03 0,24 0,71
VvL 0,41 0,89 0,42
VwW 0,77 0,48 0,85
VVED 0,33 0,0184 0,609
VTCi 0,0735 0,79 0,79
VTES 0,44 0,66 0,95
VTG 0,38 0,47 0,97
VTI 0,12 0,45 0,79
VTL 0,46 0,90 0,54
VTV 0,67 0,52 0,84
VTED 0,56 0,0366 0,96
IL 0,10 0,6421 0,75
IG <,0001 0,50 0,61

Il 0,0105 0,40 0,51

5.2.2 Avaliacao Ultrassonografica

Para a area e perimetro dos cornos uterinos, houve diferenca estatistica
entre ambos protocolos de tratamento medicamentoso, Aglepristone e Associacao,

em comparacao ao grupo Controle (Figura 25).
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Figura 26 - Média e erro padrdo da area (cm?) e perimetro uterino (cm) nos distintos grupos
experimentais.
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a-b indica diferenca significativa entre grupos (p<0,05).

Em relacdo ao escore de vascularizacéo uterino, 0s grupos de tratamento
medicamentoso, Aglepristone e Associacdo, apresentaram menores valores em

comparacao ao grupo Controle (Figura 26).

Figura 27 — Média e erro padréo de escore de vascularizagédo (0-3) nos distintos
grupos experimentais.
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a-b indica diferenga significativa entre grupos (p<0,05).

Na avaliacdo do fluxo sanguineo da artéria uterina, foi observado diferenca
estatistica no pico da velocidade sistdlica (PS) entre o grupo Associacao (89,49 +7,57)
e Controle (52,84 +8,11) na artéria uterina menos comprometida. No entanto, foi
observada diferenca estatistica na velocidade diastélica final (ED) entre os grupos
Aglepristone (20,69 %1,20) e Associacao (15,93 +2,39) em comparacdo ao grupo
Controle (30,35 £3,36) na artéria mais comprometida. Em relacéo a velocidade média
de um ciclo cardiaco (TAMAX), houve apenas diferenca entre as artérias mais (41,02
+4,52) e menos (25,42 +4,76) comprometidas no grupo Controle (Figura 27). Nao foi

observada diferenca estatistica entre as artérias mais e menos comprometidas nas
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variaveis PS e ED. Ainda, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais na artéria mais comprometida para as variaveis PS e TAMAX,

e na artéria menos comprometida para a variavel ED.

Figura 28 — Média e erro padréo do pico da velocidade sistélica (PS), velocidade diastdlica final (ED) e
velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX) nos distintos grupos experimentais.
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*indica diferenca significativa entre os graus de acometimento (p<0,05). a-b indica diferenca
significativa entre grupos (p<0,05).

Para os indices hemodindmicos da artéria uterina, 0S grupos
experimentais, Aglepristone (1,65 +0,13; 3,78 +0,29), Associacdo (2,07 +0,13; 4,97
+0,44) e Controle (1,26 +0,11; 2,84 +0,22) foram distintos entre si para o indice de
pulsatilidade (PI) e relacao sistole/diastole (S/D), respectivamente. Por outro lado,
para o indice de resistividade (RI), houve diferenca estatistica entre os grupos
Aglepristone (0,72 +0,02) e Associacao (0,78 +0,02) em comparagcdo ao grupo
Controle (0,78 +0,02) (Figura 28). Nao foram observadas diferencas estatisticas
guando comparadas as artérias mais e menos comprometidas para as variaveis Pl,
Rl e S/D.
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Figura 29 - Média e erro padrédo do indice de pulsatilidade (PI), indice de resistividade (RI) e relagéo
sistole/diastole (S/D) nos distintos grupos experimentais.

PI RI
2.5+

0.8+

0.7

0.6-

S/D

mm Controle
@ Aglepristone
Bl Associagio

0-

a-c indica diferenca significativa entre grupos (p<0,05).

5.2.3 Avaliacdo Estereoldgica

A densidade especifica uterina no grupo Aglepristone (0,98 +0,02) foi
estatisticamente inferior em comparacdo aos grupos Associacdao (1,05 #0,01) e
Controle (1,05 +0,02) para o corno uterino mais comprometido (Figura 29). Ademais,
no grupo Aglepristone, o corno uterino mais acometido (0,98 £0,02) apresentou menor
densidade especifica em comparagcdo ao menos acometido (1,03 +0,01) (Figura 29).



Figura 30 — Média e erro padréo da densidade especifica dos cornos uterinos mais

e menos comprometidos nos distintos grupos experimentais.
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Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais para as

fracbes de volume (Vv) e volume total (VT) das regides uterinas (Miométrio, M,;

Endomeétrio, E; Cisto, C) (Tabela 15), bem como quando comparado o corno uterino

mais e menos comprometido (Tabela 16).

Tabela 15 - Média e erro padrdo da fragdo de volume (Vv) e Volume Total (VT) das regifes uterinas
nos distintos grupos experimentais.

VARIAVEL CONTROLE AGLEPRISTONE ASSOCIACAO P
VVM 45,81 +2,71 40,4 +3,34 40,35 +2,47 0,25
VVE 39,06 +1,85 44,57 +3,20 47,44 +2,76 0,06
VvC 15,14 £2,17 15 +4,13 12,21 +2,07 0,73
VTM 36,11 +6,13 21,34 +4,48 20,95 +3,79 0,08
VTE 32,04 6,04 21,21 +3,05 24,27 +4,07 0,46
VTC 10,5 +1,73 5,62 +1,07 7,53 +2,53 0,21

Fracao de volume do miométrio (VvM); Fracdo de volume do endométrio (VVE); Fracdo de volume de
cisto (VvC); Volume total de miométrio (VTM); Volume total de endométrio (VTE); Volume total de cisto

(VTC).
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Tabela 16 - Média e erro padrdo da fragdo de volume (Vv) e Volume Total (VT) das regifes uterinas
nos distintos graus acometimento.

VARIAVEL + P
VVM 43,59 +2 47 41,63 +2,31 0,58
VWE 44,19 +2,22 42,09 +2,18 0,50
WC 12,19 +1,56 16,28 +2,73 0,21
VTM 30,46 +5,51 24,15 +3,42 0,61
VTE 26,91 +3,44 26,23 +4,89 0,55
VTC 7,35 +1,34 9,03 +1,77 0,71

Fracao de volume do miométrio (VvM); Fracdo de volume do endométrio (VVE); Fracdo de volume de
cisto (VvC); Volume total de miométrio (VTM); Volume total de endométrio (VTE); Volume total de cisto
(VTC).

O grupo Aglepristone (35,33 +4,74) apresentou menor fracdo de volume
(Vv) do infiltrado inflamatdério (li) em comparacgéo aos grupos Controle (48,35 +4,08) e
Associacdo (52,28 +3,59) (Figura 30). Ademais, o grupo Aglepristone [17,39
(10,38;20,95)] apresentou maior fracdo de volume (Vv) do estroma uterino (ES) em
relacdo ao grupo Controle [4,32 (2,78;11,11) ] (Figura 31).

Figura 31 - Média e erro padrdo da fracdo de volume (Vv) do infiltrado
inflamatério (li) nos distintos grupos experimentais.
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a-b indica diferenca significativa entre grupos (p<0,05).
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Figura 32 — Mediana e quatrtis (q1;93) da fracdo de volume (Vv)
do estroma uterino (Es) nos distintos grupos experimentais.
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a-b indica diferenca significativa entre grupos (p<0,05).

Na avaliacdo da fracdo de volume (Vv) cistico e densidade de superficie
cistica (SvCi), o grupo Associacao foi inferior aos grupos Aglepristone e Controle
(Figura 32). Ademais, o grupo Associacao apresentou menor volume total (VT) cistico
e area de superficie absoluta em comparacédo ao grupo Controle (Figura 32). O corno
uterino menos acometido apresentou maior fracao de volume (Vv) e volume total (VT)
de edema (Ed), em comparacdo ao corno uterino mais acometido (Figura 33).

N&o foram observadas diferencas estatisticas para as demais variaveis
estereologicas na comparacdo entre 0S Qrupos experimentais e graus de

acometimento.
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Figura 33 — Mediana e quartis (q1;q3) da fragdo de volume (Vv), volume total (VT), densidade de
superficie (Sv) e area de superficie absoluta (ST) do cisto nos distintos grupos experimentais.
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a-b indica diferenca significativa entre grupos (p<0,05).

Figura 34 — Mediana e quartis (q1;q3) da fracdo de volume (Vv) e volume total (VT) do edema uterino
(Ed) nos distintos graus de acometimento.
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* indica diferenca significativa entre os distintos graus de acometimento (p<0,05).

5.2.3 Avaliagdo Imunohistoquimica para o VEGF-A

Houve menor expressdo do VEGF-A na regidao do epitélio glandular
(5,31£0,67) e do infiltrado inflamatério (6,6 +0,40) no grupo Associacdo, em
comparacao aos demais grupos experimentais (Figura 34). Nao houve diferenca entre

0 corno uterino mais e menos acometido para todas as regides endometriais.
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Figura 35 — Média e erro padrdao da expressdo do VEGF-A em diferentes regides
uterinas nos distintos grupos experimentais.
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a-b indica diferenca significativa entre grupos para o epitélio glandular (p<0,05).
A-B indica diferenca significativa entre grupos para o infiltrado inflamatério (p<0,05).

5.2.4 Andlise de Correlacdo

A andlise de correlacdo entre as variaveis-respostas foi realizada
considerando todos o0s animais, independentemente do efeito do tratamento
(Apéndices C).

Independente do grupo experimental, o PS da artéria uterina mais
acometida correlacionou-se positivamente com a fracdo de volume do estroma do
corno uterino menos acometido (r=0,61; p=0,009), além da correlacdo negativa com
o escore de vascularizacdo (r=-0,71; p=0,001), com expressao do VEGF-A no
infiltrado inflamatério (li) (r=-0,86; p<0,0001) e a expressao no epitélio luminal (r=-0,55;
p=0,02) do corno uterino mais acometido. O ED da artéria mais acometida
correlacionou-se positivamente com a densidade de superficie de cisto (SvC) (r=0,62;
p=0,007), expressdo do VEGF-A no epitélio glandular (Eg) (r=0,60; p=0,009), Ii
(r=0,55; p=0,02), area de superficie absoluta de cisto (STC) (r=0,53; p=0,02), volume
total de cisto (VTCi) (r=0,50; p=0,03), El (r=0,49; p=0,04) e fracdo de volume de cisto
(VvCi) (r=0,48; p=0,05) do corno uterino mais acometido. Houve correlagcédo negativa
entre a variavel Pl da artéria uterina mais acometida com o perimetro uterino (r=-0,59;
p=0,01), area uterina (r=-0,57; p=0,01), STC (r=-0,66; p=0,003), VTCi (r=-0,58;
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p=0,01), SvC (r=-0,58; p=0,01), Eg (r=-0,49; p=0,04) e volume total de cisto (VTC) (r=-
0,48; p=0,04) do corno uterino mais acometido (Figura 35).

O RI da artéria uterina mais acometida correlacionou-se negativamente
com STC (r=-0,72; p=0,001), VTCi (r=-0,64; p=0,004), SvC (r=-0,63; p=0,005), Eg (r=-
0,56; p=0,01), volume total de infiltrado inflamatério (VTI) (r=-0,54; p=0,02) e VTC (r=-
0,53; p=0,02) do corno uterino mais acometido. O SD da artéria uterina mais
acometida correlacionou-se negativamente com STC (r=-0,71; p=0,001), VTCi (r=-
0,65; p=0,004), SvC (r=-0,63; p=0,006), Eg (r=-0,57; 0,01), VTI (r=-0,54; p=0,02) e
VTC (r=-0,53; p=0,02) do corno uterino mais acometido. A STC do corno uterino mais
acometido teve correlagdo negativa com VTI (r=-0,64; p=0,005) e El (r=-0,51; p=0,03)
do corno uterino mais acometido. O Eg do corno uterino mais acometido
correlacionou-se positivamente com li (r=0,50; p=0,03) (Figura 35).

A fracdo de volume do estroma (VVES) do corno uterino mais acometido
teve correlagdo negativa com o TAMAX da artéria uterina mais acometida (r=-0,49;
p=0,04) e com a fracdo de volume de infiltrado inflamatorio (Vvl) do corno uterino mais
acometido (r=-0,56; p=0,01). O VTI do corno uterino mais acometido correlacionou-se
positivamente com STC (r=0,64; p=0,005), VvI (r=0,52; p=0,03), VTC (r=0,50; p=0,03)
e com o volume total de vasos (VTV) (r=0,506; p=0,03) do corno uterino mais

acometido (Figura 35).
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Figura 36 - CorrelagGes entre variaveis-respostas para os distintos grupos experimentais.
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Circulos azuis indicam correlac¢éo positiva e circulos vermelhos indicam correlagio negativa.

5.3 DISCUSSAO

Até o momento, ndo héa trabalhos em literatura com o principal escopo de
comparar distintos tratamentos medicamentosos, em relagdo a abordagem cirargica
para a piometra em cadelas. Portanto, os achados relativos a modulacéo do fluxo
sanguineo, hemodinamica da artéria uterina, caracteristicas morfométricas e
angiogénicas uterinas também podem ser considerados inéditos.

Neste experimento, conforme esperado, foi constatado menor area e
perimetro uterino nos grupos de tratamento medicamentoso, em comparacado ao
grupo controle (submetido a terapia cirurgica imediata), indicando eficacia dos

tratamentos conservativos, associados ao tratamento de suporte, em reduzir o
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didmetro e conteudo uterino. Tal resposta pode ser, ainda, corroborada pelo menor
escore de vascularizagdo uterino nos grupos de tratamento medicamentoso, em
relacdo ao grupo Controle. No entanto, é importante ressaltar que, a despeito da
melhora no quadro clinico, a vascularizacdo uterina difere daquela evidenciada para
cadelas em diestro fisiologico e assemelha-se ao descrito por Veiga et al. (2017) para
cadelas com HEC-mucometra. Portanto, acreditamos que o0s protocolos de tratamento
conservativo possam contribuir para a melhora no grau de vascularizagao uterina,
porém, ndo retornando a condicéo fisioldgica. Para tanto, sugerimos a investigacao a
longo prazo da dindmica vascular uterina, inclusive estendendo-se ao periodo de
anestro.

Comparando-se os protocolos de tratamento medicamentoso, observa-se
menor fluxo sanguineo na artéria uterina [comprovado pelo maior pico da velocidade
sistlica (PS), indice de pulsatibilidade (P1), resistividade (RI) e relacéo sistole/diastole
(S/D)] apés o término da terapia associativa. Deste modo, pode-se atribuir maior
influéncia da terapia associativa sobre a hemodinamica uterina, por acao
vasoconstritora da PGF2-a (NAKANO e COLE, 1969), em conjunto com a diminui¢ao
do processo inflamatério, responsavel por aumentar o fluxo sanguineo no local
afetado. De fato, observamos correlagdo negativa entre o volume total de infiltrado
inflamatério endometrial (VTI) e o escore de vascularizacdo uterina e indice de
resistividade (RI) da artéria uterina. Ademais, valores de ED, Pl, Rl e S/D
assemelham-se aos relatados por Veiga et al. (2017) e Batista et al. (2016) para
cadelas com HEC-mucometra. Desta forma, sugerimos que o uso adicional da PGF2-
a no tratamento para piometra contribui de forma significativa para a reducdo do
processo inflamatério local, porém, ndo reduz totalmente o desenvolvimento
endometrial caracteristico da HEC.

Nas cadelas do Grupo Controle, o corno uterino mais comprometido
apresentou maior velocidade média de um ciclo cardiaco (TAMAX), sugerindo
disfuncdo vascular adicional no local de maior alteracdo inflamatoria. Com efeito,
observamos correlagéo negativa entre o0 TAMAX e a fracdo de volume do estroma
uterino (VVES), sugerindo que a alteracdo morfolégica do tecido uterino modifica o
padrao vascular do 6rgdo. Em relacao a integridade endometrial, verificamos, ainda,
gue o grupo Aglepristone apresentou maior volume de estroma uterino (maior area
estromal integra, aproximadamente 18%) em relacdo ao controle (aproximadamente

4%), porém inferior ao relatado para cadelas nuliparas (62,42%, Salinas, Miglino e del
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Sol, 2017). Ademais, somente o Grupo Aglepristone apresentou reducgéo significativa
da porcentagem de infiltrado inflamatério no estroma uterino e menor densidade
especifica no corno uterino mais comprometido, em comparagao ao grupo controle.
Portanto, a administracdo de aglepristone contribui significativamente para
reestruturacdo do tecido uterino, a despeito da manutencdo do desequilibrio
morfométrico do endométrio, em relagé@o a estrutura fisioldgica nas cadelas higidas.
Acreditamos, ainda, que a reducdo na porcentagem de infiltrado inflamatorio néo
tenha sido observada no grupo Associacdo em funcéo do estimulo da PGF2-a a
cascata da inflamacao aguda e migracéo leucocitaria (RICCIOTTI e FITZGERALD,
2011).

De acordo com De Bosschere et al. (2001), a classificacao histoldgica da
piometra caracteriza-se por acentuada invasdo estromal de células
polimorfonucleares, associada ou ndo a presenca de cistos. Porém, em nosso estudo,
as cadelas foram diagnosticadas com piometra, em fun¢éo dos achados histologicos,
mas também portadoras da sindrome hiperplasia endometrial cistica-piometra. Desde
0s primeiros relatos histolégicos feitos por Dow (1959), os cistos endometriais séo
considerados estruturas importantes para a patogenia da sindrome HEC-piometra.
Em nosso estudo, verificamos que a presenca de cistos endometriais € capaz de
modular o fluxo sanguineo para o Utero, pois houve correla¢cdes positivas entre a
porcentagem estereoldgica dos cistos e a velocidade de fluxo da artéria uterina (ED e
SD), além de correlacdo negativa com os indices hemodinamicos da artéria uterina
(Pl, Rl e SD). Desta forma, podemos sugerir que a intensidade de estruturas cisticas
no endométrio comprometido pela HEC-piometra atua de forma imperativa na
hemodinamica uterina. Ademais, a fracao de volume do endométrio no Grupo Controle
(39,06+1,85%) assemelhou-se ao relatado (35,01%) por Salinas, Miglino e del Sol
(2017) para cadelas higidas, indicando que a HEC-piometra néo altera a composi¢ao
volumétrica das camadas uterinas.

No presente estudo, foi possivel observar decréscimo no volume e
superficie cistica apenas ap0s a instituicdo da terapia associativa. Infere-se que tal
importante resposta da agéo adicional da PGF2-a seja decorrente do maior estimulo
a contratilidade uterina. Ainda, observamos correlacéo positiva entre a intensidade de
formacao cistica e a expressao de VEGF-A no epitélio glandular e apenas a terapia
medicamentosa com a associagdo aglepristone e PGF2-a diminuiu a expressao

angiogénica do fator VEGF-A, em comparacdo ao Grupo Controle. Tais resultados
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demonstram a influéncia conjunta dos cistos endometriais e do processo inflamatorio
na modulacdo angiogénica uterina. Takahashi et al. (2010) evidenciaram que o
aumento da resisténcia uterina impede o crescimento do tecido glandular, resultando
em diminuicdo da expressao do VEGF. De fato, em nosso estudo, a expressao do
VEGF-A correlacionou-se positivamente com a velocidade de fluxo sanguineo e
negativamente com indices hemodindmicos da artéria uterina, reforcando que a
reducdo da angiogénese apOs terapia associativa contribuiu para a diminuicdo do
fluxo sanguineo para o Utero. Tais resultados corroboram a eficacia da terapia

conservativa para a piometra em cadelas.
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6 CONCLUSOES

1. A terapia medicamentosa, especialmente utilizando o protocolo com
Aglepristone, € mais eficaz para reversao das alteracdes clinico-laboratoriais
da piometra;

2. A terapia com Aglepristone é mais eficaz para reversdo das alteracdes
medulares da piometra;

3. Os protocolos de tratamento conservativo diminuem de forma significativa a
vascularizacdo uterina ao curso da terapia, especialmente o protocolo
associativo;

4. A terapia associativa entre aglepristone e prostaglandina é mais eficaz em
modular o fluxo sanguineo e a hemodinamica da artéria uterina;

5. Os protocolos de tratamento medicamentoso promovem mudangas
morfométricas importantes no tecido uterino, em especial, a quantidade de
cistos endometriais (para a terapia associativa), infiltrado inflamatério (terapia
com aglepristone) e integridade estromal (terapia com aglepristone);

6. A terapia associativa entre aglepristone e prostaglandina é mais eficaz em

diminuir a angiogénese uterina.
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APENDICE A — ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS DO GRUPO AGLEPRISTONE.

AREA PER FR60 FR15 T60 FCo FRO TO FC60 LEU RI T15 FC15 Pl ESCORE SD PT PS ED HE TAMAX HT
AREA 1 0,98656 [-0,69803 | -0,69201 | -0,67425 | 0,66502 | -0,47234 | -0,44038 | 0,40821 | 0,37645 | -0,33906 | -0,32194 | 0,31494 | -0,3058 | 0,30162 | -0,27289 | 0,27212 |-0,16402| 0,13962 | -0,0843 | 0,06385 | -0,06064
<.0001 [ 0,0365 0,0266 0,0464 0,0359 0,1681 0,2028 0,2754 0,1667 0,0323 0,3643 0,3754 0,055 0,0586 0,0884 0,3265 0,3119 0,3902 0,7652 0,6955 0,83
PER AREA FR60 FR15 T60 FCO FRO T0 LEU RI FC60 Pl ESCORE T15 SD PT FC15 ED PS TAMAX HE HT
PER 1 0,98656 |[-0,73476 | -0,73104 | -0,69589 | 0,6431 |-0,47349 |-0,47081 | 0,43293 |-0,37091 | 0,36715 | -0,34814 | 0,33616 | -0,32796 | -0,31602 | 0,29999 0,271 0,18716 | -0,17887 | 0,09579 | -0,04353 | -0,02114
<.0001 [ 0,0241 0,0163 0,0373 0,0449 0,1669 0,1696 0,107 0,0185 0,3311 0,0277 0,0339 0,3549 0,047 0,2773 0,4488 0,2475 0,2695 0,5566 0,8776 0,9404
ESCORE| PER AREA FRO HT HE FR15 PT RI Ti15 SD LEU PS Pl FC15 TAMAX TO ED FCo T60 FC60 FR60
ESCORE 1 0,33616 | 0,30162 | 0,26065 | 0,2575 | 0,23787 | 0,22466 | 0,22256 | 0,16793 | 0,16596 | 0,16592 | 0,16471 | 0,15417 | 0,12533 | -0,06929 | 0,06631 | 0,04107 |-0,02127 | -0,01657
0,0339 0,0586 0,467 0,3542 0,3933 0,5326 0,4253 0,3003 0,6468 0,3062 0,5575 0,3422 0,441 0,8491 0,6844 0,9103 0,8964 0,9638 . . .
HE HT FC60 T15 T60 PT FCOo FC15 ED TAMAX |[ESCORE TO PS FR60 FRO LEU FR15 SD AREA PER PI RI
HE 1 0,98372 [-0,68165 | 0,62831 | 0,50053 | 0,48848 | -0,38057 | -0,30725| 0,2856 | 0,24171 | 0,23787 | 0,23719 | 0,19855 | 0,19244 | 0,12484 | -0,10506 | 0,10097 |-0,10095| -0,0843 | -0,04353 | 0,01602 | 0,00502
<.0001 0,205 0,2563 0,3904 0,0647 0,5274 0,615 0,3021 0,3854 0,3933 0,7009 0,4781 0,7565 0,8415 0,7094 0,8717 0,7204 0,7652 0,8776 0,9548 0,9858
HT HE FC60 T15 T60 FCo PT FC15 ED T0 FR60 [ESCORE| TAMAX FRO FR15 SD PS LEU RI AREA PI PER
HT 1 0,98372 | -0,7931 | 0,6863 | 0,59375 |-0,52772| 0,51087 |-0,41945 | 0,31245 | 0,27953 | 0,26963 | 0,2575 0,23886 | 0,20093 | 0,17094 | -0,16891 | 0,15283 | -0,07098 | -0,06679 | -0,06064 | -0,05828 | -0,02114
<.0001 [ 0,1094 0,2007 0,2911 0,3607 0,0516 0,482 0,2569 0,6488 0,6609 0,3542 0,3912 0,7459 0,7834 0,5473 0,5866 0,8015 0,813 0,83 0,8365 0,9404
LEU T15 T60 T0 RI Pl SD PT ED PER PS AREA FC15 TAMAX |ESCORE| FC60 FRO HE HT FR60 FCO FR15
LEU 1 -0,82617 | -0,81893 | -0,76864 | -0,76726 | -0,74126 | -0,67393 | 0,54422 | 0,43836 | 0,43293 | -0,4061 | 0,37645 | 0,3231 0,21803 | 0,16471 | 0,15595 | 0,1299 [-0,10506 | -0,07098 | -0,06935 | 0,02503 | 0,00461
0,0847 0,0899 0,1289 0,0008 0,0016 0,0059 0,036 0,1022 0,107 0,1331 0,1667 0,5959 0,435 0,5575 0,8022 0,8351 0,7094 0,8015 0,9118 0,9681 0,9941
PT TO0 T60 T15 LEU HT HE FR60 FR15 PS SD RI PER Pl AREA FRO ESCORE| FC15 FC60 FCO TAMAX ED
PT 1 -0,92626 | -0,73111 | -0,69224 | 0,54422 | 0,51087 | 0,48848 |-0,42179 | -0,40065 | -0,38802 | -0,32103 | -0,31625 | 0,29999 | -0,29174 | 0,27212 | -0,24861 | 0,22256 | -0,1597 | -0,14462 | -0,13061 | -0,11349 | 0,03871
0,0238 0,1605 0,1952 0,036 0,0516 0,0647 0,4793 0,5039 0,153 0,2433 0,2508 0,2773 0,2914 0,3265 0,6868 0,4253 0,7975 0,8165 0,8342 0,6872 0,891
FCo FC60 FC15 AREA PER HT TAMAX PS SD HE PI RI T0 FR60 FRO FR15 PT T15 T60 ED LEU ESCORE
FCO 1 0,87772 | 0,76984 | 0,66502 | 0,6431 |-0,52772| 0,49841 | 0,47652 | 0,43635 |-0,38057 | 0,25588 | 0,23573 | 0,22052 | -0,21319 | -0,21241 | -0,17069 | -0,13061 | 0,11032 | -0,09894 | 0,09513 | 0,02503 | -0,01657
0,0019 0,0092 0,0359 0,0449 0,3607 0,1426 0,1638 0,2074 0,5274 0,4755 0,5121 0,5404 0,5818 0,5558 0,6373 0,8342 0,7616 0,8001 0,7938 0,9681 0,9638
FC15 FC60 FCo TAMAX ED PS HT TO0 FR15 FR60 LEU AREA HE PER FRO PT T15 SD T60 ESCORE PI RI
FC15 1 0,84251 | 0,76984 | 0,6966 0,5123 | 0,45109 |-0,41945| 0,40246 | 0,37264 | 0,3533 0,3231 | 0,31494 | -0,30725 0,271 0,23509 | -0,1597 | 0,11707 | 0,10761 | 0,09875 | -0,06929 | -0,05882 | 0,0184
0,0044 0,0092 0,0252 0,13 0,1907 0,482 0,2489 0,2889 0,351 0,5959 0,3754 0,615 0,4488 0,5132 0,7975 0,7474 0,7673 0,8005 0,8491 0,8718 0,9598
FC60 FCo FC15 HT HE TAMAX PS AREA PER T0 SD ED LEU PT RI FR15 FRO FR60 Pl T15 T60 ESCORE
FC60 1 0,87772 | 0,84251 | -0,7931 |-0,68165 | 0,49224 | 0,4274 | 0,40821 | 0,36715 | 0,3041 | 0,25218 | 0,24149 | 0,15595 | -0,14462 [ 0,13688 | 0,10684 | -0,08235 | 0,03767 | 0,03746 | -0,0306 | -0,00497
0,0019 0,0044 0,1094 0,205 0,1783 0,2512 0,2754 0,3311 0,4263 0,5127 0,5313 0,8022 0,8165 0,7255 0,7844 0,8332 0,9233 0,9238 0,9377 0,9899 .
FRO FR60 FR15 ED PER AREA TO TAMAX T15 T60 ESCORE PT SD FC15 Pl FCo HT PS LEU HE FC60 RI
FRO 1 0,75642 [ 0,7368 | 0,60898 |-0,47349 | -0,47234 | 0,46949 | 0,43514 | 0,4265 0,4243 | 0,26065 | -0,24861 | -0,24565 | 0,23509 | -0,21397 | -0,21241 | 0,20093 | 0,13322 | 0,1299 | 0,12484 | -0,08235 | -0,04281
0,0183 0,0151 0,0617 0,1669 0,1681 0,171 0,2088 0,219 0,255 0,467 0,6868 0,4939 0,5132 0,5528 0,5558 0,7459 0,7137 0,8351 0,8415 0,8332 0,9065
FR15 FR60 ED FRO PER T0 T60 AREA | TAMAX T15 PT PS FC15 |ESCORE HT FCOo FC60 SD HE RI PI LEU
FR15 1 0,99399 | 0,74825 | 0,7368 |-0,73104 | 0,72018 | 0,71437 |-0,69201 | 0,6018 | 0,44409 | -0,40065 | 0,37717 | 0,37264 | 0,22466 | 0,17094 | -0,17069 | 0,10684 |-0,10126 | 0,10097 | 0,08241 | -0,07845 | 0,00461
<.0001 [ 0,0128 0,0151 0,0163 0,0188 0,0306 0,0266 0,0657 0,1985 0,5039 0,2826 0,2889 0,5326 0,7834 0,6373 0,7844 0,7807 0,8717 0,8209 0,8295 0,9941
FR60 FR15 ED FRO T60 T0 PER AREA | TAMAX T15 PT FC15 Pl SD PS HT FCO HE RI LEU FC60 |ESCORE
FR60 1 0,99399 | 0,8538 | 0,75642 | 0,74679 | 0,74177 | -0,73476 | -0,69803 [ 0,59996 | 0,48655 | -0,42179 | 0,3533 | -0,33973 | -0,31462 | 0,31457 | 0,26963 | -0,21319 | 0,19244 | -0,17274 | -0,06935 | 0,03767
<.0001 [ 0,0034 0,0183 0,0208 0,0221 0,0241 0,0365 0,0877 0,1841 0,4793 0,351 0,3711 0,4096 0,4097 0,6609 0,5818 0,7565 0,6567 0,9118 0,9233 .
T0 T60 PT T15 ED TAMAX LEU FR60 FR15 PS PER FRO AREA FC15 FC60 HT HE FCOo RI SD PI ESCORE
TO 1 0,92755 [-0,92626 | 0,82755 | 0,79018 | 0,78857 | -0,76864 | 0,74177 | 0,72018 | 0,57245 | -0,47081 | 0,46949 | -0,44038 | 0,40246 0,3041 | 0,27953 | 0,23719 | 0,22052 | 0,1825 | 0,16318 | 0,11519 | 0,04107
0,0003 0,0238 0,0031 0,0065 0,0067 0,1289 0,0221 0,0188 0,0837 0,1696 0,171 0,2028 0,2489 0,4263 0,6488 0,7009 0,5404 0,6138 0,6524 0,7513 0,9103
T15 T60 T0 LEU PT HT TAMAX HE PS ED FR60 FR15 FRO RI SD PI PER AREA |ESCORE| FCi15 FCo FC60
T15 1 0,84873 [ 0,82755 | -0,82617 | -0,69224 | 0,6863 | 0,66118 | 0,62831 | 0,58444 0,569 0,48655 | 0,44409 | 0,4265 | 0,36456 | 0,36443 | 0,35313 | -0,32796 | -0,32194  0,16596 | 0,11707 | 0,11032 | -0,0306
0,0038 0,0031 0,0847 0,1952 0,2007 0,0374 0,2563 0,076 0,086 0,1841 0,1985 0,219 0,3003 0,3005 0,3169 0,3549 0,3643 0,6468 0,7474 0,7616 0,9377
T60 TO0 T15 LEU ED FR60 PT FR15 PER AREA | TAMAX HT HE PS FRO RI FCo FC15 Pl SD FC60 |ESCORE
T60 1 0,92755 | 0,84873 | -0,81893 | 0,75616 | 0,74679 | -0,73111 | 0,71437 (-0,69589 | -0,67425| 0,60934 | 0,59375 | 0,50053 | 0,47877 0,4243 | 0,19181 | -0,09894 | 0,09875 | 0,09756 | 0,07455 | -0,00497
0,0003 0,0038 0,0899 0,0184 0,0208 0,1605 0,0306 0,0373 0,0464 0,0815 0,2911 0,3904 0,1923 0,255 0,621 0,8001 0,8005 0,8028 0,8488 0,9899 .
PS TAMAX RI T15 T0 SD Pl T60 FCOo FC15 FC60 LEU PT FR15 FR60 ED HE PER AREA |ESCORE HT FRO
PS 1 0,63833 [ 0,58608 | 0,58444 | 0,57245 | 0,53737 | 0,52261 | 0,47877 | 0,47652 | 0,45109 | 0,4274 -0,4061 | -0,38802 | 0,37717 | 0,31457 | 0,28142 | 0,19855 |-0,17887 | -0,16402 | 0,15417 | 0,15283 | 0,13322
<.0001 <.0001 0,076 0,0837 0,0003 0,0005 0,1923 0,1638 0,1907 0,2512 0,1331 0,153 0,2826 0,4097 0,0785 0,4781 0,2695 0,3119 0,3422 0,5866 0,7137
ED TAMAX FR60 T0 T60 FR15 Pl SD FRO T15 RI FC15 LEU HT HE PS FC60 PER AREA FCOo PT ESCORE
ED 1 0,88972 [ 0,8538 | 0,79018 | 0,75616 | 0,74825 | -0,6234 |-0,61803 | 0,60898 0,569 -0,56426 | 0,5123 0,43836 | 0,31245 | 0,2856 | 0,28142 | 0,24149 | 0,18716 | 0,13962 | 0,09513 | 0,03871 | -0,02127
<.0001 [ 0,0034 0,0065 0,0184 0,0128 <.0001 <.0001 [ 0,0617 0,086 0,0001 0,13 0,1022 0,2569 0,3021 0,0785 0,5313 0,2475 0,3902 0,7938 0,891 0,8964
TAMAX ED T0 FC15 T15 PS T60 FR15 FR60 FCo FC60 FRO Pl SD HE HT LEU RI PT PER ESCORE| AREA
TAMAX 1 0,88972 | 0,78857 | 0,6966 | 0,66118 | 0,63833 | 0,60934 | 0,6018 | 0,59996 | 0,49841 | 0,49224 | 0,43514 | -0,29518 | -0,24529 | 0,24171 | 0,23886 | 0,21803 |-0,20214 | -0,11349 | 0,09579 | 0,06631 | 0,06385
<.0001 [ 0,0067 0,0252 0,0374 <.0001 0,0815 0,0657 0,0877 0,1426 0,1783 0,2088 0,0644 0,1271 0,3854 0,3912 0,435 0,211 0,6872 0,5566 0,6844 0,6955
Pl SD RI LEU ED PsS T15 PER FR60 AREA | TAMAX PT FCo FRO ESCORE TO T60 FR15 FC15 HT FC60 HE
PI 1 0,97506 | 0,97015 |-0,74126 | -0,6234 | 0,52261 | 0,35313 |-0,34814 | -0,33973 | -0,3058 | -0,29518 | -0,29174 | 0,25588 | -0,21397 [ 0,12533 | 0,11519 | 0,09756 |-0,07845 | -0,05882 | -0,05828 | 0,03746 | 0,01602
<.0001 <.0001 0,0016 <.0001 0,0005 0,3169 0,0277 0,3711 0,055 0,0644 0,2914 0,4755 0,5528 0,441 0,7513 0,8028 0,8295 0,8718 0,8365 0,9238 0,9548
RI Pl SD LEU PS ED PER T15 AREA PT FCO TAMAX T60 TO FR60 ESCORE FC60 FR15 HT FRO FCi15 HE
RI 1 0,97015 | 0,9512 |-0,76726| 0,58608 |-0,56426 | -0,37091 | 0,36456 |-0,33906 |-0,31625| 0,23573 | -0,20214 | 0,19181 0,1825 | -0,17274 | 0,16793 | 0,13688 | 0,08241 | -0,06679 | -0,04281 | 0,0184 | 0,00502
<.0001 <.0001 0,0008 <.0001 0,0001 0,0185 0,3003 0,0323 0,2508 0,5121 0,211 0,621 0,6138 0,6567 0,3003 0,7255 0,8209 0,813 0,9065 0,9598 0,9858
SD PI RI LEU ED PsS FCO T15 PT PER FR60 AREA FC60 FRO TAMAX HT ESCORE TO FC15 FR15 HE T60
SD 1 0,97506 | 0,9512 |-0,67393|-0,61803 | 0,53737 | 0,43635 | 0,36443 |-0,32103 | -0,31602 | -0,31462 | -0,27289 | 0,25218 | -0,24565 | -0,24529 | -0,16891 | 0,16592 | 0,16318 | 0,10761 | -0,10126 | -0,10095 | 0,07455
<.0001 <.0001 0,0059 <.0001 0,0003 0,2074 0,3005 0,2433 0,047 0,4096 0,0884 0,5127 0,4939 0,1271 0,5473 0,3062 0,6524 0,7673 0,7807 0,7204 0.8488
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APENDICE B — ANALISE DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS DO GRUPO ASSOCIACAO.

AREA PER HE HT T60 T15 RI FR60 Pl SD FC15 LEU TO ED FRO FR15 FC60 TAMAX |ESCORE PT FCo PS
AREA 1 0,9752 | 0,80268 | 0,80231 | 0,58816 | 0,57053 |-0,54303 | 0,49353 | -0,48162 | -0,44175 | -0,38381 | 0,36983 0,367 0,33159 | -0,31636 | -0,29338 | -0,25379 | 0,2489 | 0,24131 | -0,18369 | -0,06927 | -0,06278
<.0001 | 0,0005 0,0006 0,0957 0,1087 0,0003 0,177 0,0017 0,0043 0,3078 0,1931 0,3313 0,0366 0,4069 0,4436 0,5099 0,1214 0,1336 0,548 0,8595 0,7003
PER AREA HE HT T60 T15 RI Pl T0 SD FR60 ED LEU FR15 FC15 PT TAMAX FC60 FRO ESCORE FCo PS
PER 1 0,9752 | 0,76516 | 0,74096 | 0,68288 | 0,65922 |-0,56215 | -0,49756 | 0,46563 | -0,45991 | 0,44716 | 0,36449 | 0,34803 |-0,31348 | -0,28805 | -0,28204 | 0,27678 | -0,25782 | -0,23337 | 0,21028 | 0,06926 | -0,04143
<.0001 | 0,0014 0,0024 0,0426 0,0534 0,0002 0,0011 0,2065 0,0028 0,2275 0,0208 0,2227 0,4114 0,4523 0,3505 0,0838 0,503 0,5456 0,1928 0,8595 0,7996
ESCORE LEU SD RI Pl ED TAMAX HT AREA HE PER PT PS T60 FCo T15 T0 FR60 FR15 FRO FC60 FC15
ESCORE 1 0,45306 | -0,43124 | -0,41561 | -0,37185 | 0,34603 | 0,26386 | 0,26048 | 0,24131 | 0,21359 | 0,21028 | 0,15717 | 0,08713
0,1038 0,0055 0,0077 0,0181 0,0287 0,0999 0,3684 0,1336 0,4634 0,1928 0,6081 0,5929 . . . . . . . . .
HE FR15 HT FC15 AREA PER T0 FC60 FR60 FCOo RI FRO SD Pl PS ESCORE PT TAMAX ED LEU T15 T60
HE 1 -0,94734 | 0,93619 |-0,87956 | 0,80268 | 0,76516 | -0,72448 (-0,71106 | -0,62258 | -0,61498 | -0,44287 | -0,38253 | -0,29811 | -0,28494 | -0,26916 | 0,21359 |-0,16505 | -0,09642 | 0,07833 | 0,07814 | 0,02678 | 0,00634
0,0527 <.0001 0,1204 0,0005 0,0014 0,2755 0,2889 0,3774 0,385 0,1128 0,6175 0,3006 0,3234 0,3521 0,4634 0,59 0,743 0,7901 0,7906 0,9732 0,9937
HT FR15 HE TO AREA FC15 FCo FR60 PER FC60 RI FRO PS Pl ESCORE SD T60 T15 TAMAX PT LEU ED
HT 1 -0,94903 | 0,93619 | -0,8736 | 0,80231 |-0,78486 | -0,75354 | -0,7428 | 0,74096 | -0,59886 | -0,45804 | -0,43946 | -0,404 [-0,27102| 0,26048 | -0,25048 | -0,24822 | -0,22711 | -0,16557 | -0,08822 | 0,0637 | 0,02734
0,051 <.0001 0,1264 0,0006 0,2151 0,2465 0,2572 0,0024 0,4011 0,0996 0,5605 0,152 0,3486 0,3684 0,3877 0,7518 0,7729 0,5716 0,7744 0,8287 0,9261
LEU T15 T60 PI RI SD ED TAMAX PS ESCORE FCo FC15 FR60 FC60 AREA FRO PER T0 FR15 HE HT PT
LEU 1 -0,91111 | -0,89844 | -0,85046 | -0,8411 |-0,82813| 0,80989 | 0,75715 | 0,49876 | 0,45306 | -0,43963 | 0,43775 | -0,39945 | 0,37686 | 0,36983 | -0,36726 | 0,34803 | -0,32991 | 0,17546 | 0,07814 | 0,0637 [ -0,02635
0,0889 0,1016 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0017 0,0695 0,1038 0,5604 0,5622 0,6005 0,6231 0,1931 0,6327 0,2227 0,6701 0,8245 0,7906 0,8287 0,9319
PT FRO FC60 FC15 FR60 PER SD FCo Pl AREA HE RI ESCORE T0 T60 ED FR15 T15 HT TAMAX LEU PS
PT 1 -0,7082 |-0,59133 | -0,34362 | -0,28877 | -0,28204 | 0,2377 |-0,20382| 0,19597 | -0,18369 | -0,16505 | 0,15769 | 0,15717 | 0,15026 | 0,13169 | -0,12042 |-0,11706 | 0,10198 | -0,08822 | -0,07201 | -0,02635 | 0,01997
0,2918 0,4087 0,6564 0,7112 0,3505 0,4342 0,7962 0,5211 0,548 0,59 0,6069 0,6081 0,8497 0,8683 0,6952 0,8829 0,898 0,7744 0,8152 0,9319 0,9484
FCo HT T0 FC15 T60 HE T15 FR15 LEU PI TAMAX ED FRO RI SD PT PS FC60 AREA PER FR60 |ESCORE
FCO 1 -0,75354 | 0,71559 | 0,65173 | 0,63388 |-0,61498 | 0,60963 | 0,46244 | -0,43963 | -0,30132 | 0,29987 | 0,29857 | 0,28864 |-0,25933 | -0,25474 | -0,20382 | 0,14179 | 0,1381 [ -0,06927 | 0,06926 |-0,01517
0,2465 0,0302 0,0572 0,0668 0,385 0,0813 0,2101 0,5604 0,4307 0,4331 0,4352 0,4513 0,5004 0,5083 0,7962 0,7159 0,7231 0,8595 0,8595 0,9691 .
FC15 HE HT FCOo FR15 TAMAX FC60 ED PS LEU AREA FRO PT PER T0 RI Pl FR60 T15 SD T60 ESCORE
FC15 1 -0,87956 | -0,78486 | 0,65173 | 0,6498 | 0,63998 | 0,63674 | 0,5873 | 0,53325 | 0,43775 | -0,38381 | 0,35704 | -0,34362 | -0,28805 | 0,28234 | -0,10979 | -0,07509 | -0,06087 | -0,02271 | -0,00726 | 0,0058
0,1204 0,2151 0,0572 0,0582 0,0634 0,0652 0,0964 0,1393 0,5622 0,3078 0,3456 0,6564 0,4523 0,4617 0,7786 0,8477 0,8764 0,9537 0,9852 0,9882 .
FC60 PS TAMAX ED HE FR15 FC15 HT PT FRO LEU FR60 PER AREA T60 T15 FCOo T0 Pl RI SD ESCORE
FC60 1 0,82364 | 0,78834 | 0,7516 |[-0,71106| 0,67404 | 0,63674 |-0,59886 | -0,59133 [ 0,46529 | 0,37686 | 0,31489 | -0,25782 | -0,25379| -0,23582 | -0,2228 | 0,1381 | 0,13166 | 0,04148 | -0,01721 | -0,01572
0,0064 0,0116 0,0195 0,2889 0,0465 0,0652 0,4011 0,4087 0,2069 0,6231 0,4092 0,503 0,5099 0,5413 0,5645 0,7231 0,7356 0,9156 0,9649 0,968 .
FRO PT FR15 FC60 HT PS HE LEU FC15 TAMAX AREA FR60 ED FCo PER SD T0 RI T15 Pl T60 ESCORE
FRO 1 -0,7082 | 0,53636 | 0,46529 |-0,43946 | 0,41193 | -0,38253 | -0,36726 | 0,35704 | 0,33542 | -0,31636 | 0,31099 | 0,30526 | 0,28864 | -0,23337 | -0,10025 | -0,04158 | 0,03883 | 0,01874 | 0,0133 | 0,00317
0,2918 0,1366 0,2069 0,5605 0,2706 0,6175 0,6327 0,3456 0,3776 0,4069 0,4153 0,4244 0,4513 0,5456 0,7975 0,9154 0,921 0,9618 0,9729 0,9935 .
FR15 HT HE FC60 FC15 TAMAX PS ED FRO FR60 FCo PER AREA T0 LEU SD PT T15 T60 Pl RI ESCORE
FR15 1 -0,94903 | -0,94734 | 0,67404 | 0,6498 | 0,59227 | 0,58798 | 0,54664 | 0,53636 | 0,48719 | 0,46244 |-0,31348| -0,29338 | 0,26963 | 0,17546 | -0,12801 (-0,11706 | 0,10031 | 0,09144 | -0,06246 | -0,0063
0,051 0,0527 0,0465 0,0582 0,0929 0,0959 0,1278 0,1366 0,1835 0,2101 0,4114 0,4436 0,4829 0,8245 0,7428 0,8829 0,7974 0,815 0,8732 0,9872 .
FR60 HT HE AREA FR15 T15 PER T60 LEU TO FC60 FRO PT PS TAMAX RI ED FC15 SD Pl FCo ESCORE
FR60 1 -0,7428 |-0,62258 | 0,49353 | 0,48719 | 0,47734 | 0,44716 | 0,44608 | -0,39945 | 0,33667 | 0,31489 | 0,31099 | -0,28877 | 0,20165 | 0,17846 0,1459 | 0,09891 |-0,06087 | -0,04146 | -0,01575 | -0,01517
0,2572 0,3774 0,177 0,1835 0,1938 0,2275 0,2288 0,6005 0,3757 0,4092 0,4153 0,7112 0,6029 0,646 0,708 0,8001 0,8764 0,9157 0,9679 0,9691 .
T0 HT T60 T15 HE FCOo PER TAMAX AREA ED Pl FR60 LEU SD FC15 FR15 RI PS PT FC60 FRO ESCORE
TO 1 -0,8736 | 0,85117 | 0,83484 | -0,72448 | 0,71559 | 0,46563 | 0,38985 0,367 0,36539 | -0,3572 | 0,33667 | -0,32991 | -0,30354 | 0,28234 | 0,26963 | -0,25675 | 0,22491 | 0,15026 | 0,13166 |-0,04158
0,1264 0,0036 0,0051 0,2755 0,0302 0,2065 0,2996 0,3313 0,3336 0,3453 0,3757 0,6701 0,4272 0,4617 0,4829 0,5048 0,5607 0,8497 0,7356 0,9154 .
T15 T60 LEU TO PER FCo AREA FR60 HT FC60 Pl PS SD ED PT FR15 TAMAX RI HE FC15 FRO ESCORE
T15 1 0,99401 (-0,91111| 0,83484 | 0,65922 | 0,60963 | 0,57053 | 0,47734 | -0,22711 | -0,2228 | -0,21124 | -0,17707 | -0,15299 | -0,12688 | 0,10198 | 0,10031 | -0,09231 | -0,05734 | 0,02678 | -0,02271 | 0,01874
<.0001 | 0,0889 0,0051 0,0534 0,0813 0,1087 0,1938 0,7729 0,5645 0,5853 0,6486 0,6943 0,745 0,898 0,7974 0,8133 0,8835 0,9732 0,9537 0,9618 .
T60 T15 LEU TO0 PER FCo AREA FR60 Pl HT FC60 SD PS RI PT FR15 ED TAMAX HE FC15 FRO ESCORE
T60 1 0,99401 | -0,89844 | 0,85117 | 0,68288 | 0,63388 | 0,58816 | 0,44608 | -0,30192 | -0,24822 | -0,23582 | -0,23208 | -0,19685 | -0,14803 | 0,13169 | 0,09144 |-0,07922 | -0,05375| 0,00634 | 0,0058 | 0,00317 .
<.0001 | 0,1016 0,0036 0,0426 0,0668 0,0957 0,2288 0,4298 0,7518 0,5413 0,5479 0,6117 0,7039 0,8683 0,815 0,8395 0,8908 0,9937 0,9882 0,9935 .
PS FC60 TAMAX ED FR15 FC15 LEU FRO HT HE TO SD FR60 T60 RI T15 Pl FCO ESCORE| AREA PER PT
PS 1 0,82364 | 0,8151 | 0,71775 | 0,58798 | 0,53325 | 0,49876 | 0,41193 -0,404 | -0,26916 | 0,22491 |-0,21394| 0,20165 |-0,19685 | -0,18679 | -0,17707 | -0,17346 | 0,14179 | 0,08713 | -0,06278 | -0,04143 | 0,01997
0,0064 <.0001 <.0001 0,0959 0,1393 0,0695 0,2706 0,152 0,3521 0,5607 0,185 0,6029 0,6117 0,2485 0,6486 0,2844 0,7159 0,5929 0,7003 0,7996 0,9484
ED TAMAX LEU RI SD Pl FC60 PS FC15 FR15 T0 PER ESCORE| AREA FRO FCO T15 PT FR60 T60 HE HT
ED 1 0,97345 | 0,80989 | -0,79735 [ -0,75966 | -0,7561 | 0,7516 | 0,71775 | 0,5873 | 0,54664 | 0,36539 | 0,36449 | 0,34603 | 0,33159 | 0,30526 | 0,29857 |-0,12688 | -0,12042| 0,09891 | -0,07922 | 0,07833 | 0,02734
<.0001 | 0,0004 <.0001 <.0001 | <.0001 0,0195 <.0001 0,0964 0,1278 0,3336 0,0208 0,0287 0,0366 0,4244 0,4352 0,745 0,6952 0,8001 0,8395 0,7901 0,9261
TAMAX ED PS FC60 LEU RI Pl SD FC15 FR15 T0 FRO FCOo PER ESCORE| AREA FR60 HT HE T15 PT T60
TAMAX 1 0,97345 | 0,8151 | 0,78834 | 0,75715 | -0,68343 | -0,67325 | -0,66888 | 0,63998 | 0,59227 | 0,38985 | 0,33542 | 0,29987 | 0,27678 | 0,26386 0,2489 | 0,17846 | -0,16557 | -0,09642 | -0,09231 | -0,07201 | -0,05375
<.0001 <.0001 0,0116 0,0017 <.0001 <.0001 <.0001 0,0634 0,0929 0,2996 0,3776 0,4331 0,0838 0,0999 0,1214 0,646 0,5716 0,743 0,8133 0,8152 0,8908
Pl SD RI LEU ED TAMAX PER AREA |ESCORE TO T60 FCO HE HT T15 PT PS FC15 FR15 FC60 FR60 FRO
PI 1 0,98035 0,957 |[-0,85046 | -0,7561 |-0,67325 |-0,49756 | -0,48162 | -0,37185 | -0,3572 | -0,30192 | -0,30132 | -0,28494 | -0,27102 | -0,21124 | 0,19597 |-0,17346 | -0,07509 | -0,06246 | 0,04148 |-0,01575| 0,0133
<.0001 <.0001 0,0001 <.0001 <.0001 0,0011 0,0017 0,0181 0,3453 0,4298 0,4307 0,3234 0,3486 0,5853 0,5211 0,2844 0,8477 0,8732 0,9156 0,9679 0,9729
RI Pl SD LEU ED TAMAX PER AREA HT HE ESCORE FCO TO PS PT T60 FR60 FC15 T15 FRO FC60 FR15
RI 1 0,957 0,931 -0,8411 | -0,79735 | -0,68343 | -0,56215 | -0,54303 | -0,45804 | -0,44287 | -0,41561 | -0,25933 | -0,25675 | -0,18679 | 0,15769 | -0,14803 | 0,1459 |-0,10979 | -0,05734 | 0,03883 |-0,01721 | -0,0063
<.0001 <.0001 0,0002 <.0001 [ <.0001 0,0002 0,0003 0,0996 0,1128 0,0077 0,5004 0,5048 0,2485 0,6069 0,7039 0,708 0,7786 0,8835 0,921 0,9649 0,9872
SD Pl RI LEU ED TAMAX PER AREA [ESCORE TO HE FCO HT PT T60 PS T15 FR15 FRO FR60 FC60 FC15
SD 1 0,98035 0,931 |[-0,82813 | -0,75966 | -0,66888 | -0,45991 | -0,44175 | -0,43124 | -0,30354 | -0,29811 | -0,25474 | -0,25048 | 0,2377 | -0,23208 | -0,21394 | -0,15299 | -0,12801 | -0,10025 | -0,04146 | -0,01572 | -0,00726
<.0001 <.0001 0,0003 <.0001 | <.0001 0,0028 0,0043 0,0055 0,4272 0,3006 0,5083 0,3877 0,4342 0,5479 0,185 0,6943 0,7428 0,7975 0,9157 0,968 0,9852
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ANEXOS
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ANEXO A — TERAPIA DE SUPORTE PARA A PIOMETRA CANINA

Enrofloxacina: 5 mg/Kg, BID, por via intravenosa, diluida em

solucéo fisiolégica, por 8 dias;

Metronidazol: 15 mg/Kg, BID, por via intravenosa, por 8 dias;
Solucdo fisioldgica NaCl (0,9%);

Ranitidina: 2 mg/Kg, BID, por via oral, por 8 dias;
Ondansetrona: 0,2 mg/Kg, BID, por via oral, por 8 dias;

Vitamina do complexo B: 1 ampola de 2 mL, SID, por via

intravenosa;

Vitamina C: 1 ampola de 2 mL, SID, por via intravenosa;

Suplemento vitaminico Glicolpet®: 1 gota/5 Kg, BID, por via oral,

por 8 dias;

Suplemento vitaminico Hemolitan®: 1 mL/10 Kg, BID, por via oral;
Cobavital®: 4 mg/animal, por via oral;

Silimarina®: 23 mg/Kg, SID, por via oral.
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ANEXO B — VALORES DE REFERENCIA ADOTADOS PELO SERVICO DE
LABORATORIO CLINICO DO DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA DA

FMVZ-USP.

VALORES DE REFERENCIA

He 50-8,0 x10°
Ht 37 -57 %
Leucadcitos 6.000 - 15.000 /uL

Protéina 53-7,6 g/dL
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