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RESUMO

ANTUNES, Beatriz Ibrahim Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2024. Aspectos morfolégicos e imunohistoquimicos de cadelas
com hiperplasia endometrial cistica ap6s ovariectomia. Orientadora: Fabiana
Azevedo Voorwald. Coorientadores: Marco Augusto Machado Silva, Carlos Eduardo
Fonseca Alves e Pedro Paulo Maia Teixeira.

A hiperplasia endometrial cistica (HEC) é uma alteracdo fisiolégica comum em
cadelas adultas em diestro, que pode tornar 0 ambiente uterino propicio a infec¢des
bacterianas. Sabe-se que as interacdes hormonais, principalmente entre
progesterona e estrégeno sédo pecas-chave no desenvolvimento do complexo HEC-
piometra. Porém, muitas duvidas permanecem a respeito de sua etiopatogenia.
Objetiva-se com o0 presente estudo, avaliar aspectos morfolégicos macro e
microscopicos, e imunohistoquimicos do Uutero de cadelas com hiperplasia
endometrial cistica seis meses ap0s ovariectomia. Propde-se uma nova abordagem,
a conhecimento dos autores ainda ndo descrita em literatura, para agregar novas
informacBes afim de contribuir para o entendimento da alteracdo em questdo e
possivelmente estabelecer novas diretrizes para a cirurgia obstétrica e reproducéo
na medicina veterinaria. Observou-se que a auséncia dos hormonios esteroidais leva
a importante regressdo do tecido uterino e da hiperplasia glandular cistica do
endométrio. Observou-se evidente reducdo do grau de hiperplasia em 12 das 17
cadelas em diestro. Houve reducédo de pelo menos 50% da espessura total uterina,
do endométrio e miométrio em 15 cadelas em diestro. Houve reducdo da
imunomarcacao de receptores de estrogeno e progesterona em 10 e 13 cadelas na
fase de diestro, respectivamente. A imunomarcacao de marcador de proliferacao
celular reduziu em 13 das 17 cadelas em diestro. Esse estudo reafirma o importante
papel desempenhado pelos horménios esteroidais ao demonstrar macroscoépica,
molecular e histologicamente a regressdo do tecido glandular endometrial
hiperplasico, ao realizar-se ovariectomia em cadelas. A ovariectomia mostrou-se
efetiva para regressao da hiperplasia endometrial, reiterando a técnica como uma
alternativa viavel a ovariohisterectomia.

Palavras-chave: piometra; progesterona; estrogeno; ki-67; histologia.



ABSTRACT

ANTUNES, Beatriz Ibrahim Miranda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2024. Uterine morphological and immunohistochemical aspects of
bitches with cystic endometrial hyperplasia after ovariectomy. Adviser: Fabiana
Azevedo Voorwald. Co-advisers: Marco Augusto Machado Silva, Carlos Eduardo
Fonseca Alves and Pedro Paulo Maia Teixeira.

Cystic endometrial hyperplasia (CEH) is a common physiological affection in adult
female dogs in diestrus, which can make the uterine environment susceptible to
bacterial infections. It is known that hormonal interactions, mainly between
progesterone and estrogen, are key players in the development of the CEH-pyometra
complex, but many questions remain regarding its etiopathogenesis. The present
study proposes a new approach, to the authors' knowledge not yet described in
literature, to add new information in order to contribute to the understanding of this
affection and possibly establish new guidelines for obstetric surgery and reproduction
in veterinary medicine. It is demonstrated that the absence of steroidal hormones
leads to significant regression of uterine tissue and glandular hyperplasia, as all as
reduction in estrogen and progesterone receptors and markers of tissue proliferation,
in the uterus of female dogs, six months after ovariectomy. Significant involution of
endometrial hyperplasia was observed, as the size and macroscopic appearance of
the uterus. This study reaffirms the important role played by steroid hormones in
demonstrating macroscopically, molecularly and histologically the regression of
hyperplastic endometrial and glandular tissue when performing ovariectomy in female
dogs. Ovariectomy proved to be effective for regression of endometrial hyperplasia,
reiterating the technique as a viable alternative to ovariohysterectomy.

Keywords: pyometra; progesterone; estrogen; ki-67; histologia
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1 INTRODUCAO

A castracdo ¢ uma das cirurgias mais realizadas na rotina veterinaria de pequenos
animais!'. Diferentes técnicas sio utilizadas para realizar controle populacional de cées e gatos,
tratamento e prevencio de afeccdes hormonio dependentes”). Ha divergéncia entre cirurgides
pela técnica de ovariectomia ou ovariohisterectomia por questdes culturais’®, falta de
familiaridade com a técnica de ovariectomia e receio da ocorréncia de afecgdes uterinas apds
remocdo das génadas e manutencdo do atero). No entanto, ndo ha estudos que demonstrem
a ocorréncia de piometra em cadelas submetidas a ovariectomia, a menos que esta receba
horménios exégenos apods o procedimento . Ademais, tumores uterinos em cadelas sio raros,
correspondendo a menos de 0,5% dos tumores na espécie, dos quais 90% sdo benignos e
horménio dependentes!*”),

A hiperplasia endometrial cistica (HEC) ¢ uma das alteragdes obstétricas mais comuns
em cadelas adultas'®’!, podendo atingir mais de 50% das cadelas acima de sete anos™. E uma
condi¢do fisiologica caracterizada pela proliferacdo de glandulas endometriais, hiperplasia
endometrial e formacdes cisticas®. Ocorre em consequéncia a fase de diestro prolongada na
espécie, na qual o tUtero permanece sob os efeitos de altas concentragdes séricas de
progesterona, estando gestante ou ndo™”. Quando associada & infeccdo uterina, recebe a
nomenclatura de sindrome de hiperplasia endometrial cistica — piometra (HEC-P). Constitui
uma das mais importantes e frequentes afec¢des do trato reprodutivo da espécie caninal'”,
atingindo de 20 a 50% de cadelas até os 10 anos de idade™. A HEC isolada pode ser considerada
um estagio prévio a piometra, uma condi¢do favoravel a proliferagdao bacteriana, caso ocorra a

9,11,12

colonizagdo por via ascendente ou hematogena I, Cadelas adultas sdo constantemente

submetidas a alteragdes hormonais a cada fase do ciclo estral, principalmente progesterona e
estradiol, tornando-se mais susceptiveis 8 HEC, mas ndo necessariamente caracterizando uma

condicdo patological'®'*!. A HEC e a piometra sio frequentemente correlacionadas, porém sio

condi¢des que podem ser diagnosticadas independente uma da outral”-'%!"141],

Apesar de extensivamente estudado, a etiopatogenia da sindrome nao ¢ completamente

[10,11,15,16

esclarecida 1. A determinacdo dos mecanismos etiologicos e diferenciacao das fases de

seu desenvolvimento sdo considerados grandes desafios na obstetricia veterindria, levando a

diagnosticos frequentemente tardios que culminam na ovariohisterectomia terapéutical'®.

Diversos autores buscam informagdes sobre a origem e progressdao da afecgdo através de

analises histopatologicas™'?, imaginolégicas?®'®!'7), e identificacdo de marcadores moleculares
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[6.7.16.18.19] ' porém, muitos questionamentos permanecem sobre o comportamento uterino quanto
aos processos proliferativos e vasculares no processo de HEC-P.

A conhecimento dos autores, ndo ha um estudo controlado que demonstre o
comportamento e alteragdes no utero de cadelas com HEC apds procedimento de ovariectomia.
O presente estudo tem por finalidade avaliar o tecido uterino quanto a morfologia, histologia e

aspectos moleculares de cadelas diagnosticadas com HEC submetidas a ovariectomia.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Local do estudo e selecdo de cadelas

O projeto de pesquisa foi conduzido no Hospital Veterinario de Pequenos Animais, no
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Foram pré-
selecionadas cadelas adultas, clinicamente higidas em fase de diestro para o estudo. Todos os
individuos passaram por anamnese geral e de historico reprodutivo. Realizou-se avaliagdo
fisica, inspe¢ao macroscopica vulvar, ultrassonografia abdominal e exames hematologicos
previamente a realizacdo de ambos os procedimentos cirurgicos. Realizou-se colpocitologia
para determinacao do ciclo estral das cadelas. Pacientes com alteracdes clinicas, gestantes ou
com alteragdes aos exames hematologicos e bioquimicos foram excluidos do estudo. Foram
selecionadas para o grupo de estudo final aquelas que, ao exame histopatoldgico, apresentaram

hiperplasia endometrial cistica.

2.2. Etica no uso de animais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFV sob o protocolo
31/2022. Todas as cadelas do projeto pertenciam a tutores dispostos a colaborar
voluntariamente, elucidados e de comum acordo por escrito, quanto a necessidade de dois

procedimentos cirtrgicos no intervalo de seis meses.

2.3. Exames hematologicos e bioquimicos

Foram coletados trés mililitros de sangue total da veia jugular, para exames de
hemograma, leucograma e bioquimica sérica (ureia, creatinina, fosfatase alcalina (FA), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), proteinas totais e albumina). O
processamento e andlise dos exames foi realizado no Laboratorio de Patologia Clinica do

Departamento de Medicina Veterinaria na UFV (Vigosa, MG).
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2.4. Exame colpocitoldogico

A citologia vaginal foi realizada através da introducao de swab estéril no vestibulo
vaginal, em regido dorsal da por¢do cranial do canal vaginal. Realizou-se movimentos de
rotacdo para aquisicdo de células epiteliais. Imediatamente ap6s a aquisicdo do material, o
mesmo foi depositado em laminas de vidro por meio de rolamento do swab, em sentido inico
para deposicao uniforme das células. As laminas foram coradas pelo protocolo de Romanowsky

modificado (Pandtico rapido), e analisadas para determinacao do ciclo estral de cada cadela.

2.5. Exame ultrassonografico

Realizou-se avaliacao ultrassonografica com equipamento Esaote MyLab 30 (Esaote
Medical Systems, Italia) configurado em modo B (2D- escada de cinza), com transdutor linear
(10-18MHz) para inspecao de toda a cavidade abdominal para descarte de quaisquer alteragdes
ou presenca de fetos. Os ovarios foram analisados quanto ao seu padrao de ecogenicidade e
presenca de estruturas cavitarias. O utero foi avaliado quanto ao seu didmetro e presenca de

conteudo no limen antes e seis meses apds a ovariectomia.

2.6. Procedimentos cirurgicos e coleta de amostras uterinas

ApoOs jejum alimentar de 8 horas, as pacientes foram submetidas a medicagdo pré-
anestésica intramuscular com morfina (0,3mg/ml) e acepromazina (0,03mg/kg) e a indugao
anestésica com propofol (6bmg/kg) por via endovenosa. A manutencao anestésica foi realizada
com isofluorano por via inalatéria em circuito fechado.

ApoOs realizacdo de tricotomia da regido ventral do abddmen, as pacientes foram
posicionadas em decubito dorsal para antissepsia do campo cirargico com clorexidine
degermante a 2%, finalizada com clorexidine alcodlico a 0,5%. Realizou-se celiotomia em linha
média ventral sobre cicatriz umbilical, para acesso a cavidade abdominal. O ovario direito foi
exposto juntamente ao corno uterino direito. O ligamento suspensorio ovariano foi rompido
digitalmente durante isolamento e exposi¢do do ovario. Realizou-se dupla ligadura de artéria e
veia ovarianos, corno ¢ vasos uterinos direitos imediatamente cranial a bifurcacao uterina,
utilizando-se fio de poliglactina 910 2-0. A ovariectomia esquerda foi obtida através da ligadura
e sec¢ao do ligamento proprio ovariano, ligamento suspensdrio € vasos ovarianos com mesmo
fio. Realizou-se celiorrafia em padrao Colchoeiro Cruzado, com fio de didmetro apropriado
para cada cadela. Tecido subcutdneo foi aproximado em padrdo simples continuo, com

poliglactina 910 e dermorrafia realizada com nailon em padrao simples interrompido.
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Estabeleceu-se como protocolo terapéutico em pos-operatorio imediato, a administragao
de dipirona (25mg/kg), cloridrato de tramadol (3mg/kg) e meloxicam (0,1mg/kg) por via
endovenosa. Terapias analgésica e antiinflamatdria por via oral foram precritas por um periodo
de 3 dias apos o procedimento. Seis meses apods, realizou-se histerectomia esquerda através de
mesmo acesso abdominal e técnica cirdrgica como previamente realizados para o primeiro
procedimento. O protocolo terapéutico pods-cirurgico foi estabelecido tal como descrito
previamente.

Ao total, foram coletados trés fragmentos do corno uterino direito e esquerdo durante
primeiro e segundo procedimentos, respectivamente. Cada amostra foi seccionada em sentido
transversal, medindo aproximadamente 1 cm, de modo a apresentar as trés camadas (perimétrio,
miométrio e endométrio), das regides proximal, média e distal, e acondicionados em potes
coletores preenchidos por solucdo de formalina tamponada a 10% em temperatura ambiente,
para analises histoldgica e imunohistoquimica. Apds 48 horas, as amostras foram transferidas

para pote coletor com alcool 70% e mantidas at¢ o momento de processamento e analise.

2.7. Analise macroscopica

Os cornos uterinos direito e esquerdo, coletados no primeiro e segundo procedimentos
cirtirgicos respectivamente, foram avaliados quanto as caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas, imediatamente apds a remocao. Apds secgdo em sentido longitudinal, os cornos
foram avaliados quanto a coloracdo, espessura de parede, presenca de formagdes cisticas,

aspecto da superficie endometrial e presenca de secre¢ao luminal.

2.8. Processamento e analise histologica

Apos o periodo de estocagem, as amostras foram transferidas para recipiente com alcool
70% e passaram por processo de rotina para confeccdo de laminas histologicas (desidratagao,
diafanizacdo e inclusdo em parafina)®”. Cortes histologicos de 5 micrometros (um) de
espessura foram obtidos e corados rotineiramente com hematoxilina e eosina, seguido por
avaliacdo ao microscopio de luz.

Os cortes histologicos foram avaliados quanto as caracteristicas morfoldgicas para
classificacdo em graus da HEC previamente estabelecidas®'). Além disso, foram realizadas as
seguintes mensuragdes: espessura da parede uterina total; didmetro de limen uterino; altura e
classificacdo do epitélio endometrial; maior e menor espessuras de endométrio; maior didmetro
da maior glandula endometrial; altura dos epitélios glandulares e espessura total de miométrio.

Todas as medidas sao uma média de cinco campos diferentes de cada amostra histoldgica, em
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cortes transversais, e aferidas em micrometros através do programa de analises de imagens para

histomorfometria ImageJ*?.

2.9. Processamento e analise imunohistoquimica

A partir do material incluido em parafina, se¢des de 4um foram colocadas em laminas
polarizadas (Starfrost, Knittel, Bielefeld, Alemanha) e secos em estufa (57°C). Apos protocolo
de deparinizagdo, as laminas foram incubadas por 45 minutos em solugdo de citrato (pH 6,0)
em panela de pressao (Pascal, Dako, Carpinteria, CA, USA). A anélise da imunocoloragao dos
anticorpos foi realizada com microscopio Optico, e as expressoes foram classificadas como
positiva ou negativa. Para o bloqueio da proteina, utilizou-se leite desnatado Molico 5% diluido
em agua e as amostras foram mantidas em estufa a 27°C por 40 minutos. O bloqueio das
peroxidases endogenas foi realizado utilizando-se peroxido de hidrogénio 8%, diluido em
alcool metilico por 15 minutos em temperatura ambiente. Os fragmentos foram incubados
overnight a 4 °C com anticorpos anti-receptor progesterona policlonal, (Dako, Carpinteria, CA,
EUA); anti-receptor estrogénio monoclonal (clone PPG5/10; Dako, Carpinteria, CA, EUA),
utilizados em protocolos padronizados de diluicdo (1:50) e anti-Ki67 monoclonal (clone MIB-
1; Dako, Carpinteria, CA, EUA) solugdo pronta para uso. As se¢oes foram contracoradas com
hematoxilina de Harris (Dinamica-Diadema, Diadema, Brasil).

Para avaliagdo da expressao de Ki-67, cada lamina foi avaliada em trés regides
diferentes, e 100 células por regido foram avaliadas para o célculo percentual de células
positivamente marcadas. Para avaliacdo de receptores de estrogeno (RE) e de progesterona
(RP), realizou-se avaliacdo semi-qualitativa para classificagdo do grau de marcagdo das células
do epitélio glandular. Todas as l1aminas foram avaliadas através de microscopio de luz Opticam

0500R (Opticam Microscopy Technology).

2.10. Analise estatistica

Os dados foram analisados no Statistical Analysis System (SAS OnDemand). Todos os
dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade. Os dados de
mensuracao ultrassonografica do corpo uterino, imunomarcagdo de Ki-67 e mensuragdes
histologicas apresentaram distribui¢do normal. Os resultados provenientes do primeiro e
segundo procedimentos cirtrgicos foram comparados pelo teste t para amostras pareadas
(Procedimento TTEST). Os dados com distribui¢do ndo normal e qualitativos (mensuragao
ultrassonografica de corno uterino esquerdo, imunomarcacao de RE e RP, e grau de HEC)

foram analisados pelo teste Wilcoxon Signed Rank (Procedimento UNIVARIATE). Os dados
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da colpocitologia vaginal foram analisados pelo teste exato de Fisher (Procedimento FREQ).
Os dados categoricos de morfometria uterina foram analisados pelo teste de McNemar
(Procedimento FREQ). As correlagdes entre as variaveis imunohistoquimicas analisadas e o
grau de HEC foram avaliadas pelo coeficiente de correlacio de Spearman (procedimento

CORR). O nivel de significancia adotado para todas as analises foi p = 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Perfil das cadelas selecionadas

Vinte cadelas entre 3 e 11 anos de idade, nuliparas, sem histérico prévio de
administracao de progestageno exogeno foram selecionadas para os procedimentos cirargicos.
De acordo com a anamnese, todas as cadelas encontravam-se entre 15 e 60 dias p6s término do
estro. Dentre as cadelas avaliadas, havia 12 sem raga definina, 2 Shih-Tzus, duas Pinschers,
uma Basenji, uma Cocker Spaniel, uma Beagle e uma Fila Brasileiro. Confirmou-se HEC em

17 cadelas através do exame histopatologico.

3.2. Colpocitologia

A colpocitologia vaginal indicou que no momento da primeira cirurgia, 17 fémeas
(85%) apresentaram citologia compativel com diestro, duas (10%) em anestro e uma (5%) em
proestro. As cadelas em diestro apresentaram aproximadamente 75% de cé€lulas intermediarias,
15% de células parabasais, além de células superficiais, e neutréfilos. Destas, oito fémeas
apresentavam ainda grande quantidade de muco vaginal em fundo de lamina. As cadelas em
anestro apresentaram aproximadamente 75% de células parabasais e 25% de células
intermedidrias pequenas na citologia. Ja a fémea em proestro, apresentava células superficiais
nucleadas e anucleadas, além de células parabasais e intermedidrias. No momento da segunda

cirurgia, todas as fémeas apresentaram colpocitologias caracteristicas de anestro.

3.3. Analise ultrassonografica

Nenhuma cadela apresentou lesdes cavitarias ou alteragdes de ecogenicidade em ovarios
e utero. Observou-se redugdo de didmetro do corno uterino esquerdo e do corpo uterino em
todas as cadelas, seis meses apos a ovariectomia (Figura 1). Em sete cadelas observou-se
dilatagcdo de limen uterino por contetdo anecogénico previamente a ovariectomia. Seis meses

apods, ndo apresentaram mais conteudo intraluminal significativo.
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Figura 1 - Diametro de corno uterino esquerdo (A) e corpo uterino (B) apds primeiro (S1) e segundo (S2)
procedimentos cirargicos (p<0.0001).
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3.4. Analise morfolégica macroscopica

Em seis fémeas, observou-se parede uterina espessa € congesta, presenca de contetdo
mucoso a hemorragico intraluminal, irregularidade da superficie endometrial, além da presenca
de estruturas cisticas, no corno uterino direito, colhido durante a ovariectomia (Figura 2). Sete
cadelas apresentavam espessamento de endométrio, com superficie irregular, com pequenas
estruturas cisticas endometriais, porém sem conteido luminal. Cornos uterinos direitos
provenientes de trés cadelas apresentavam irregularidade e espessamento de parede, mas sem
cistos visiveis nem conteudo uterino. Quatro cornos uterinos nao apresentavam alteracdes
macroscopicas perceptiveis. Seis meses apos ovariectomia, observou-se evidente reducdo da
espessura de parede uterina e auséncia de conteido luminal. O endométrio apresentava

superficie lisa e regular, sem a presenca de estruturas cisticas visiveis macroscopicamente.
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Figura 2 - Morfologia macroscépica de cornos uterinos com HEC de grau 1 (A), 2 (B) e 3
(C), em corte longitudinal. Observam-se estruturas cisticas (setas), irregularidade e
espessamento de superficie endometrial, além da presenca de secre¢cdo mucosa a hemorragica

3.5. Analise histologica
Como ndo houve diferenga estatistica significativa entre os segmentos coletados de um
mesmo corno uterino, os resultados apresentados serdo a média entre as trés amostras. Foram

(2 para classifica¢do dos graus de HEC observados

adotados os critérios estabelecidos por Dow
nos cornos uterinos. Das 17 cadelas selecionadas em diestro com HEC, sete apresentaram grau
I (41%); seis apresentaram grau II (35%); e quatro apresentaram grau III (23%). Seis meses
apos ovariectomia, 12 cadelas (70,2%) apresentaram reducdo do grau de HEC, enquanto cinco
cadelas (29,8%) mantiveram o grau.

O utero das cadelas com HEC apresentou espessamento endometrial, contendo
glandulas hiperplésicas e formacdes cisticas distribuidas de maneira focal ou difusa (Figura 3).
Nao foram observadas alteragdes sugestivas de processo inflamatério nem de proliferacao de
células estromais. Foi possivel observar hiperplasia do epitélio cilindrico ciliado glandular e do
epitélio luminal, sobretudo no momento da primeira intervengdo cirurgica. O epitélio de
revestimento luminal do endométrio variou entre individuos e entre os procedimentos. Antes
da ovariectomia, apresentava majoritamente células cilindricas ciliadas pseudoestratificadas,
com ocasionais células cubicas ciliadas. Apds a segunda intervencdo, o epitélio luminal era
composto por uma camada simples de células ctbicas ou pavimentosas (Figuras 4 ¢ 5). As
formacgodes cisticas encontram-se revestidas por epitélio simples pavimentoso. As espessuras
uterinas total, de endométrio e miométrio reduziram mais de 50% em pelo menos 88% das

fémeas em diestro. Foi observada ainda significativa reducdo do numero e da dilatagao
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glandular no intervalo de seis meses. Os valores médios e desvios padrdes das medidas aferidas

de cadelas em diestro estdo detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Medidas médias e desvio padrao, e caracteristicas histoldgicas de cadelas em diestro com hiperplasia
endometrial cistica, apds primeira (S1) e segunda (S2) cirurgias.

Variavel S1 S2 p
272939  1529.11 <0.0001"
+221.41 +£202.07

Espessura uterina total (um) %; 1752252 gg?;g

3282.65) 1792.9)
417561 2265.19  <0.0001"
+338.54 +£220.97
3824.7  2038.75
(3455.5  (1680.6

Didmetro limen (luz + endométrio) (um)

4950.45) 2488.65)

2469.54  1348.27 0.0002"
+330.83 £ 175.57

21852 1005.45

Didametro luz uterina (um) (16868  (839.65
2983.05) 1795.7)
1317+ 737+ 0.0043"
1.16 1.11
Altura epitélio endometrial (um) 13.4 544.4
(9.35 - -8)
15.4)

1226.47 5414+ 0.0002"
+152.62 68.61
Espessura endometrial (um) 1062.45  468.05
(8323 - (392 -
1524.25)  519.9)
308.62+ 11672+ 0.0021"

76.77 35.19
Didmetro das maiores glindulas endometriais (um) 146 69.4
(82.9 - (48.35 -
470.75) 117.3)
8.83+ 646+ 0.0072"
Altura do epitélio glandular (um) 3 (;?2 7 6(;7(451 i
- 10.15) 7.9)
Espessura de miométrio (num) 2048.92  1115.29 <0.0001"

+183.19 +119.02
22302 1006.2

(1325.6  (733.6-
-2439)  1393.9)

Classificacio do epitélio endometrial (%)

ECPEC 11,5 11,5
ECSC 17,5 23,5
EPS 0 23,5
ECPEC + ECSC 47,5 11,5
ECSC + EPS 6 30
ECPEC + ECSC + EPS 17,5 0

Hiperplasia do epitélio endometrial (%)
Presente 41 17

<0,05"
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Ausente 59 83

Hiperplasia do epitélio glandular (%)

Presente 53 17

Ausente 48 83

Distensdo Glandular (%)

Ausente 6,7 422
Leve 52 52

Moderada 11,7 5,8
Intensa 29,4 0

*Wilcoxon rank signed test; #paired ¢ test; "Macnemar test. ECPEC (Epitélio cilindrico pseudoestratificado ciliado); ECSC
(Epitélio cubico simples ciliado); EPS (Epitélio pavimentoso simples).

Figura 3 - Fotomicrografia de tteros de cadelas em diestro com HEC. Observam-se formagdes cisticas focais
(A,C,E) e acentuada lesdo cistica difusa (F) em endometrio. Percebe-se evidente hiperplasia de estroma e
glandulas endometriais (B) e proje¢do polipoide associada a hiperplasia cistica (D)
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Figura 4 - Fotomicrografia de corno uterino esquerdo de cadelas seis meses apds ovariectomia. Observa-se
expressiva reducdo no tamanho e nimero de glandulas e auséncia de grandes estruturas cisticas.

A
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Figura 5 - Fotomicrografia de tecido uterino de cadelas em diestro, com HEC. Observa-se hiperplasia do epitélio
endometrial (A, B, C, D) e do epitélio glandular (C, E), além do ECPC luminal (D, G) e ectasia glandular (D, F,
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3.6. Analise imunohistoquimica

Nao houve diferenca significativa entre os segmentos coletados de um mesmo corno
uterino. Os resultados apresentados serdo a média entre as trés amostras. A andlise dos
marcadores de receptores de progesterona (RP), receptores de estrogeno (RE) e de Ki-67
demonstrou grande diferenca individual entre as cadelas apds ambos os procedimentos (Figura
6). A marcacao por Ki-67 foi baixa nas duas fases da pesquisa, e esteve presente nas células
estromais, do epitélio glandular e do epitélio luminal nos dois momentos (Figura 7). A média
de marcacdo imediatamente apos ovariectomia dentre as 17 cadelas em diestro foi de 4,6%
(méximo de 12% e minimo de 2%), e seis meses apos, de apenas 2,3% (maxima de 5% e minima
de 0%). Houve redu¢do do percentual de marcacdo de Ki-67 em 13 cadelas (77%), aumento em
trés (17%) e manutengdo em uma (6%). Quatro cadelas em diestro (23%) tiveram marcacao
zerada para Ki-67 em células glandulares seis meses ap6s ovariectomia (Figura 6).

Para melhor analise dos marcadores de RE e RP, os resultados serdo apresentados
através do método semiqualitativo (Tabelas 2 e 3). Houve marcagdo de RE e RP em células
estromais, epitélio glandular e epitélio luminal, apos ambos os procedimentos (Figura 7). Das
17 cadelas em diestro, dez (58%) apresentaram reducao significativa na marcagdo de receptores
de estrogeno; seis (35%) mantiveram o grau de marcacdo e uma unica cadela (7%), apresentou
aumento. Quanto a marcagdo de receptores de progesterona, 13 (77%) fémeas em diestro
apresentaram importante reducdo, enquanto quatro (23%) mantiveram o grau de marcacao.
Nenhum individuo apresentou aumento de RP (Figura 6).

Foi demonstrada correlagdo positiva (p<0,05) entre marcagao de receptores esteroidais,

ki-67 e grau de HEC.

Tabela 2 - Resumo do método semiqualitativo para analise do escore imunohistoquimico em utero de cadelas
para Anti-Pr e Anti-E. Objetiva x40.

CELULAS POSITIVAS ESCORE
>75% 4+
25-75% 3+
10-25% 2+
<10% 1+

Tabela 3 - Ntimero de cadelas em diestro por escore de marcagdo imunohistoquimica de receptores de
progesterona (RP) e estrogeno (RE) no endométrio, na primeira (S1) e segunda (S2) cirurgias.

RE RP
ESCORE S1 S2 S1 S2
4 6 1 9 2
3 6 2 3 3
2 1 1 3 2
1 4 13 2 10




Figura 6 - Imunomarcacao média de fator de proliferagdo celular ki-67 (A), receptores de estrogeno (B) e
receptores de progesterona (C) em cadelas com HEC, em diestro.

012 A 4 « B 4
0.08: 3 .- 3
& g §
* F
004 2 . 2
0.00 1 —0000000000000— 1
st s2 st s2 st 2




26

Figura 7 - Fotomicrografia de imunomarcagdo de receptores de estrogeno (A,B), progesterona (C,D) e Ki-67
(E,F), antes (a esquerda) e seis meses apos ovariectomia (a direita). Observa-se marcagdo nuclear predominantes
em células glandulares (setas vermelhas) e células do epitélio luminal (setas pretas).
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3 DISCUSSAO

Alteragdes morfoldgicas no utero de cadelas com HEC jé foram descritas em literatura
(8191 No entanto, dificuldades na caracterizacdo histologica de diferentes altera¢des de origem
proliferativa no endométrio de cadelas persistem. Isso se deve em grande parte por tratar-se de
um tecido em constante alteracdo devido ao dinamico ciclo estral na espécie, reafirmando a

(8,10

importancia do conhecimento histopatolégico de tais condi¢des™'”. A literatura atualmente

disponivel traz associagdo dos achados macroscopicos a analise histopatoldgica do corno

10], mas ainda ha falta de

uterino de cadelas afetadas por diferentes graus de HEC e piometral
consisténcia entre estudos sobre a manutencao de alteracdes histoldgicas e moleculares na
auséncia de hormonios esteroidais. Faz-se necessaria investigacdo mais criteriosa a respeito de
alteragdes que vao além da morfologia macroscopica. Um estudo investigou o comportamento

%1 ¢ concluiu

uterino apds a ovariectomia de cadelas em anestro sem alteragdes endometriais
que ha reducdo, porém ndo extingdo da expressao de fatores de inflamacdo e proliferagao
tecidual (Ki-67), receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP) apds seis meses. Outros
autores ja demonstraram que ¢ possivel instituir um quadro de piometra apds a ressec¢ao dos

3,4,25]

ovarios, através da aplicacdo exdgena de progestagenos e estradiol! , no entanto Schafer-

Somi et al.l"”!

demonstraram através de andlises moleculares e imunohistoquimicas a
progresssao uterina apds ovariectomia bilateral.

No presente estudo, demonstra-se a involugao estrutural macro e microscopica do grau
de hiperplasia endometrial e das alteragdes morfométricas do tecido uterino acometido por HEC
ap6s a ovariectomia (Figuras 8 e 9). Também observa-se a correlagdo entre a expressao de
receptores de hormonios esteroidais e o grau de HEC, e como ha significativa redu¢ao dos
mesmos a medida que ha involugdo endometrial. Verificou-se ainda reducao dos niveis de Ki-

67 apds ovariectomia, sugerindo regressao do estado inflamatorio.
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Figura 8 - Aspecto ultrassonografico (A), morfolégico macroscopico (B) e histologico (C) de cadela em diestro com
HEC grau III. A: Observa-se [imen uterino (*) distendido por contetido anecogénico de baixa celularidade. Setas
brancas indicam paredes uterinas; B: Presenga de multiplos cistos endometriais (seta preta) distribuidos difusamente
por toda a superficie, associados a secrecdo mucosa a discretamente hemorragica; C: Acentuada lesdo cistica difusa,
com presenca de contetido mucoso (*) alterando a arquitetura normal do endométrio (1: serosa; 2: miométrio; 3:
endométrio).

Figura 9 - Aspecto ultrassonografico (A), morfolégico macroscopico (B) e histologico (C) de cadela seis meses apos
ovariectomia. A: Observa-se lumen uterino (*) sem conteudo. Setas brancas indicam paredes uterinas; B: Auséncia de
cistos endometriais. Observa-se superficie endometrial lisa e regular, sem secrecdo; C: Observa-se endométrio sem
caracteristicas hiperplasicas, glandulas sem dilatagdo evidente (*) e auséncia de estruturas cisticas (1: serosa; 2:
miométrio; 3: endométrio; 4: lamen).
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Em cadelas com formacgdes cisticas visiveis macroscopicamente, observou-se glandulas
de diferentes tamanhos, distribuidas difusamente no endométrio, preenchidas por contetdo
mucoso, com achatamento e progressiva atrofia do epitélio naquelas com extrema dilatagao. Os
achados histolégicos apresentados sdo comparaveis aos encontrados em literatura®'"). No
presente estudo, quatro fémeas em diestro apresentaram multiplas formagdes cisticas, com
acumulo de secre¢do mucosa, hiperplasia do epitélio glandular e perda da estratificagdo
anatomica do tecido endometrial. Tais achados histoldgicos ja foram previamente descritos

como HEC de moderado a elevado grau''" *'

. As mesmas cadelas expressaram maior
percentual de Ki-67, além de elevada marcagao para RE e RP previamente a ovariectomia. Apos
o segundo procedimento cirurgico, apresentaram reducdo significativa do grau de HEC,
espessura endometrial e da marcagao de ki-67 e receptores hormonais. As fémeas com HEC
leve a moderada apresentaram espessamento endometrial acompanhado por pequenas
formacgodes cisticas glandulares, em menor quantidade, sem proliferacdo de células estromais,
ou edema endometrial. Essas mesmas cadelas apresentaram valores baixos a intermediarios de
RE, RP e Ki-67 imediatamente apos ovariectomia. Seis meses apos, apresentaram reducao ou
manuten¢gdo da marcacdo imunohistoquimica, assim como do grau de HEC. No entanto
apresentaram reducdo significativa da espessura de endométrio e miométrio, e da hiperplasia
de epitélio glandular.

Observou-se significativa marcagao dos receptores de ambos os hormdnios, porém com
maior intensidade em células glandulares e do epitélio luminal, antes da ovariectomia.
Verificou-se reducao de RE e RP no endométrio das cadelas, com destaque novamente para as
células do epitélio glandular, uma vez realizada a ovariectomia, acompanhadas pela involugao

(2426} demonstraram que cadelas com HEC e

da hiperplasia endometrial. Estudos anteriores
HEC-P apresentam maiores escores de receptores de hormdnios esteroidais, especialmente nas
células estromais, quando comparados a cadelas na mesma fase do ciclo estral, sem alteragdes
proliferativas. Schafer-Somi et al''”! observaram reducio significativa de RE e RP apenas em
células estromais seis meses apos ovariectomia. Tal divergéncia entre os estudos pode ser
atribuida a diferente fase de ciclo estral das cadelas estudadas. No estudo préviol'”), foram
avaliadas cadelas em anestro, sem caracteristicas de hiperplasia endometrial de qualquer grau,
enquanto no presente estudo, foram analisadas cadelas em diestro, com atividade secretoria
exacerbada pela hiperplasia de glandulas endometriais.

A HEC ¢ uma consequéncia da dindmica interacao entre estrogeno e progesterona, que

provocam desenvolvimento endometrial associada a proliferagdo glandular e intensifica a

atividade secretoria das glandulas endometriais™®). Verificou-se ainda, a transi¢io do epitélio
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superficial do lumen endometrial, de seu estado secretério e hiperplasico, para estado
quiescente. As células cilindricas ciliadas de organizacdo pseudoestratificada foram
substituidas por epitélio simples composto por células cubicas ou pavimentosas. Essas
informacdes suportam a hipotese do importante papel dos hormoénios esteroidais no
desenvolvimento da afeccao.

Os maiores indices de Ki-67 observados no presente estudo sdo os das fémeas em com
maior grau de hiperplasia endometrial. Apesar de bem estabelecido quanto ao seu papel em
afeccoes inflamatorias na medicina humana, ha pouca literatura disponivel sobre Ki-67 no
endométrio de cadelas acometidas por HEC. Reusche®” demonstrou que a afeccio &
acompanhada por uma série de processos desordenados envolvendo proliferacdo e apoptose
celular, que resultam em regeneracdo endometrial insuficiente, assim como descrito na
hiperplasia endometrial em mulheres. Schafer-Somi et al.' verificou auséncia completa da
marcacdo de Ki-67 em células estromais apds ovariectomia nas nove cadelas estudadas,
enquanto verificamos a auséncia completa de Ki-67 em apenas quatro cadelas, no epitélio
glandular, seis meses apds ovariectomia. Destas, duas apresentavam HEC grau I e as outras
duas, HEC grau II, previamente a ovariectomia; seis meses apos, apresentavam HEC de grau [
com importante reducao de espessura do endométrio, da hiperplasia e nimero de glandulas. Os
dados suportam a hipdtese de que, a medida que ha regressao do grau de HEC, ocorre redugao
do estado inflamatorio e proliferativo, representado pela marcagdo de Ki-67, e tendéncia ao
retorno do tecido uterino ao estado de quiescéncia.

Assim como observado anteriormente!'”!

, ndo houve auséncia completa de receptores
hormonais, e marcadores de Ki-67 zeraram em apenas quatro cadelas no tecido glandular, seis
meses apos a ovariectomia. Estes autores!'” identificaram reducio de aproximadamente 22 e
27% de marcacdo para receptores de estrogeno e progesterona, respectivamente, em tecido
uterino de nove cadelas em anestro apds ovariectomia. No presente trabalho, verificou-se uma
redu¢do média de 57% da marcagao de RE e RP em cadelas em diestro com diferentes graus de
HEC. E plausivel afirmar que, proporcionalmente, houve uma maior redu¢io de RE ¢ RP no
presente estudo do que no apresentado anteriormente. No entanto, Schafer-Somi et al.'”’
realizaram ovariectomia em cadelas em fase de anestro, quando espera-se que a atuacao dos
hormonios esteroidais ja seja fisiologicamente menor do que em cadelas em diestro, como nas
utilizadas em nosso experimento. A nosso conhecimento, nao ha outros estudos na literatura
atual que demonstrem a progressdao de receptores de hormonios esteroidais em cadelas apds

ovariectomia em diferentes fases do ciclo estral, o que impossibilita a comparagdo entre a

proporcao de reducao dos receptores hormonais.
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A HEC ¢ uma condi¢ao de carater degenerativo, progesterona-dependente e pode

13281 Anormalidades na expressdo de receptores endometriais de

predispor a piometral
hormonios esteroidais levam a uma excessiva secre¢do e dilatacao glandular com acumulo de
contetido mucoso e formacio de cistos™. Associada a reducdo da perfusdo sanguinea e da
inércia uterina provocadas pelas elevadas concentracdes de progesterona, tais fatores favorecem
a proliferagdo bacterina. Em seis meses, foi possivel verificar que a interrup¢ao da influéncia
de hormdnios esteroidais levou a regressao, ou a interrup¢ao da progressao da HEC. Nenhuma
das cadelas acompanhadas desenvolveu piometra durante o acompanhamento, reafirmando que,

na auséncia de hormonios esteroidais, a piometra nao se estabelece.

Tabela 4 - Resumo de variaveis obtidas por imunohistoquimica, de segmentos uterinos provenientes nas 20
cadelas avaliadas. S1: Ovariectomia + Histeresctomia direita; S2: Histerectomia esquerda.

FASE
GRAU GRAU RE RE RP RP KI67 KI67
1D CADELA CICLO
ESTRAL HEC S1 HEC S2 (S1) (S2) (S1) (S2) (S1) (S2)

Al  Taigra Diestro 2 1 3+ 1+ 3+ 1+ 4% 2%
A2  Mel Diestro 1 1 1+ 1+ 2+ 1+ 3% 0
A3  Amiguinha  Anestro 0 0 1+ 1+ 4+ 1+ 6% 0
A4  Safira Diestro 2 1 1+ 1+ 3+ 1+ 2% 0
A5  Chimana Diestro 3 1 4+ 1+ 4+ 1+ 10% 5%
A6  Mel Diestro 2 1 1+ 1+ 4+ 2+ 3% 0
A7  Ausa Diestro 3 2 3+ 1+ 4+ 4+ 8% 5%
A8  Nina Diestro 2 1 4+ 1+ 4+ 3+ 3% 1%
A9  Yoga Diestro 1 1 3+ 4+ 4+ 2+ 6% 3%
A10 Filo Anestro 0 0 4+ 1+ 3+ 2+ 0 0
All Meg Diestro 2 0 1+ 1+ 4+ 1+ 3% 1%
Al2 Meg Diestro 1 1 4+ 1+ 4+ 4+ 4% 5%
Al3 Luma Diestro 1 1 2+ 1+ 4+ 3+ 2% 4%
Al4 Lola Diestro 2 1 3+ 2+ 1+ 1+ 12% 2%
Al5 Kiara Proestro 0 0 3+ 3+ 4+ 3+ 1% 0
Al16 Shiva Diestro 1 1 4+ 1+ 1+ 1+ 3% 0%
A17 Ninamaria  Diestro 3 1 4+ 1+ 4+ 3+ 9% 2%
Al18 Mel Diestro 1 0 3+ 3+ 3+ 1+ 2% 4%
A19 Sophia Diestro 1 0 3+ 3+ 2+ 1+ 4% 4%
A20 Luna Diestro 3 1 4+ 1+ 2+ 1+ 11% 2%

Tabela 5 - Resumo de variaveis obtidas de ultrassonografia e evolugao histologica das espessuras de parede
uterina total, endométrio e miométrio, aferidas nas 20 cadelas avaliadas. S1: Ovariectomia + Histeresctomia
direita; S2: Histerectomia esquerda.

Corno utE Corno utE Espessura Espessura Espessura
1D CADELA (cm) (S1) (cm) (S2) uterina total endometrial miométrio
Al Taigra 0,93 0,57 Redugdo Redugdo Redugdo
A2  Mel 0,66 0,19 Redugdo Redugdo Redugdo
A3  Amiguinha 0,4 0,3 Redugao Redugdo Redugdo
A4  Safira 0,48 0,4 Redugao Redugdo Redugao
A5  Chimana 0,61 0,57 Redugao Redugdo Redugao
A6  Mel 0,9 0,89 Redugao Aumento Redugdo

A7  Ausa 0,78 0,59 Redugao Redugdo Redugdo




A8  Nina 0,64 0,58 Redugao Redugdo Redugao
A9 Yoga 0,6 0,54 Redugao Redugdo Redugao
A10 Filo 0,59 0,2 Redugao Redugdo Redugao
All Meg 0,88 0,3 Redugao Redugdo Redugao
Al2 Meg 1,26 0,19 Redugao Redugdo Redugao
Al13 Luma 0,87 0,77 Redugao Redugdo Reducao
Al4 Lola 0,53 0,28 Redugao Redugdo Aumento
Al5 Kiara 0,44 0,15 Redugao Redugdo Redugao
Al16 Shiva 0,56 0,33 Redugao Redugdo Redugao
A17 Nina maria 0,59 0,56 Redugao Redugdo Redugao
Al18 Mel 0,81 0,3 Redugao Redugdo Redugao
A19 Sophia 1,73 0,43 Redugao Redugdo Redugao
A20 Luna 0,75 0,3 Redugao Redugdo Redugao

4 CONCLUSAO

A conhecimento dos autores, este ¢ o primeiro estudo a apresentar a regressao da
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hiperplasia endometrial cistica em cadelas apos ovariectomia. Observa-se evidente reducdo do

de pelo menos 50% da espessura total uterina, do endométrio e miométrio em 88% das fémeas

avaliadas. Ha clara redu¢ao da imunomarcagao de receptores de estrogeno e progesterona e ki-

67 no utero de cadelas com HEC apos ovariectomia. Esses fatores evidenciam a tendéncia

uterina de retorno ao estado de quiescéncia e reafirmam a eficacia da ovariectomia como técnica

adequada para castragdo. Sugere-se que em um periodo maior de seis meses, o utero das cadelas

apresente caracteristicas semelhantes ao periodo de anestro. Novos estudos com maior intervalo

entre a ovariectomia e histerectomia sao necessarios para confirmagao da hipotese.
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