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PEREZ MEJIA GABRIELA. Estudio hormonal (Progesterona y  estrogenos);
contenido bacteriano; histologia y micrescopia electrénica de transmisién en ttero de
perras con piometra. Bajo la direcciéon de: MVZ. , PhD. Rosa Maria Piramo R.;
MVZ., MVZ, , PhD. Guillermo Téllez I.; MVZ. , MPA. Carlos F. Esquivel L.

RESUMEN

Se tomaron muestras de 15 perras sanas (grupo testigo) y 15 perras con piometra
espontanea (grupo problema). De ambos grupos se registrd edad y tipo de presentacién de
la piometra. Posteriormente se tomé una muestra sanguinea previa a la cirugia de
ovariohisterectomia, para determinar niveles séricos de Progesterona (P4) y 17B estradiol
(E»). Realizada la cirugia, se colecté muestra del contenido uterino para bacteriologia, y de
tejido endometrial para histologia y andiisis ultraestructural. Los resultados mostraron que
la piometra se presenté en un 66.66% en perras menores de 6 afios de edad. La Escherichia
coli (E coli) se aislo en un 86.66% (13 casos) del contenido uterino de perras con piometra,
encontrando diferencia estadisticamente significativa (P< 0.01) con respecto al grupo sano
(6.66%). Unicamente 4 casos (26.66%) de perras con piometra presentaron Unidades
Formadoras de Colonia de (E coli} en tejido uterino. Los niveles séricos de P; tendieron a
ser mayores en perras con piometra (6.051+8.48ng/ml) en comparacion con perras sanas
(2.890=+3 57ng/ml), no encontrando diferencia significativa. El promedio del nivel sérico de
estrogenos fue superior en perras sanas (79.91£21.06pg/ml) en comparacién con perras con
piometra (31.84+19 41pg/ml). La histologia de petras con piometia mostré una marcada
hiperplasia glandular tipo III (33.33%) y IV (33.33%), observandose células plasmaticas e
infilirado polimorfonuclear; piocitos en 7 casos (46.66%), linfocitos v macrofagos en 2
casos (13 33%).

En aquellos casos en los que la £ coli s6lo estaba presente en contenido uterino, la
hiperplasia obsetvada fue de tipo de tipo II, IIl y IV. Cabe hacer mencién que cuando
estaba presente ademas la E coli en tejido uterino, el dafio histolégico fue mayor, ya que se
encontiaron hiperplasias tipo IV y V, siendo solo en un caso tipo I. En la microscopia
electrénica de transmision se observoé en perras con piometra adenosis, apoptosis, glandulas
con nicleos pleomérficos y gran cantidad de vacuolas; asi como microvellosidades de ia
mucosa endometrial con crecimiento y distribucion irregular. En la membrana
citoplasmicade las células del miometrio se observé un aumento de vesiculas pinociticas, y
el endotelio en general mostré un engrosamiento y presencia de proyecciones
citoplasmicas. Resultan interesantes los hallazgos enconttados en la microscopia
electrdnica, ya que hasta el momento no se han realizado estudios en ttero de perras sanas
ni perras con piometra. En este estudio se concluye que la piometra se puede presentar a
cualquier edad reproductiva de las perras, que parece estar asociada principalmente a la
presencia de E  Coli, y que las altas concentraciones de progesterona y bajas
concentraciones de estradiol podrian favorecer el establecimiento de esta bacteria en el

utero.



PEREZ MEJIA GABRIELA. Study hormonal (Progesterone and estrogen); intrauterine
bacteria; histology and electronic microscopy of transmission in uterus of dogs with
pyometra. Under the direction of: MVZ,, PhD. Rosa Maria Pdramo R.; MVZ.; MVZ., PhD.
Guillermo Téllez1.; MVZ,, MPA. Carlos F. Esquivel L.

SUMMARY

They took samples of 15 healthy dogs (group witness) and 15 dogs with spontaneous
pyometra (group problem). Of both groups she registered age and type of presentation of
the pyometra. Later on she took a previous sanguine sarnple to the ovariectomized surgery,
to determine progesterone (P4) concentrations in the blood and 178 stradiol (E2). Carried
out the surgery, sample of the uterine content was collected for bacteriology, and of having
knitted endometrial for histology and analysis ultra-structural. The results showed that the
pyometra was presented in 66.66% in dogs smaller than 6 years of age. The Escherichia
coli (E.coli) it was isolated in 86 66% (13 cases) of the uterine content of dogs with
pyometra, finding differs statistically significant (P <0.01) with regard to the healthy group
{6 66%). Only 4 cases (26.66%) of dogs with pyometra presented Colony Units of (E. coli)
in uterine fabric. The progesterone concenirations in the blood spread to be bigger in dogs
with pyometra (6 051+8 48ng/ml) in comparison with healthy dogs (2.890+3 57ng/ml), not
finding significant difference. The average of the E2 concentrations in the blood was
superior in healthy dogs (79.91+£21.06pg/ml) in compatison with dogs with pyometra
(31.84+19.41pg/ml) The histology of dogs with pyometra showed a marked endometrial
hyperplasia type T1 (33.33%) and IV (33.33%), being obseived cells plasmatic and
infilttated polymoiphonuciear: leukocytes in 7 cases (46.66%), lymphocytes and
macrophage in less than 2 cases (13.33%).

In those cases in those that the £ coli was only present in uterine content, the observed
hyperplasia was of type type II, III, IV and I (only cas). It is necessary to make mention that
when it was present the £.coli in uterine fabric, the damage histologie was bigger, since
they were hyperplasias type IV and V. With the the electronic microscopy of transmission
it was observed in dogs with pyometra, apoptosis, mitochondrias rounds, glands with
nucleus of outline diverse and great quantity of secretory vesicles; as well as microvilli of
the surface epithelial cell in endometrium with growth and irregular distribution. In the
space inter-celular of the uterine muscle an increase of vesicles of pinocytosis, and the
blood vessels was observed in general it showed an increase of endothelium and presence
of projections from cytoplasm. They are interesting the discoveries found in the electronic
microscopy, since until the moment they have not been catried out studies in uterus of
healthy dogs neither dogs with pyometra. In this study you concludes that the pyometta you
can present to any reproductive age of the dogs that seems mainly to be associate to the
presence of £ coli, and that the high progesterone concentrations and low estrogen
concentrations could to favor the establishment of this bacteria



I. INTRODUCCION

El estado fisico de las hembras interfiere directamente en la produccion, reproduccién,
salud y longevidad; ya que primero deben de satisfacer sus necesidades, para después poder

Hevar a cabo la produccion y reproduccion satisfactoriamente (1).

El ciclo reproductivo de las perras es de gran importancia econdémica para el criador, sin
embargo, la reproduccion canina algunas veces se ve alterada por la presencia de la
piometra, la cual afecta a un porcentaje significativo de las perras, terminando con su
capacidad reproductiva e incluso con la vida del animal, lo que causa molestias y gastos al

propietario.

La piometra €5 un complejo de cambios patoldgicos, que se caracteriza por la presencia de
hiperplasia quistica glandular del endometrio y subsecuente acumulacién de material
purulento en la cavidad uterina (2). Es una patologia que se presenta durante el diestro del
ciclo estial en la perra, pero sabiendo que todas las pertas pasan por esta fase del cicio

estral se desconoce porque algunas perias sufren de esta entidad patologica y otras no (3).

Anteriormente la piometra afectaba casi exclusivamente a hembras adultas de mas de 6
afios. Sin embargo, en afios recientes, en los que se ha incrementado la utilizacién de
hormonas como estrégenos, prostaglandinas y progestagenos paia inhibir el estro o
interrumpir la gestacion, se presenta en hembras mas jovenes, algunas de apenas 2.7 afios

de edad (4, 5, 6, 7).



Se cree que la etiologia de la piometra se debe a persistencia de cuerpo Iiteo (8, 9), a la
administracion repetida de dosis altas de progesterona para terminar con la gestacién no
deseada (10). A desequilibrios de hormonas que inducen a su vez lesiones histolégicas, y a
cambios en el numero y afinidad de receptores endometriales debidos quizds a un
decremento en la expresion de los receptores para estrégenos en las glandulas del

endometrio en perras afectadas con hiperplasia quistica endometrial (11).

De perras con piometra se han aislado diferentes bacterias; sin embargo, la que mas
importancia representa por ¢l dafio que causa en esta patologia es la Escherichia coli, la
cual a sido aislada en mas de un 60% de los casos por varios autores (5, 11, 12, 13, 14).
Pero también se han aislado otras bacterias como Klebsiella, Streptococcus,
Staphylococcus y Pseudomonas; solo que estos aislamientos se han observado en un menor

porcentaje en ei conienido de las perias estudiadas (5, 8, 14).

Dentro de los signos clinicos que la perra presenta, se pueden observar segun el grado de
relajacion del cérvix (abierto o cerrado), depresion, polidipsia, poliuria, anorexia, vomito,
abultamiento del abdomen (cérvix cerrado) y seciecion vulvar (cérvix abierto) (2). Cuando
la piometra se presenta con el cérvix cerrado, en diestro, se llega a confundir con una
gestacion; lo cual significa pérdidas econdmicas al duefio, tanto por la pérdida de las
camadas que consideraba producii, v ademas porque se cambia el tipo de manejo que
ordinariamente se le da a una perra no gestante, uno de esos cambios incluye la dieta, que
en el caso de 1a perra gestante es mas cara por ser de mejor calidad. Ademas el problema se
torna mas setio, porque se esta confundiendo una situacion fisiologicamente normal como

seria una gestacion con una patologia que puede traducirse en una pérdida ya no tan solo de



la productividad sino hasta de la vida del animal, ya que se llegan a dar cuenta de la
presencia de la piometra hasta que el animal ya ésta muy enfermo y con un prondstico nada

favorable.

El diagnéstico de la piometra se puede realizar con la ayuda de diversos andlisis de
gabinete como son: radiografia y ultrasonido, en donde se observa el itero aumentado de
tamafio y con contenido de material radio-opaco; citologia vaginal exfoliativa, la cual
permite observar los cambios celulares que se presentan durante el ciclo estral en la perra,
ya que al presentarse la piometra durante el diestro, se espera ver en su mayoria células
parabasales caracteristicas del diestro (15, 16, 17); y quimica sanguinea la cual mostraria un

posible dafio en 11fi6n, dando como resultado el aumento de creatinina sérica y de proteina

total (2).

Algunos trabajos se han enfocado al estudio de la probable etiologia de 1a piometra, para lo
cual se han estudiado las concentraciones de estrogenos y progesterona (6, 10, 17, 18, 19,

20), relacion de Escherichia coli con la presentacion de la piometra (8,11, 13, 20, 21, 22).

El objetivo del presente tiabajo fue describir a nivel ultraestructural las lesiones tisulares
que se presentan durante la piometra, evaluando su relacion con la presencia de distintos

agentes etioldgicos, asi como las concentraciones de hormonas esteroides circulantes.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomia del aparato reproductor de la hembra

El aparato reproductor de la hembra esta formado por los drganos internos y externos:
- Organos internos: 2 ovarios, 2 tubas uterinas, tero, cérvix, vagina y vestibulo vaginal.

- Organos externos: clitoris y vulva (23, 24).

En la cavidad abdominal los 6rganos reproductivos se sostienen gracias al ligamento ancho, el
cual esta unido a la parte craneal de la vagina y se contintia con el mesovario que sostiene al

ovario, el ligamento mesosalpinx sostiene al oviducto y el ligamento mesometrio sostiene al

titero (24, 25, 26, 27).

2.1.1 Ovarios

En las hembras caninas los ovarios son pequefios de forma oval alargados y aplanados.
Presentan una longitud media de 2em. encontrdndose situados de 1.5 a 2 5 cm caudales al rifion
a la altura de las vértebras lumbares: LIII y LIV (24, 25, 26, 27). Los ovarios se encuentran
completamente envueltos con una bolsa peritoneal, la cual se conoce como bolsa ovérica, esta
presenta una hendidura que se abre centralmente. La bolsa ovérica se contimia con el

mesosalpinx vy el ligamento propio del ovario, conocido como mesovatio (24, 25, 27).

2.1.2 Oviductos

Los oviductos son tubulares, con una longitud de entre 5 a 8 em. Al principio cursan
cranealmente por la parte lateral de la bolsa ovérica y caudalmente por la parte medial de la
misma; la cual es ligeramente flexible. Su fimbria asienta en la bolsa ovarica y parte de ella

protuye a trzavés de la abertura de la bolsa. Los oviductos estan formados por 3 porciones:

Infundibulo: Tiene forma de embudo, esta proximo al ovario, y es el encargado de captar al

ovocito cuando éste es liberado.



Ampula: Es la porcion media del oviducto y su lumen es de didmetro mas amplio al del istmo,
en este sitio ocurre la fertilizacion. '
Istmo: Es el extremo caudal del oviducto, que se une al utero por medio de un orificio muy

pequeilo (24, 25, 27).

2.1.3 Utero

£l utero de la perra es bicornual. El cuerpo del utero es muy corto, pero presenta unas tubas
uterinas extremadamente largas (en una perra de talla mediana el cuerpo del Utero mide en
promedio 2 a 3 cm y las tubas uterinas 12 a 15 cm de largo), las tubas uterinas presentan un
diametro uniforme, siendo casi rectas y situandose totalmente dentro del abdomen.
Histologicamente el dtero esta formado por una capa serosa o perimetrio, una capa muscular o

miometrio y una capa mucosa o endometrio, encontrandose en ésta ultima glandulas tubulares

simples (23, 24, 25, 27).

2.1.4 Cérvix

El cérvix separa al utero de la vagina evitando el contacto del lumen uterino con el exterior

(excepto durante el estro y el parto) (24, 23, 26, 27).

2.1.5 Vagina

La vagina es relativamente grande, estrecha cranealmente, se encuentia situada entre el cérvix

y el vestibulo (24, 25).

2.1.6 Vestibulo

El vestibulo vaginal conecta la vagina y la entrada de la uretra con la abertura genital externa.

La perra carece de glandulas vestibulares mayores(24, 25, 27 ).

2.1.7 Clitoris
El clitoris se localiza en la parte ventral de la entrada del vestibulo, el cuerpo del clitoris es

ancho y plano, tiene de 3 a 4 ¢m de longitud en un animal de talla media, no presenta

estructuras eréctiles, esta infiltrado de grasa (24, 25).



2.1.8 Vulva
La vulva esta compuesta por dos labios gruesos que forman una comisura ventral puntiaguda.
Presenta un musculo constrictor de la vulva el cual es relativamente débil, que continia dorsal

con el esfinter anal externo y rodeando a la vulva y al vestibulo (24, 25).

2.2 Irrigacion e inervacidn del aparato reproductor de la perra

La irrigacién esta dada pot ramas de la arteria pudenda interna:
a) Arteria y vena urogenital.- rama craneal forma la arteria y vena uterina.
- rama caudal forma la arteria y vena vaginal.
b) Arteria y vena perianal.
¢) Arteria y vena del clitoris.
d) Arteria y vena vestibular.

e) Arteria y vena ovarica,

La inervacién esta dada por el nervio perianal y el nervio dorsal del clitoris: ramas
provenientes del nervio pudendo. Estas ramas se distribuyen por utero, vagina, vestibulo,

vulva, labios y clitoris (24, 25, 26).

2.3 Endocrinologia de la hembra canina

2.3.1 Ciclo estral de la perra
La perra tiene un ciclo estral de tipo monoéstrico, presentando algunas razas 2 y otras 3 ciclos

por afio (28, 29). Este ciclo se divide en 4 etapas: Proestio, estto, diestro y anestro (28, 29, 30)



2.3.2 Proestro

Se caracteriza por ser la fase durante la cual la hembra presenta edema vulvar, mucosa vaginal
rosa palida, secrecidn vaginal sanguinolenta, miccion frecuente, atraccidon al macho sin
aceptacion. Esta etapa dura de 3 a 20 dias y termina con la entrada del estro (aceptacion al
macho) (29). Durante el proestro, el 178 estradiol (E7) se incrementa desde 7 pg/ml hasta
alcanzar 70 pg/ml un dia antes del pico maximo de hormona luteinizante (LH) (28, 29, 31). El
pico de LH se presenta 24 a 48 hrs. antes de la ovulacidn, alcanzando en el primer estro 23.1

4 2 ng/ml y en estros posteriores hasta 51 6 = 6 9 ng/mi (30).

2.3.3 Estro

La duracion del estro es de 3 a 20 dias, sus signos son: edema vulvar, mucosa vulvar rosa
palida, secrecion vaginal, la cual puede seguir siendo sanguinolenta y tornarse en algunas
perras amarillo-pajiza. Durante el estro la perra atrae y acepta al macho. El estro termina

cuando la hembra deja de ser receptiva (26, 29).

La ovulacion se produce 24 a 48 horas después del pico de LH (5, 32). En esta especie existe
una secreciéon preovulatona de P4, la cual proviene de la luteinizacién de los foliculos
preovulatorios. Segun los trabajos de Concannon (30), la concentracion de P4 en plasma el
dia anterior a la ovulacién, es de 0.8 ng/ml ., el dia de la ovulacién 1.6 ng/ml y un dia después
de la ovulaciéon 2 6 ng/ml. Para esta misma etapa, Hadley (10) informa haber encontrado

niveles de P4 citculante al principio del estro de 0 2ng/ml y al final de 0.6ng/ml.

2.3.4 Diestro

Este periodo tiene una duracion promedio de 100 dias en la perra vacia, reduciéndose a 63 dias
en la perra gestante. El diestro inicia al terminar el estro y termina con la regresion del cuerpo
liteo. En esta etapa se observa plegamiento vulvar, no hay secrecion vaginal, la mucosa

vaginal se encuentra palida con pliegues longitudinales (29).

Para el dia 25 de diestro la concentracion de P4 alcanza los 22.9 ng/ml en un ciclo normal y
paia el dia 30 disminuye a 199 ng/mi. Hasta aqui no se observan diferencias significativas en

la histologia entre un ttero gravido y uno no gravido (10); sino hasta después del dia 30 de



diestro, que ¢s cuando normalmente en la hembra con utero vacio baja la concentracién de Py4
en plasma sanguineo hasta a menos de 1 ng/ml (5). En cambio, en una hembra con utero
ocupado ya sea por gestaciéon o por una piometra las concentraciones de P4 continian
elevadas, bajando al momento del parto en una hembra gestante al dia 60; o continuando

elevada aun después del dia 60 en hembras con piometra (10, 30, 31, 32, 33).

2.3.5 Anestro
El anestro dura de 3 a 9 meses, tiempo durante el cual la vulva se encuentra plegada, la mucosa
vaginal se encuentra pélida con pliegues longitudinales, no hay secrecion vaginal ni atraccion

al macho (26, 28, 29). Los niveles de E» y P4 se encuentran en su etapa basal.

2.3.6 Estrogenos

Esta hormona esteroide es producida en el ovario en las células de la teca interna y granulosa
del foliculo (26). Los efectos del estrogeno incluyen manifestaciones conductuales, como la
receptividad al macho, asi como crecimiento del epitelio glandular del endometrio, cambios
histoldgicos en el epitelio vaginal, induccién de diapédesis de eritrocitos hacia la luz uterina
duranie el estro (5, 31, 34, 35). Ademads los estiégenos inducen una sensibilizacidn del utero a

los efectos de la P4 al inductr la formacion de sus receptores (5, 6, 30, 34).

Durante el proceso del parto los estrégenos potencializan los efectos de la oxitocina y

prostaglandinas en el miometrio (33).

2.3.7 Progesterona (P,)

Esta hormona esteroide, se produce también en el ovario, en las células grandes del cuerpo
luteo (26, 36). Actua mediante receptores intracelulares en sus drganos blanco (37). Los
complejos progesterona-receptor estan asociados a sitios de ligaduras nucleares, la sintesis del
receptor de P4 depende de la accion de los estrogenos, y al parecer es posible que la Py
desensibilice al utero de los efectos de los estrogenos (38). Dentro de las funciones que tiene la
P4 duiante el diestro esta: estimul.ar junto con los estrogenos el crecimiento del epitelio
glandular uterino y de glandula mamaria, asi como mantener el cérvix cerrado. Se ha

observado que si antes de aplicar exégenamente P4 se les aplica E7 a las perras, estas hembras
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presentan una respuesta estimulatoria endometrial con dosis bajas de P4 (39). Durante la
gestacion la progesterona estimula a las glandulas endometriales para producir la leche uterina

que sostiene al embrién.

Ademés, por ser una hormona con propiedades inmunosupresoras mantiene la gestacion al

impedir que el contenido uterino sea rechazado (6, 10, 26).

En la perra la administracion prolongada de P4 exdgena provoca hiperplasia quistica glandular,
misma que se observo al utilizar multiples aplicaciones de acetato de medroxiprogesterona
para posponer el estro (8, 37), provocando una marcada estimulacion del endometrio, dando
por resultado un aumento de tamafio y peso del ttero ocasionados por una hipersecrecion
endometrial (30, 35, 36, 37). En 1958 Dow (8) y en 1974 Sokolowski (38) y Zimbelman,
observaron que a mayor cantidad de P4 administrada exdgenamente, aumentaba ¢l numero de
quistes y se incrementaba la reaccion inflamatoria en el endometrio, y que esta endometritis era

parecida a la que se presenta cuando ocurre un diestro natural.
Una de las formas de medir la capacidad funcional del cuerpo luteo, es a través de la medicién

de P4 por medio de la técnica de Radioinmunoensayo (39). Estas mediciones se pueden

realizar tanto en plasma cémo en suero o en leche (40).

2.4 Piometra

En la actualidad se ha incrementado la incidencia de piometra en pertas jovenes a las que se les
han inyectado estrogenos con el fin de evitar gestaciones después de la monta no deseada (2, 5,
41). En éstos casos se ha sugerido que la alteracion de los niveles fisiolégicos normales tanto de

P4 como de estrogenos es la causa determinante que desencadena la disfuncion uterina (5, 6,

A1),

En la mayotia de los casos de piometra espontinea se ha observado que la presentacion de

piometra se acompafia de hipetplasia quistica endometrial, debido a la estimulacién hormonal
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al tejido uterino (8, 36, 41). Esto también ocurre de manera similar en el caso de la utilizacion

de progestagenos sintéticos (20, 30, 35, 36, 37, 42, 43).

En perras con piometra, los niveles de P4 se encuentran aparentemente normales antes del dia

30 de diestro (19, 29, 30, 33).

El compiejo hiperplasia quistica endometrial-piometra se considera un defecto endocrino que
afecta la fertilidad de la perra y que se presenta unicamente cuando la hembra esta en diestro (2,
4,12, 42, 44). En este complejo, el factor importante es el grado de apertura y relajacion del
cérvix. Cuando el cérvix esta relajado y abierto el signo caracteristico es la secrecion vaginal;
pero en el caso de que el cérvix permanezea cerrado el animal presenta distension abdominal,
anorexia, depresion, poliuria y polidipsia. En grados mds severos hay presencia de vémito y

septicemia (8, 21, 45). Otro dato interesante es que puede presentarse sin haber recibido cruza.

En cuanto a endocrinologia se tefiere, Dow (8), encontré que la administracion prolongada de
P4 exdgena, provoca una hiperplasia quistica glandular a nivel endometrial, la cual evoluciona
hasta causar piometra. El complejo hiperplasia quistica endometrial-piometra se ha clasificado

en 4 tipos, mismos que se describen brevemente mas adelante.

El hecho de que la piometia se presente generalmente durante el diestro, cuando las
concentraciones de P4 son elevadas, aunado al conocido efecto del desarrollo de hiperplasia
quistica y piometra en respuesta a la administracion de progestagenos exdgenos, sugiere que la
piometra se desarrolla como respuesta a niveles excesivos de Py exdgena o enddgena circulante.
También es posible que la piometra no solo sea el resultado de un exceso de progesterona, sino
de una respuesta anormal a la hormona por patte del endometrio (6, 46, 47). Existe una gran
semejanza entre los niveles de P4 en hembras gestantes v con piometia hasta el dia 60; pero
después este periodo en la perta sana ocuite ¢l parto y sus niveles de progesterona disminuyen,
lo cual no ocurre en las perras con piometra, en las cuales continua la concentracion de

progesterona igual aun después del dia 60 de diestro (6, 29, 30).

En investigaciones bacteriologicas en petras con piometra realizadas por Dow (8), asi como por

Christiansen y Schmidt (32), se observé que en el contenido del utero de una perra con piometra
12



es comun encontrar contaminacion con Escherichia coli (E. coli), aun cuando en algunas

hembras con piometra €l contenido uterino es estéril (4, 5, 8, 48, 49).

Lo que hace mas critico el problema de la piometra, es que por lo general se deja avanzar hasta
grados muy severos antes de ser diagnosticada, ya que se presenta durante el diestro, por lo que

el aumento del volumen abdominal se confunde con una gestacion (10, 45).

La piometra inutiliza al animal como reproductor, y en grados avanzados puede incluso
ocasionar la muerte por septicemia, glomerulonetritis e inclusive una peritonitis ocasionada por
ruptura uterina (4, 5, 6, 8, 28, 46) De ahi la importancia de ser diagnosticada a tiempo y de ser

posible evitar una posible contaminacién bacteriana durante el estro.

En el diagnostico de la piometra el uso de la citologia vaginal exfoliativa es una técnica muy

utilizada en las perias para determinar la etapa del ciclo estral en que se encuentran ya que por

comportamiento o signos externos esto no resulta muy claro, pues no se correlacionan en forma

precisa dichos cambios con los eventos hormonales que se estan llevando a cabo (16, 17, 50).
2.5 Clasificaciones utilizadas para el estudio de la piometra

2.5.1 CLASIFICACION DE LA PIOMETRA SEGUN DOW

La clasificacion de la piometra segun Dow (8) es de 4 tipos:

Tipo I
Hiperplasia endometrial quistica: Ocurre en perras de mediana edad. El endometrio se

encuentra engrosado y marcado con numerosos quistes translicidos sin produccion de pus. No
tiene una signologia acentuada (2, 8) La acumulacién de secreciones y falta de contracciones,
resulta ser un ambiente ideal para la proliferacién de bacterias oportunistas, que ya se
encontraban en el Gtero, o que durante la monta hayan penetrado de la vagina hacia el utero (6).
Del moco presente en el lumen uterino de perras con piometra, se ha aislado principaimente la

bacteria E. coli, la cual se menciona que tiene una alta afinidad por el epitelio winario y
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tropismo hacia los receptores endometriales para la progesterona (4, 5, 6, 8, 51, 52). La £ coli

se ha aislado de la vagina de hembras sanas, pudiéndose considerar parte de la flora vaginal

normal (53, 54, 55).

Tipo 1
Los signos que presenta el animal son malestar, anorexia, secrecién vaginal de fluido mucoso
que vatia de un tono claro hasta color rojizo y edema vulvar (8).

El cérvix comunmente esta abierto. El lumen uterino contiene poca cantidad de mucosidad

clara a rojo palido (5, 6, 21, 46, 47).

Hay una hiperplasia endometrial quistica con infiltracién difusa de células plasmaticas. Se ha

detectado la presencia de £ coli y Staphylococcus sp. (8).

Ocurre en los primeros 40 dias de diestro. La hiperplasia endometrial quistica se acompafia de
una reaccion inflamatoria aguda del endometrio; el tamafio del utero y los signos clinicos
dependen del estado de relajacion del cérvix, puede haber una descarga vaginal visible, la cual

puede ser intermitente (8)

Unicamente en el caso de la piometra abierta, en los frotis vaginales se observan muchos
neutréfilos con células vaginales caracteristicas del diestro.

Las bactenas aisladas son: £ coli, Staphylococcus y Streptococcus.

Tipo IV

Se observa una endometritis crontca en la cual el cérvix puede estar abierto o cerrado. Si el
cérvix esta abierto se presenta una secrecion vaginal crénica, los cuernos uterinos no se
encontraran aumentados de tamafio pero sus paredes estaran engrosadas con hipertrofia
miometrial v fibrosis, en donde existira pus en pequeiias cantidades. Si el cérvix esta cerrado,
el utero se encontrard muy distendido con paredes delgadas; el endometrio esta atrofiado
existiendo un infiltado de linfocitos con células plasmaticas. Frecuente, los sintomas se

exacerban segun la edad del animal y la duraciéon de 1a piometra (8).
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Se encuentran en contenido uterino las siguientes bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus -haemolytico (5, 8, 32, 56), y en algunas ocasiones Proteus sp. (5,
28, 46).

2.5.2 CLASIFICACION SEGUN JOHNSON

A pesar de que observé diversos grados de piometra, Johnson (49) Ila clasifico en 2 tipos

{inicamente:

Piometra abierta
Es aquella en la que el cérvix permanece abierto, se observa una secrecién vaginal que puede

ser mucosa a mucopurulenta, esta descarga evita que haya un aumento de volumen abdominal.

Piometra cerrada

En este tipo de piometra el cérvix permanece cerrado, no se observa secrecién vaginal, dando
como resultado una signologia mas clara, en donde se aprecia un aumento en el volumen

abdominal.,

2.5.3 CLASIFICACION SEGUN RIECK

El investigador Rieck (46) le llamo complejo hiperplasia-endometrial y divide la piometra en 3

tipos:
Tipo. 1

Piometra tipica o endometritis crénica purulenta acompafiada con zonas atréficas.

Tipo 2
Piometra en donde el utero comienza a perder su forma normal, hay evacuacion espontanea del

contenido uterino. Endometritis crdnica purulenta con presencia de hiperplasia.
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Tipo 3

La piometra ocasiona que el Gtero presente formas persistentes en su anatomia e histologia, en
donde el cardcter reversible de la entidad no es posible a causa del extenso dafio en las capas

mucosa y muscular de! utero.

2.5.4 CLASIFICACION MACROSCOPICA SEGUN NOMURA

Nomura (44) clasificé a la piometra segin la forma que presentaba el Gterc, ca nueve

categorias (Ver cuadro 1):

1.- Apariencia normal Semejante al utero sano.

2.- En forma de dos peras invertidas, esto es cuernos pletoricos muy dilatados de la parte media
craneal sin estrangulamientos.

3.- En forma de dos salchichones, tubas uterinas pletoricas dilatadas en toda su extensién sin
estrangulamientos,

4.- Tubas uterinas pletdricas, dilatadas en forma de salchichén con 1 estrangulamiento ligero
en cada tuba.

5.- Tubas uterinas pletdricas, en forma de salchichén con mas de 2 estrangulamientos;
semejando una gestacion en su ultimo tercio.

6.- Forma mixta; una tuba uterina pletérica dilatada sin estrangulamiento y la otra tuba
también dilatada pero con dos o mas estrtangulamientos.

7.- Ambas tubas uterinas pletdricas con mds de dos estrangulamientos, semejante a un chorizo.

8.- Forma mixta en donde una tuba uterina presenta varios estrangulamientos bien marcados y
la otra presenta dilatacién con estrangulamientos poco definidos.

9.- Presenta una dilatacién en la parte craneal de las tubas uterinas, siendo el resto de
apariencia normal.

Cabe mencionar que Nomura (44) cree que la forma de la piometra varia con el grado
patologico de la misma; empezando con una apariencia normal y continuando sucesivamente la
dilatacion hasta alcanzar una forma pletdrica, muy dilatada sin estrangulamientos e inclusive si

la piometra no es atendida, se puede llegar a reventar el utero causando una peritonitis,
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Cuadro 1. Clasificaciéon de la piometra seglin Nomura (44)

1 -2 3




Cuadro 2. PATOGENESIS Y PATOFISIOLOGIA DE LA PIOMETRA

Ovarios normales o anormales Contaminacién microbiana
Hiperplasia quistica endometrial ascendente en sistema urinario
u Organos genitales externos

PIOMETRA
Con produccién y liberacion
de toxinas bacterianas

/ Tejido hematopoyético: Anemia,
Efecto celular leucocitosis con neutrofilia con Rifiones: Glomerulonefritis
En el metabolismo desviacion a la izquierda regene dafio tubular renal

vy la circulacidn rativa /
Higado: Degeneracion de

hepatocitos. Poliuria o Deshidratacion
Pulmoén: Edema y en los casos electrolitica
severos congestion, ¢
Polidipsia
v
Sindrome de perfusién; Pérdida de Sindrome de
Choque séptico electrolitos petfusion:
Deshidratacién
y choque

Tomado y modificado de: Bergljot Borrensen (4) Nord, Vet.- Med. 1975, 27, 508-517

2.6 Escherichia coli (bacilo del colon)

Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1885 a partir de heces de nifios. Se trasmite por el
agua y alimentos contaminados por materia fecal. Es un bacilo corto de 0.5y por 1.0-3.04
variando de formas cocoides hasta filamentosos (53). Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es
una enterobacteria Gramm negativa (rojo), tiene membrana externa cuya constitucion es similar a

cualquiet otra membrana bioldgica (fosfolipidos v proteinas) y posee un alto grado de endotoxinas
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(lipopolisacaridos), es un organismo que no presenta agrupaci6n definida, es facultativo, mévil y

posee capsula (53, 56).

Las enterobacterias son habitantes del tracto gastrointestinal de animales y hombre. Son
eliminadas por heces. Al presentar cépsula bacteriana, esta le permite resistir el paso del tracto

intestinal, ascienden por e invaden el tracto genito-urinario, adhiriéndose a la mucosa y

proliferando en ella (53, 56).

La E coli puede actuar como un patdégeno oportunista. Provoca un infiltado de células
inflamatorias y lesiones de moderadas a severas. Tiene factores de urovirulencia (UVFs),
provoca fibrosis, hemorragia ¢ invasion a tejidos y rifién, provocando ademds en este qltimo
necrosis papular (51, 52, 54). Esta bacteria se considera productora de exudades purulentos.

Durante el periodo agonico de muchas enfermedades, invade sangre y produce septicemia (52,

54).

Produce enterotoxinas, una termolabil y una termoestable, ambas poseen un plésmido
determinado; La termolabil (ETEC) se ha demostrado que tiene la habilidad de estimular tejidos
glandulares enddcrinos como son glandulas intestinales y producir cambios morfoldgicos en el
tejido (11). Ciertos serotipos tienen un tropismo intestinal; pero la toxina enteropatégena (EPEC)
degrada el epitelio intestinal, aparentemente, poseen un ensamble de genes especificos
reagrupados sobre el cromosoma bacteriano formando un islote de patogenicidad denominado
LEE (foco de ataque enterocitico), y capaz de provocar la aparicion de una lesion histologica,
denominada lesién de ataque, caracterizada por la desaparicion de microvellosidades de

enterocitos y por el ataque intimo de la bacteria en la membrana citoplasmatica (54, 55).

Recientemente las cepas EPEC han sido identificadas gracias a la utilizacion de sondas genéticas

en una coleccién de cepas de £ coli de origen canino y felino (55).

Aun cuando se han realizado antibiogramas especificos para E. coli en donde se ha observado que
esta bacteria es sensible a la gentamicina y ciprofloxacina (49, 53), estos antibioticos no se pueden
utilizar durante el periodo de diestro ya que si hubieta una gestacién producirfan dafios

teratogénicos a los fetos.
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HIPOTESIS.

Los niveles plasmaticos de progesterona se encuentran mas elevados en hembras con

piometra que en hembras sanas.

Los niveles de estrogenos se observan maés elevados en perras sanas que en perras con

piometra.

La Escherichia coli dafia la histologia del endometrio.

La arquitectura celular de glandulas endometriales se altera en perras con piometra.
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OBJETIVOS.

Identificar en el contenido uterino la presencia de Escherichia coli y realizar una

correlacién con el dafio histologico observado.

Conocer los cambios hormonales (17 B estradiol y progesterona) y su relacion con la

presencia bacteriana en perras con piometra.

Identificar los cambios ultraestructurales en el utero de perras con piometra con relacién al

de perras sanas.
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[II. MATERIAL Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El trabajo se llevo a cabo en los Departamentos de Reproduccién e Inseminacién
Artificial, Patologia y Produccién animal: Aves, de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

3.2 ANIMALES

Para este estudio de selecciond a un grupo de 15 perras sanas (grupo testigo) y un
grupo de 15 perras con piometra, en ambos grupos se verifico que estuviesen en etapa
de diestro, que tuvieran duefio y provinieran del drea metropolitana de la Ciudad de
México D .F. La seleccion de las hembras tanto sanas como enfermas se hizo al azar de

acuerdo al método utilizado por Chaffaux and Thibier (20).

Las 15 perras sanas (grupo testigo) se llevaron a clinicas veterinarias para que se les
efectuara la Ovariohisterectomia (OVH) por no desear su reproduccion. Las perras
con piometia, se obtuvieron de la misma manera, pero en su caso se presentaron con
signos de enfermedad A los propietarios de estas perras se les solicité la donacion de

los uteros extirpados para que formaran parte de éste estudio.

3.3 DIAGNOSTICO

Las perras con piometra fueron inicialmente diagnosticados por su médico veterinario
zootecnista de acuerdo a los signos clinicos: abdomen distendido, polidipsia, poliuria,
depresion vy ademas secrecidon vaginal en las de cérvix abierto, confirmando por
citologia vaginal exfoliativa, 1ayos X o ulti'asonido, para entonces ser referidas al
Departamento de Reproduccion Animal y ser incluidas en esta investigacion

En las perras sanas y enfermas se determiné el diestro por medio de citologia vaginal

exfoliativa (16, 17, 50).
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3.4 TIPO DE PRESENTACION DE PIOMETRA

Se registr6 el tipo de piometra que presento cada animal de acuerdo a la clasificacién
de Johnson (49), ya sea presentacidn con cérvix abierto o cerrado. Y de acuerdo a la
clasificacion de Nomura (41), en cuanto a distribucion de 1a secrecion en el Gtero: en

uni o bilateral, asi como las caracteristicas macroscopicas del tero de acuerdo al

cuadro No 1.

3.5 CITOLOGIA VAGINAL EXFOLIATIVA

Las muestras se tomaron por medio de un hisopo de plastico flexible, con punta de
algoddn, de 15 cm de largo y estéril. Estas células se depositaron en una laminilla de
vidrio, rodando el hisopo en 3 lineas diferentes a lo largo de la misma. El siguiente
paso consistio en fijar éste {rotis con alcohol de 96° por un periodo de 10 minutos.
Posteriormente se procedié a tefiirla, utilizando la tincion de Diff Quick. Se observéd y

evaluo en el microscopio con el objetivo de 20x.

3.6 ETAPA DE DIESTRO

Los dias de diestro se tomaron en cuenta para que en ambos grupos hubiesen perras en
la misma etapa de acuerdo a la informacion de Linde Forsberg (57) de que el diestro
inicia 9 dias después del cese del sangrado vaginal Esto se confirmé con la citologia

vaginal tomando ese dia como dia cero.

3.7 EDAD
La edad se registz0 en tres categorias: pertas de entre 10 meses a 2 afios, pertasde 3 a 6
afios y pertas de mas de 7 afios; para determinar el niimero y porcentaje de perras que

presentan la piometra a edad temprana.
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3.8 MUESTRAS SANGUINEAS.

A las perras se les tom6 una muestra de sangre de 3 ml antes de la cirugia (39, 38),
tomandose de la arteria antebraquial con un Vacutainer” sin anticoagulante (20, 39).
Las muestras se centrifugaron a 3000 1pm durante 15 minutos para separar el plasma

del paquete celular, congelandose a -20°C hasta su analisis.

Por problemas en ¢l suministro eléctrico de los congeladores en que se encontraban
las muestras de suero, se dafiaron algunos viales. Por esta razdn solamente se pudieron
medir las concentraciones de progesterona en 14 perras del grupo sano y 15 del grupo
con piometra. En el caso de estrégenos solamente fue posible realizar las

determinaciones en 10 perras del grupo sano y 5 del enfermo

3.9 BACTERIOLOGIA

Por medio de un bisturi estéril y bajo condiciones de asepsia, al utero extirpado se le
realizd un corte en la bifurcacion del utero por donde se introdujeron
aproximadamente 12 cm de un hisopo estéril de plastico flexible de 15 cm de largo,
dirigiéndolo hacia ambas tubas uterinas para colectar el contenido uterino rozando al
mismo tiempo el endometrio. Este hisope se introdujo en un medio de transporte
Stuart' el cual se identificé con el mimero de la perra y el grupo al que pertenecia. En
¢l laboratorio se transfirid el hisopo a un caldo nutritivo de enriquecimiento (infusidén

cerebro-corazén)' para cultivo bacteriano, incubandose a 37°C por 24 hrs,

El siguiente paso fue utilizar el hisopo para sembrar en Agar MacConkey* por 24
horas a 37° obteniéndose asi la purificacién bacteriana, continuando con las pruebas
bioquimicas especificas para la identificacion final de £ cofi (Agar de hierro y triple
azucar: TSI, Citrato de Simmonsl, tII‘eaz, Azufre e indol; STM! y Agar de hierro-lisina:

LIA, las cuales se incubaron a 37°C por 24 his. (53, 59).

* Becton Dickinson Vacutainer Systems
1 Bioxon
2 Merck KGaA
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Después de haberse tomado la muestra del hisopo, se procedié a obtener una muestra
del tejido uterino, de la zona mas dafiada, la cual se homogenizé y diluyd (1:10 a
1:10,000,000), estas diluciones fueron esparcidas en placas de Agar Mc Conkey e
incubadas a 37° C por 24 hrs Pasado ese tiempo se observé qué placas habian tenido
crecimiento bacteriano, el cual fue cuantificado por colonias (Unidades Formadoras de
Colonias = UFC) y posteriormente identificadas mediante las pruebas bioquimicas
antes mencionadas con el fin de identificar en que porcentaje de las perras estaba

involucrada directamente la £. coli en el tejido endometrial

3.10 CARACTERISTICAS DEL ENDOMETRIO.

Una vez tomadas las muestras para los diferentes estudios mas adelante mencionados,
se procedio a retirar la secrecion uterina con agua estéril. Una vez limpio el ttero, se
anotaron las caracteristicas que presentaba el endometrio: Tales como aspecto de la

mucosa, plegamientos y estructuras irregulares observadas a simple vista (60).
3.11 DETERMINACIONES HORMONALES.

3.11.1 17 8 Estradiol (E;).

La evaluacion de E; en el plasma sanguineo, se hizo por el método de
radioinmunoanalisis (RIA) en fase solida descrito por Turzillo (61).

El coeficiente de variacion (C.V.) intra ensayo para la dosis de 20pg obtuvo una media
de 20.856pg/ml (1.03 conun C V. de 4 95%) v para la dosis de 1000pg se obtuvo una
media de 1166 5pg/ml (494 con un CV. de 042%). Teniendo este ensayo una

sensibilidad de 10pg/ml.

3.11.2 Progesterona (P,).

La Py fue determinada por medio de RIA fase sélida utilizando el Kit DPC* (*DcPe
COAT-A-COUNT | PROGESTERONE) 0 lizada segin Srikandakumar (39). El C.V. intra ensayo
para P4 de la dosis de 0.5ng con una media de 0 466ng/ml (0.007 con un C.V. de
1 .51%) vy a dosis de 20 Ong la media fue de 19 70ng/ml (1.05 con un C.V. de 5.35%).
Teniendo este ensayo una sensibilidad de 0.125 ng/ml.
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3.12 HISTOLOGIA

Se tom¢ una muestra de dos centimetros cubicos del Gtero de la zona mds afectada, la
cual se fij6 en formalina al 10% para el estudio histoldgico, en donde se determind el
grado de lesién que presentaban las hembras con piometra, realizandose la histologia
segun la técnica de Luna (62), utilizada en la seccién de histologia, del Departamento
de Patologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UN.AM. En dicha
técnica se utilizé tincion de Hematoxilina-Eosina como tincién primatia y Gram asi

como PAS como tinciones secundarias en los casos en donde se observd presencia de

bacterias (62, 63).

3.12.1 Clasificacién histologica:

Los hallazgos histologicos de la piometra se clasificaron de acuerdo a la extensién de

la lesion en los siguientes grados:

Grado 1.- Dilatacién glandular inicamente.

Grado II.- Hiperplasia del epitelio glandular en un 20% e infiltrado inflamatorio.

Grado III.- Hiperplasia de epitelio glandulai, en un 40% e infiitrado inflamatorio.
Grado IV.- Hiperplasia del epitelio glandular en un 60% ¢ infiltrado inflamatotio.
Grado V- Hiperplasia del epitelio glandular en mas de un 60% e infiltrado

inflamatorio.

3.13 MICROSCOP{A ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Se tomé 1 muestra de 5 mm cuadrados de superficie de tejido uterino de la zona mas
afectada de cada una de las perras; esta muestia se secciond a 1 mm de didmetro para
posteriormente introducitla en un tubo de ensaye de 10 mli los cuales contenian fijador
primario (glutaraldehido + formaldehido al 3%) (64, 65). Una vez en el laboratorio se
procedio a realizar la técnica para microscopia electrdnica descrita por Hayat (65) en
la unidad de Microscopia Electionica de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia, UN A M
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ANALISIS ESTADISTICO

Los calculos de realizaron por medio del programa estadistico ZigmaPlot.

Se determind el numero de perras enfermas con cérvix certado y cérvix abierto
(estadistica no parametrica).

Se determind por estadistica no parametrica el porcentaje de presentacién de la
piometra, segun clasificacién de Nomura (41).

Se compararon los niveles hormonales séricos de E; y P entre perras sanas y con

piometra por medio de Xi cuadrada.

Se compard el porcentaje de presentacion £ Coli en perras con piometra contra el
grupo de perras sanas (Xi cuadrada).

Se compararon los hallazgos histoldgicos del endometrio entre el grupo sano y giupo
con piometra (estadistica no parametrica).

Se mencionaron los hallazgos ultraestructurales de las perras con piometra en relacién

con las sanas.
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IV.RESULTADOS | 7pgpg CON
| FALLA DE ORGEN
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4.1 Tipo de piometra

La presentacion de la piometra segin Johnson (49) fue: 5 (33 33%) perras presentaron
piometra con cérvix abierto; mientras que 10 {66.66%) presentaron piometra con cérvix

cerrado.
Ni las concentraciones circulantes de estrégenos ni las de progesterona fueron

significativamente diferentes entre las pertas con piometra abierta y aquellas con piometra

cerrada (cuadro 3). En ambas hormonas se present6 una marcada variabilidad entre individuos.

Cuadro 3. Relacion de la presentacion del cérvix (abierto 6 cerrado) y los niveles

de E2 y P4.
Cérvix abierto Cérvix cerrado
(n=5) (n=10)
Estrdgenos 30 40+9.925 34.0210.645
(pg/ml)
Progesterona 2.1142.15 8.02x10.64
(ng/ml)

Los valores son expresados en promedioxdesviacidn estandar. Las diferencias entre grupos no son significativas P> 0.03

La distribucién de la secrecion uterina se observo unilateral (una sola tuba uterina) en sélo 1
caso {6.66%), y bilateral (ambas tubas uterinas) en 14 casos (93.33%).

Al clasificar a las piometras de acuerdo a su apariencia macroscépica, se encontraron 6 petras
(40%) que a pesar de tener piometra tenian un titero de apariencia macroscopica normal; en 5

casos (33.33%) el atero presentd estrangulamientos semejantes a una gestaciéon en su primer
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tercio, en 3 casos (20%) se observéd un ltero pletérico con ausencia de estrangulamientos
(figura 1), y un caso (6.66%) de forma mixta: una tuba uterina dilatada sin estrtangulamientos y

una tuba uterina con apariencia normal.

Figura 1. Utero con piometra bilateral sin estrangulamientos con apariencia de
embutido segiin Nomura (41).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.2 Citologia vaginal exfoliativa

En la citologia vaginal exfoliativa realizada en la etapa del diestro, en perras con piometra se
observaron células parabasales e intermedias en mas de un 50% del campo, que son los
mismos tipos celulares encontrados en las citologias de las perras sanas. En las perras con
piometra abierta a diferencia de la certada, se observaron ademas de células intermedias y

parabasales algunas c€lulas endometriales hiperplasicas, asi como neutréfilos y presencia

bacteriana.

4.3 Edad de presentacion de la piometra

En el cuadro 4 se puede apreciar la edad de presentacion de la piometra.

Cuadro 4. Edad de presentacion de la piometra

Edad de presentacién de la N° de casos Porcentaje
piometra (n=14) (100%)
10 meses a 2 afios 3 20%
3 a6 aflos 7 46.66%

subtotal subtotal
n=10 66.66%

Mayores a 7 afios 5 33.33%




4.4 Bacteriologia

En el cuadro 5 se muestra el numero de aislamientos de cada bacteria registrados en perras
sanas y perras con piometra. La bacteria mas comiunmente asociada a los casos de piometra fue
la £ Coli (86.6%). En contraste, esta bacteria solo estuvo presente en una perra sana (6.6%).

La diferencia en la incidencia de E. Coli entre perras sanas y perras con piometra es altamente
significativa (P<0.01) El resto de las bacterias tuvieron una incidencia similar (P>0 .05} en

perras sanas y perras con piometra.

Cuadro 5. Aislamientos bacterianos en perras sanas y perras con piometra

Tipo de aislamiento Perras sanas Perras con piometra
N° casos Y% N° casos Y
Staphylococcus aureus 10 66.66 10 66.66
Streptococcus uberis 2 13.33 3 20.00
Streptococcus epidermidis 9 60.00 10 66.66
Streptococcus zooepidemicus 1 6.66
Streptococcus porcinus 1 6.66
Streptococcus equisimilis 1 6.66
Escherichia coli 1 6.66 13 86.66
Aeromona spp 4 26.66 5 33.33
Serratia spp 2 13.33 2 13.33
Enterobacter aerogenes 3 20.00 3 13.33
Klebsiella spp 4 26.66
Streptococcus canis 1 6.66
Enterobacter aerogenes 1 20.00

4.5 Caracteristicas macroscopicas del endometrio

La mucosa del endometrio de pemas con piometta mostré un engrosamiento severo con
plegamientos poco profundos y continuos de aspecto edematoso y presencia de hiperplasia
quistica endometrial en 11 casos (73.33%) (figura 2); en 2 casos (13.33%), se observo una
mucosa lisa, delgada y sin plegamientos y en 2 casos (13.33%), se encontré una mucosa

edematosa con algunos puntos de color verde obscuro,

TRSISCON |
| PALLA DE GRIGEN
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Figura 2. Mucosa engrosada con plegamientos poco profundos y de aspecto edematoso.

32



4.6 Determinaciones hormonales

4.6.1 Progesterona

En el cuadro 6 se presentan las concentraciones individuales de progesterona circulante en

cada perra, asi como los promedios para cada grupo. Se observd una tendencia a presentar

mayores niveles en las perras con piometra; sin embargo, existe una gran variacion dentro de

cada grupo, por lo que las diferencias entre grupos no son significativas (P>0.05).

Cuadro 6. Nivel de Progesterona* en perras sanas y con piometra

(ng/ml)
N° perra Sanas N° perra Piometra

1 0.59 I 222

2 S/M** 1 0.41

3 0.735 il 1.145
4 11.865 v 0.626
5 1.68 \4 7.39
6 9.75 VI 19.58
7 0.015 VII 5.776
8 0.98 VIII i3.39
g 2.07 X 29.61
10 1.31 X 1.69
11 3.563 XI 1.003
12 0.863 XII 2.235
13 1.073 XIII 0.31

14 1.526 X1V 2.50
15 4.453 XV 2.88

Media 2.890+3.57 Media 6.051+8.48

*Progesterona sérica expresada en ng/ml, la determinacion se realizé por medio de RIA fase sélida con

una sensibilidad de 0.123ng y un coeficiente de variacion intraensayo de 1 51% Valores expresados
como Media = Desviacion Estindar.

F*5in muestra
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4.6.2 17 8 Estradiol (E2)

Las concentraciones plasmaticas de estradiol en perras con piometra fueron significativamente

menores (P<0.01) a las de perras sanas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Nivel de Estréogenos (E) en perras sanas y con piometra

(pg/mi)
N°perra Sanas N°perra Piometra
1 S/M** I 19.70
2 S/M** II S/M**
3 117 [ 57.95
4 70.80 IV S/M**
5 66.40 \ S/M**
6 87.69 V1 S/M**
7 76.300 Vil 13.55
8 S/M** VI S/M**
9 60.80 IX 21.05
10 45.40 X S/M**
11 S/ME* XI _ S/M*#
12 101.10 XII S/M**
13 85.75 X1 S/M**
14 77.650 XV 46.95
15 S/M** XV S/M**
Media 79.91 + 21.06 Media 31.84 = 19.41

*Estrégenos séricos expresada en pg/ml, la determinacion se realizé por medio de RIA fase
s6lida con una sensibilidad de 10pg y un coeficiente de variacién intraensayo de 4.95%.
Valores expresados como Media £ Desviacion Estandar Utilizdndose el programa estadistico

SigmaPlot
**Sin muestra

34



4.7 Histologia

Perras sanas

Los resultados histolégicos de las perras sanas no mostraron material inflamatorio, las
glandulas uterinas presentaban un epitelio cubico simple intercalado de algunas células
caliciformes, éstas contenian material mucinoso de apariencia normal. La relacion glandulas:
intersticio fue de 2:1, lo cual se considera como normal (Figura 3). Sélo las perras 7y 9
presentaron hiperplasia tipo I; y de éstas la perra 9 tuvo presencia de células plasmaticas y
polimorfo nucleares con vasculitis, inflamacién y acimulo de colesterol. Fstas dos pertas
demostraron como los diagndsticos no siempre son acertados y que aunque en las pruebas de
gabinete se informaron como sanas, la hiperplasia ya estaba presente.

En la perra sana en donde se encontré la presencia de £ Coli en exudado, se encontré una

hiperplasia tipo | sin infiltrado celular inflamatotio.

Perras con piometra

Las perras con piometra presentaron cambios aparentes a nivel glandular, observandose
dilatacion glandular e hiperplasia epitelial en 4 casos (cuadro 8), asi como glandulas
hiperplasicas en donde se perdid la luz glandular. En 4 casos se observaron glandulas
dilatadas, Io que se conoce en medicina humana como forma de orejas de ratdn, caracteristicas
de tejido hiperplasico. La relacidn glandulas: intersticio se observo 1:2 a favor del intersticio
(Figura 4), lo cual es considerado anormal. En 12 casos estuvieron presentes las células
plasmaticas; en 6 hubo presencia de un infiltrado de tipo polimorfo nuclear, poco maés de la
mitad (7 casos) presentaron la presencia de piocitos. Los linfocitos Gnicamente se observaron
en 2 casos y en un s6lo caso se encontré la presencia de macrdfagos. Tres casos presentaron

necrosis tanto en epitelio endometrial como en endometrio.

Dependiendo del grado de hiperplasia encontrado, la piometra se clasificé en 5 tipos (del I al
V, ver cuadro 8), segun el grado de lesiéon observada y descrita en material y metodos. El
6.66% (1 caso de 15) de las hembras se encontrd con piometra tipo 1. El1 20% (3 casos de 15)
se observo con piometra tipo IT. El 33.33% (5/15) con tipo III, mientras que el 33 33% (3 casos

de 15) tipo IV y el 6.66% (1 caso de 15) se observo tipo V.
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En el caso de las hiperplasias [V y V se llegd a observar la presencia de flora bacteriana

encontrandose tanto cocos gramm negativos como positivos (Cuadro 8).

En las histologias en donde fue aislada la E.coli de tejido uterino, los grados de hiperplasia de
acuerdo a la clasificacién descrita en material y métodos fueron:

En 1 caso se observé hiperplasia de grado I, en donde no habia presencia de células
plasmdticas, ni piocitos, ni polimorfos (Figura 5), pero presentaba en el ovario izquierdo 3
quistes foliculares. Lo anterior ayudo a relacionar principalmente a las glandulas dilatadas y
quistes foliculares (hallazgos localizados sélo en estos casos) y secundariamente a los piocitos
con la presencia de £ coli en tejido.

En 2 casos con grado de hiperplasia [11, en donde se observé dilatacion glandular, células
plasmaéticas y piocitos, ademas de vasculitis, congestion ¢ hiperplasia quistica (Figura 6). En
una petra se observo un quiste folicular muy grande, en el ovario izquierdo y en la otra perra 2
quistes foliculares en el ovario derecho.

Y en 1 caso de tipo V de hiperplasia, en donde se encontraron glandulas dilatadas, células

plasmaticas y piocitos; ademas de abundante flora cocoide (Figura 7).

CUADRO 8. TIPOS DE HIPERPLASIA GLANDULAR EN PERRAS CON
PIOMETRA SEGUN LA CLASIFICACION DEL APARTADO 3.14.1

3T Tl s Pk L S L AT TR 4 CBis Gl T i St s LR A AR A B T LS LR R ST A i

e ey £, ST s L AT A b £ et

-TIPO DE HIPERPLASIA CASOS DIAGNOSTICADOS TOTAL DE CASOS

i
H
|
f

Y SU %
1 Perra: X 1 (6.66%)
I Perras: VIH, XIV y XV 3 (20.00%)
TIX Peras; I, V, X1, X1 v Xill 5 (33.33%)
v Perras: LIIL IV, VIIy IX 5 (33.33%)
\% Perra: VI, I (666%)

Grade I .- Dilatacién glandular Onicamente

Grado I - Hiperplasia del epitelio glandular en un 20% e infiltrado inflamatorio.
Grado IIE - Hiperplasia de epitetio glandular en un 40% e infilirado inflamatorio,
Grade IV - Hiperplasia del epitelio glandular en un 60% e infiltrado inflamatorio.
Grado V - Hiperplasia del epitelio glandular en més de un 60% e infiltrado inflamatorio,
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FIGURA 3. Endemetrio sano en donde se observa la apariencia nermal de las glandulas
y su relacion 2:1, en donde se observan glindulas tubulares (GT) o redondas (G).

w

Obsérvese el endometrio sin cambios aparentes (E).16X

FIGURA 4. Endometrio con piometra en donde se observan la relacién 1:2 de las
glindulas ¢ intessticio, donde s¢ observan glandulas endemetriales dilatadas (G);
algunas hiperplasicas (GH), tejido coneciive (TC) y secrecion glandular {SG).10X
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FIGURA 5. Endometrio de perra con piometra tipo I, en donde se observan las
glindulas endometriales dilatadas (G), 1a hiperplasia es poco aparente. 30X

FIGURA 6. Endometrio de perra con piometra tipo III, en donde se observan las
glindulas endometriales dilatadas (G). Obsérvese el grado de hiperplasia menor que la
figura 7.10X
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FIGURA 7. Endometrio de perra con piometra tipo V, en donde se observan las
glindulas endometriales hiperplisicas (G) y abundante flora coceide (#).30X

4.8 Micrescopia electronica de transmisién

Al observarse en el microscopio Optico los cortes semifinos del endometrio uterino de perias
sanas, se encontrd histolégicamente normal sin cambios aparentes; sin embargo en las perias
con piometra, esta vista panoramica mostrd hiperplasia leve ademas de glandulas de forma

irregular.

En el microscopio electronico de transmision se observé que en el endometrio de perras sanas,
el epitelio es cubico simple con nicleo identado ¢ lobulado con una eucromatina finamente
dispersa y una escasa heterocromatina perinuclear. Se encontraron algunos nucleolos

prominentes (figura 8)

En la figura 9, en la glandula de perza con piometra se observo una hiperplasia marcada, en ¢l
citoplasma de las células fue posible ver gran cantidad de vacuolas en el reticulo endoplasmico

1ugoso observandose en su interior material de secrecion.

rpiad
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En hembras sanas los nicleos de las células glandulares del endometrio presentan forma
nuclear identada y en el citoplasma de la célula se puede observar mitocondrias de apariencia
normal, asi como presencia de lisosomas (Figura 10), La cromatina en el nicleo se encuentra

distribuida de manera regular la cual se encuentra poco condensada a la periferia (figura 12).

En hembias con piometra las células glandulares se encontraron pleomérficas con niicleos de
redondos a identados con nucleolos prominentes (figura 11) y la heterocromatina perinuclear
con cambios en la membrana nuclear llegiandose a observar proyecciones formadas por

ribosomas (figura 13).

En un acercamiento de las microvellosidades del endometrio de perra con piometra, se puede
apreciar el crecimiento de las microvellosidades fuera de lo comln, lo mismo que su
distribucion en el epitelio, la unién intercelular presenta una zonula adherents bien delimitada
y con mayor numero de interdigitaciones (figura 14), el crecimiento o hiperplasia de las
microvellosidades puede ser tan severo que en ocasiones presenta ramificaciones parecidas a

estereocilios (figura 15)

Al observar el acercamiento de la unién entre dos células epiteliales de una glandula de perra
sana (figura 16) se pudo observar la zonula adherens continua con grosor uniforme,
desmosomas con escasos filamentos intermedios. En el citoplasma hay mitocondrias con
crestas mitocondiiales no hinchadas, lisosomas escasos, vacuolas, ribosomas libres. En la luz

del epitelio se observa microvellosidades en corte transversal y longitudinal (figura 16).

En el acercamiento de la unidn entre dos células epiteliales de glandula de perra con piometra,
se observa una discontinuidad en la zonula adherens; los desmosomas muestran un incremento
en la longitud de los filamentos intermedios; hay escasas mitocondrias asi como lisosomas; las

microvellosidades se observan escasas en cortes transversales y longitudinales (figura 17).

En las hembras sanas las células mioepiteliales se observan de forma fusiforme y el ntcleo

presenta euctomatina dispersa, escasa heterocromatina perinuclear. El citoplasma de las
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células presenta escasas vesiculas pinociticas; las uniones intercelulares con espacio uniforme

y desmosomas con escasos filamentos (figural8)

En las perras con piometra, en las células del miometrio se observé un niicleo con escasa
eucromatina dispersa y con una mayor cantidad de heterocromatina perinuclear. En el
citoplasma no hay evidencia de lisosomas, se observd en el espacio intercelular numerosas
vacuolas pinociticas y un mayor espacio en las uniones intercelulares, asi como presencia de

numerosos desmosomas (figural9).

En las en el citoplasma de las c¢élulas mioepiteliales de la perra sana se observan los
tonofilamentos con distribucién uniforme (figura 20); Observandose lo contrario en las perras
con piometra, va que muestran en el citoplasma filamentos intermedios de agrupacion

concéntrica y no son evidentes los cuerpos electrodensos (figura 21).

En el endometrio de una perra sana se observé un endotelio no fenestrado, los nicleos de las
células endoteliales son fusiformes con abundante heterocromatina, eucromatina dispersa,
numerosos eritrocitos en la luz. Este endotelio se observé delgado y con ausencia de vacuolas
intracitoplasmicas (figura 22).

En el endometrio de una perra con piometia se encontrté un endotelio con fenestraciones y
numerosas vesiculas pinociticas. El endotelio mostré un aumento en el grosor del endotelio,

asi como presencia de fenestraciones citoplasmaticas (figura 23).

Por dltimo en las perras con piometra se observé un aumento en el numero de apoptosis
(muerte celular programada (66)) lo cual en estas perras fue muy evidente, sobre todo en

aquellos casos en los que la E coli estaba presente tanto en contenido uterino, como en tejido

uterino (figura 24)
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FIGURA 8. Glandula endometrial de perra sana (G) en diestro, la cual no presenta secrecion lo
que permite al nucleo (N) permanecer en la parte media celular. En el epitelio glandular se
observan las microvellosidades (Mv) distribuidas de manera regular y tamafio uniforme. 3,000X

FIGURA 9. Glinduia endometrial de perra con piometra (G) en diestro que presenta abundante
secrecidn (SQ) la cual desplaza al nucleo a la parte basal de la célula, en el epitelio glandular se
observan las microvellosidades (Mv) aumentadas de tamafio de manera irregular.1,100X
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FIGURA 10. Acercamiento de una céiula glandular endometrial de perra sana, se observa su
nicleo (N) identado con heterocromatina a la periferia, mitocondrias (Mi) con apariencia normal;

no se observa presencia de secrecion
microvellosidades (Mv) distribuidas uniformemente y de tamario regular.12,000X

y en la luz de las glandulas se observan las

FIGURA 11. Acercamiento de una céiula de giandula endometrial de perra con piometra, se
observa su ntcleo (N) redondo con presencia muy aparente del nucleolo (Nu), las mitocondrias
hinchadas (Mi) observandose aumentado su numero, secrecion aumentada (Sg), y se puede

apreciar en la luz glandular (L) en donde se observa la ausencia
microvellosidades (Mv). 3,000X
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FIGURA 12. Acercamiento de una célula glandular endometrial de perra sara con nucleo (N )
identado y no presenta proyecciones; se observa la heterocromatina (He) en 1a periferia. Obsérvese
las microvellosidades (Mv) uniformes en comparacion con la figura 3 12,000X

VIR AT L . e

FIGURA 13. Acercamiento del nGcleo (N ) de una célula glandular endometrial de perra con
piometra en donde se aprecia la proyeccién de la membrana nuclear (Pmn), indicando esta
proyeccion una actividad nuclear aparente. La heterocromatina se aprecia mas electrodensa a la

periferia del nixcleo (He). 30,000X




FIGURA 14. Acercamiento de microvellosidades de una célula glandular endometrial de una
perra con piometra observandose la forma aumentada irregular en las microvellosidades (Mia);

zonula adherents bien delimitada (Za) 30,000X

TESIS COH
FALLA DE ORIGEN

FIGURA 15. Cuando se encontrd la piometra en grados IV y V se observaron severos cambios en
las microvellosidades con engrosamiento y ramificacion parecidas a estéreocilios (Mv).50,600X
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FIGURA 16. Acercamiento de la unién entre dos células epiteliales de una glandula de perra
sana, se observan cortes transversales v longitudinales de las microvellosidades (Mv), zonula
adherens continua con grosor uniforme, desmosomas (Ds) con escasos filamentos intermedios (F).
En el citoplasma hay mitocondrias con crestas mitocondriales no hinchadas (Mi), presencia de
lisosomas (Li), ribosomas libres (r). En la luz (L) del epitelio microvellosidades en corte
transversal y longitudinal (Mv).12,000X

FIGURA 17 Acercamiento de la unién entre dos células epiteliales de glandula de perra con
piometrta. En la parte apical (L) se observan cortes transversales y longitudinales de las
microvellosidades (Mv), se observd una discontinuidad en la zonula adherens, los desmosomas
(Ds) se encuentran condensados con un incremento en los filamentos intermedios (F), lisosomas

libres. 12,000X
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FIGURA 18. Miometrio de perra sana en donde se observa en la membrana citopldsmica
(Mc) del fibroblasto, observe la poca cantidad de vesiculas pinociticas (Vp), desmosomas poco
electrodensos (Ds), heterocromatina con distribucién uniforme en los nucleos, !a cual se
observa poco condensada a la periferia (He). 20,000X

FIGURA 19. Miometrio de perra con piometra en donde se observa en la membrana
citoplasmica (Mc) del fibroblasto gran cantidad de vesiculas pinociticas (Vp), desmosomas
muy aparenies (Ds), heterocromatina a la periferia (He); este hallazgo indica una
comunicacion activa entre las células del miometrio.20,000X
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FIGURA 20. Acercamiento de una célula mioepitelial de una perra sana en donde se aprecia el

acomodo uniforme de los tonofilamentos (T) y la heterocromatina distribu

da uniformemente

i

000X

b

densada en la periferia nuclear (He).20

r

apenas mas con

FIGURA 21. Acercamiento de una célula mioepitelial de una perra con piometra en donde se

aprecia la forma desordenada de los tonofilamentos (T). Heterocromatina m4s concentrada en la

periferia (He).20,000X
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FIGURA 22. Endotelio vascular del endometrio de una perra sana (E), observe la luz
endotelial (L), la células del endotelio no presentan aumento en su grosor ni proyecciones
citoplasmicas. Se aprecian eritrocitos en la luz (e), nucleos con hendiduras y heterocromatina
a la periferia (N); en ésta foto no es evidente la presencia de mitocondrias, heterocromatina

con distribucion normal y ausencia de vacuolas intracitoplasmicas, 12,000X

FIGURA 23. Endotelio vascular del endometrio de una perta con piometra (E). Se aprecia la luz
endotelial (L), las células del endotelio presentan un aumento en su tamafio con proyecciones
citoplasmaticas (Pc) hacia la luz, nicleos con hendiduras (N), Mitocondrias hinchadas (Mi) y

heterocromatina a la periferia (He) asi como gran cantidad de vacuolas intracitoplasmicas (Vi).

12,000X
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FIGURA 24. En el caso de las perras con piometra se presenté un aumento en el numero de
apoptosis (A) en las células, la cual se ve acompaiiada con presencia de £ coli (la cual no se

aprecia en esta figura).
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DISCUSION

La piometra en perras se caracteriza por presentarse en la etapa de diestro, por lo tanto era
importante verificar ésta etapa tanto en pertas sanas como en enfermas, 1o que se hizo por
medio de citologia vaginal exfoliativa. El diestro en perras sanas se caracteriza por un retorno
en la presentacion mayoritariamente de células parabasales, con un minimo namero de células
superficiales y muy pocos neutréfilos. En los casos de piometra cerrada el cuadro fue
semejante, mientras que en el caso de petras con piometra abietta, se incremento6 el nimero de

neutrofilos y se encontraron ademas células endometriales hiperplasicas. Todo esto concuerda

con lo descrito por Olson et al. (17 y 50).

En los afios previos a la utilizacién de hormonas sintéticas para modificar el ciclo estral o pata
ocasionar el aborto, se observaba la piometra unicamente en hembras adultas de mas de 6 afios
{(ver cuadro 4) segun lo informado por Bowen et al. (42), Nomura (7) v Nelson and Feldman
(21), atnibuyéndose este hecho principalmente a una degeneracién del ttero a medida que
transcurrian ciclos estrales sin gestacion, ya que la hiperplasia quistica endometrial que precede
a la piometia se presenta por la exposicion a la progesterona durante los 2 meses que dwa el
periodo de diestro, que en el caso de la perra es mucho mas prolongado que en otras especies.
Sin embargo, en el presente estudio se puede apreciar (cuadro 3) que el 66.66% (10 casos) de
pertas que presentaron piometra fueron hembras menores de 6 afios de edad. Al cuestionarse
porque la diferencia de edades registradas en este estudio, se revisé la historia clinica de las
hembras, encontrando que en 2 casos, las perras diagnosticadas con piometra presentaron la

enfermedad luego de habérseles inducido a una de 6 afios el aborto y a la otra de 2 afios el estro
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con acetato de melengestrol via oral. Esto concuerda con lo ya descrito por Koowatanatawan
(31), el cual informé sobre la disminucion en la edad a la que se presentaba la piometra en
fechas mas recientes y que atribuy6 al uso indiscriminado de hormonas utilizadas para poner
fin a una gestacion o para inducir el estro, habtendo también detectado que los productos mas
utilizados fueron las combinaciones de progesterona y estrogenos (acetato de melengestrol,
acetato de medroxiprogesterona y proligestona). Esta misma observacion fue hecha por Bowen
et al. (42) en cuanto a la aplicacién de estrogenos unicamente (dietiletilbestrol y cipionato de

estradiol).

Existe también informacion respecto a la diferencia de conformacion del utero con piometra,
ya que Nomura encontré que la apariencia macroscopica del utero con piometra era similar a
la de un utero gestante en diferentes tercios de la gestacidn, dependiendo esto del grado de
hiperplasia presente en los Uteros con piometra (41, 44). Considerando que las concentraciones
hormonales tanto de estrégenos como de progesterona son aparentemente iguales en diestro,
gestacién y piometra, v que estas hormonas se distribuyen en forma sistémica por todo el
organismo (6, 7), su efecto deberia ser igual en ambas tubas uterinas. Sin embargo, la
presencia de piometra puede desarrollarse en forma parcial o unilateral, no resultando
simétricas como en el caso de la gestacion (41). Lo que se observd en el presente estudio (ver
cuadro 4) fue un 93.33% (14 casos) con presentacion bilateral; y solo un 6.66% (1 caso) con
presentacion unilateral. Una de las posibilidades que se investigd fue que existiera algun tipo
de taponamiento en la tuba uterina no afectada en éste ultimo caso, por lo que se introdujo en
ambas tubas €l hisopo con el que se tom6 la muestra de contenido uterino; el hisopo entro sin
dificultad en ambas tubas, comprobandose que habia relacion entre el utero y ambas tubas

uterinas. Pot lo tanto no se pudo comprobar el porque de la unilateralidad de este caso.
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En este trabajo, la perra nimero VI y la perra numero IX incluidas en el protocolo de estudio
correspondieron a perras en donde los duefios ignoraban la presencia de piometra, en ambos
casos se encontrd el cérvix cerrado, debido a lo cual no se observaron secreciones vulvares; sus
concentraciones de progesterona se encontraron de 19.58 y 2961 ng/ml respectivamente. La
enfermedad fue diagnosticada al observarse la signologia caracteristica de esta patologia
(abultamiento de abdomen, depresion, polidipsia y poliuria). Al confirmarse el diagndstico se

procedio a retirar quirurgicamente el utero.

Otro punto que interesaba aclarar era porque algunas perras presentaron piometia con cérvix
abierto (33.34% =5 casos) y otros piometra con cérvix cerrado (66 66% = 10 casos), si todas
las perras estaban en diestro y por lo tanto bajo la influencia de progesterona, la cual actia
normalmente provocando el cierre del cérvix (7,9). Sin embargo en esta misma etapa hay
presencia de estrégenos, que tienen la funcidn de relajar el cérvix (42). Por esta razon se
compararon los niveles de estrogenos y progesterona en los animales enfermos, para tratar de
entender que tipo de relacion existia entre ambas hormonas para producir este signo. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de progesterona o

estrdégenos entre pertas con cérvix abierto y aquellas con cérvix cerrado {cuadro 3).

En cuanto al nivel sérico de estrdgenos, las investigaciones realizadas por varios autores (18,
21, 29, 35, 37) mencionan que la presencia continua de esta hormona, puede desencadenar la
disfuncién uterina, mientras que otros autores piensan que una hiperactividad en la pituitaria
es la causa del exceso en la produccidon de estrogenos en el ovario, y del exceso en la

produccién de progesterona por parte del cuerpo liteo (10).
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Sin embargo, en el presente estudio las perras enfermas, sin importar si el cérvix estaba abierto
o cerrado, generalmente presentaron menores niveles séricos de estrogenos (ver cuadro 7)
(31 84+ 19.41ipg/ml) que las sanas (79.91 + 2106pg/ml), encontrando una diferencia
estadistica entre ambos grupos (P < 0.01). Las bajas concentraciones de estrégenos durante el
diestro pueden favorecer una reducida sintesis de receptores endometriales pata progesterona,
ya que segin la literatura, la presencia de estrogenos durante el diestto contribuye a la sintesis

de receptores intracelulares de progesterona disponibles (20).

En un estudio histoquimico se investigd el utero de perras, sugitiendo que la presencia
continua de niveles elevados de estrogenos puede contribuir a la presentacién de la piometra,
suginiendo que el cambio en el nimero y afinidad de sitios para receptores hormonales
endometriales produce acumulaciones anormales de estas hormonas (P4 y Ez) ocasionanando

cambios histolégicos como el aumento en 1a actividad secretora de las glindulas endometiiales

(10).

Los niveles hormonales de P4 (ver cuadro 6) en hembras con piometra (6.051 + 8.48ng/ml) se
encontraron ligeramente clevados en comparacion con hembras sanas (2 890 = 3.57ng/mi). Sin
embargo las diferencias no fueron significativas (P>0.05) v al igual que en los estrdgenos la
variabilidad individual fue muy grande, lo que puede deberse al patron pulsatil de secrecion de
estas hormonas, ya que el momento de la toma de la muestra puede corresponder a un pico o a
un valle. Esto concuerda con Nomura (22) que observé en concentraciones séricas de P4 que
variaban desde 3.00 a 95 00ng/ml con un promedio de 18.95 + 17.04ng/ml, y con Chaffaux y

Thibier (6), quienes en un estudio de 335 perras obtuvieron concentraciones desde 0.45 hasta

54



13ng/ml; en cuyos estudios no se encontré diferencia estadistica significativa en el nivel sérico

de P, entre el grupo de piometra y el grupo sano.

En lo que se refiere a la flora bacteriana encontrada en el ftero, se sabe que en la vagina todo
el tiempo se encuentra flora bacteriana que bajo condiciones normales no es patogena. Esta
flora puede alcanzar el utero desde la vagina en el momento del coito debido a la telajacion
que sufre el cérvix en el estro por accién de los estrogenos, contaminandose en forma
ascendente. También puede ser introducida al momento de la inseminacion artificial, o durante
el parto, e inclusive es posible que en determinadas circunstancias lleguen por medio de la
circulacidn (5, 7, 21). Sin embargo, en investigaciones hechas por Borresen (4) y Dow (8) se
menciona que al momento de realizar aislamientos bacterioldgicos en tuteros de perras con
piometra, el resultado de las pruebas mostid un contenido estéril. Sin embargo, dichos
investigadores no precisan ¢n sus resultados si estas peiras una vez diagnosticadas con la

enfermedad fueron o no medicadas, razén por la cual el aislamiento pudo ser negativo.

Con relacion a las bacterias aisladas en contenido uterino, en el presente estudio (cuadro 5), si
se exceptua a la E coli se encontré similitud en los aislamientos bacterianos realizados del
contenido uterino tanto de pertas sanas como de pertas enfermas, encontrando la presencia de
Estreptococcus, Staphvlococcus, Aeromona. Citrobacter, Serratia y Klebsiella Coincidiendo
con los resultados obtenidos por autores como Borresen (4), Sandholm et al (5), Nomura,
K (22), Nomura, K. (67) y Fayrer-Hosken et al. (68).

Sin embargo, es muy importante hacer notar, que en este estudio, ain cuando se vieron
involucradas distintas cepas bacterianas (ver cuadro 5) en los aislamientos de contenido

uterine y tejido uterino de perras con piometra, la que se aislé en mayor porcentaje (86.66%)
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de los casos de piometra fue la Escherichia coli (cuadro 5), la cual en el caso de perras sanas
solo estuvo relacionada un 6.66% y donde si hubo diferencia estadistica. Al revisar la historia
clinica de las perras, resulta que esta perra sana que presento la bacteria, fue la misma que tuvo

el grado 1 de hiperplasia endometrial, lo que indica que estaba en camino de desarrollar una

ptometra.

En este estudio, sélo en 2 casos (6.67%) (perra V y VIII) de perras con piometra, se encontrd
un contenido estéril en el Gtero, de estas perras se indagd mas informacion en su historia
clinica, observando que a estas hembras se les habia administrado medicamento (gentamicina
IM. 4-5 mg/Kg/dia durante 5 dias) una vez que les fué diagnosticada la piometia, lo que

seguramente ocasioné que no se obtuviera aislamiento bacteriano ni en exudado ni tejido

uterino.

En este estudio no se encontré sinergismo alguno entre la E. coli y otras bacterias; es decir,
esta bacteria no inhibi6 el crecimiento de otras cepas bacterianas ya que tanto en perras sanas
como en enfermas, el porcentaje de presentacion de las bacterias aisladas fue similar en ambos

casos (ver cuadro 5)

Este resultado hace suponer que la presencia de la £. coli esta relacionada con la presentacion
de la piometra, como lo publicaron Sandholm (5) y Orskov (11), quienes mencionan a la E.
coli como agente causal de la enfermedad. Basdndose en estas investigaciones, estudios
realizados por Nomura (41} v Nomura (44), publicaron gue de 161 casos de piometra, en 141
casos (87.6%) se aislé E. coli, vy un 86 8% de las perras presentaron piometia después de

habérseles inoculado E. coli a tiavés del cérvix. Nomura ocasiono la piometra en pertas a las
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que le inoculo la £ coli por via vaginal (12) intrauterina (67), e intracervical (69, 70, 71). Para
descartar si la E coli era la causante de la piometra o no, en otro estudio introdujo un pedazo
de seda estéril en el interior del utero; en donde sélo observé hiperplasia con infiltrado; tipico

de rechazo a cuerpo extrafio (linfocitario y macréfagos), sin desarrollarse la piometra (60).

Existen investigaciones en donde refieren a la E. coli como bacteria patdgena facultativa, que
crece debido a la estimulacién y sensibilizacién del endometrio, ya que las bacterias se
multiplican debido a las secreciones proteicas (leche uterina), y al haber una inmunosupresion
por parte de la progesterona durante el diestro, las bacterias siguen multiplicindose e
infectando el utero, ya que la respuesta inmunoldgica esta inhibida por la progesterona (72),
Orskov (11) en 1984, publicd que la presencia de esta bacteria interfiere con la captacion de Py
a nivel del receptor endometrial, ademas de producit una hiperestimulacion en los tejidos
excretores del organismo (todos aquellos que tienen glindulas endocrinas). Otros
investigaciones consideran a la £ cofi como una bacteria productora de exudado purulento
(12, 45, 51, 67, 69 y 71), observacién que es importante mencionar, ya que tanto en los
resultados de las investigaciones realizadas con anterioridad v los resultados bacteriolégicos
de este estudio, se puede determinar que en efecto la E. coli esta relacionada con la presencia
de exudado purulento. Por otra parte, la bacteria se adhiere a la mucosa sin invadirla, pero
produciendo la toxina (ETEC), que actua en la célula glandular estimulando su produccion
secretora. Ademas la £ coli produce dafio a niv_el endometrial, el cual fue confirmado desde el
momento de abrit el utero en donde se observd la mucosa engrosada, con plegamientos y
aspecto edematoso (ver figura 2); al observar los cortes histologicos del endometrio, se

observaron cambios estructurales en la piometra tanto en nivel glandular donde se observd
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dilatacion, cambios degenerativos de la luz uterina con hiperplasia epitelial, asi como

presencia de material inflamatorio.

L a importancia de la relacion glandulas:Intersticio fue publicada por Schoon et al. (71), quien
lo definié como normal cuando ésta era de 2:1 a favor de las glandulas endometriales, y como
anormal cuando esta relacion era de 1:2 a favor del intersticio glandular del endometric de la
mujer. [a relacion anormal se encontrd en este estudio en el grupo de perras con piometra, ya
que al haber mas dafio en el tejido uterino de éstas se observa mas tejido fibroso, lo que
desplaza a las glandulas y por lo tanto la relacion glandulas:intersticio se ve afectada,
observandose menor cantidad de gléndulas pero mds grandes en endometrio de perras con

piometra que en perras sanas. Lo cual se puede apreciar en las figuras 5y 6.

En aquellos casos en los que la £ coli slo estaba presente en contenido uterino, ia hiperplasia
observada fue de tipo de tipo II, III y IV (ver cuadro 8) Cabe hacer mencién que cuando
estaba presente la £ coli en tejido uterino, el dafio histolégico fue mayor, ya que se
encontraron hiperplasias tipo IV y V, observandose una dilatacion glandular severa, floia
cocoide, hiperplasia quistica y vasculitis; coincidiendo con lo observado por Nomura (22, 44),
Nomura et. Al (12), Hongyan (73). Estas caracteristicas no fueron observadas en el
endometrio de perias sanas

La E. Coli ademés hiperestimula los tejidos secretores, en este caso el endometrio, esta
estimulacién acelera el metabolismo celular, razén por la cual se observa en las células
glandulares mayor cantidad de vesiculas secretoras y aumenta la cantidad de apoptosis como

se puede observar en la figura 24 (74).
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En este estudio se realizd la observacién al microscopio electrénico de transmision con el fin
de observar los posibles cambios ultraestructurales que hubiera en el endometrio de perras con
piometra y su comparacion con el de perras sanas. No se localizaron estudios de este tipo en
utero de perras sanas ni perras con piometra, por lo que resultan interesantes los hallazgos aqui
observados. Sin embargo, investigaciones realizadas en higado y rifion de cerdos, hechas por
Nakajima (74), mostraron que las enterotoxinas de la £ coli llegan a provocar apoptosis
{muerte celular programada), lo que acelera el metabolismo celular y ocasiona los dafios en el

tejido.

En estas observaciones, se pudo aprectar en las perras sanas las glandulas endometriales con
apariencia normal; es decir, presentan de poca a nula secrecion, el nmicleo permanece en la
parte media de la célula y las microvellosidades de observan con distribucion regular y tamatfio
uniforme (figura 12), a diferencia de las perras enfermas, en donde se aprecia una gran
cantidad de vesiculas secretoras en el citoplasma de las células glandulares (Figura 13), lo que
indica que hay estimulacion al tejido; se observé una condensacién de cromatina muy aparente
(Figura 13). Esta lesion coincide con las encontradas en endometrio de perras con piometra, en
donde ademds de verse incrementada la apoptosis (ver figura 24) se observéd presencia de

adenosis (figura 24) y desorden en la disposicion de los tonofilamentos (figura 21).

Cabe notar que tanto en células de las gldndulas como del estroma se observo la presencia de
vacuolas con contenido proteinico (Figwa 11). En las microvellosidades tanto del epitelio
uterino como del glandular se observd una hiperplasia adenomatosa en perras con piometra

parecida a lo que ocuire en los casos de adenocarcinoma endometrial (Figura 15).
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En las c€lulas miometriales se observé una gran cantidad de vesiculas pinociticas, fo que
indica que hay gran comunicacién entre las células miometriales de perras con piometra
(Figura 19). El endotelio de perras con piometra (Figura 23) se observd grueso y con
proyecciones citoplasmaticas en relacién con el endotelio de hembras sanas (Figura 22). En
perras sanas no se observaron estas diferencias. Se aprecido por lo tanto una diferencia
significativa en las estructuras endometriales vistas al microscopio electiénico entre perras

sanas y perras con piometra.
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V1. CONCLUSIONES

La E coli es la bacteria mas frecuentemente aislada en el fluido uterino de perras con

piometra, La presencia de esta bacteria esta relacionada con grados mas avanzados de

lesion.

Las concentraciones de estréogenos son menores en las perras con piometra que en las perras

sanas, v las concentraciones de progesterona tienden a ser mayores en las pertas con

piometra.

El diferente equilibrio hormonal entre las perras sanas y enfermas podria favorecer el

establecimiento de la E. coli y el desarrollo de piometra.
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