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DESARROLLO Y EVALUACION DE TECNICAS DIAGNOSTICAS
MINIMAMENTE INVASIVAS EN EL TRACTO REPRODUCTIVO DE LA

HEMBRA CANINA

Palabras clave: Ultrasonografia, ecogenicidad, cateterizacion transcervical, perra,

utero.

RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar el valor diagndstico de técnicas
minimamente invasivas en el tracto reproductivo de la hembra canina. Se evalud
la relacion entre la ecogenicidad endometrial, la citologia y la histopatologia
uterina; la ecogenicidad del contenido uterino y su composicion citoldgica y
bacteriologica; y el valor diagnostico de la cateterizacion transcervical (CTC). Se
estudiaron 70 perras diagnosticadas con pidmetra (n=14), hiperplasia endometrial
quistica (HEQ; n=15), endometritis (n=21) y sanas (n=20). De ese total, 21
animales presentaron contenido uterino (purulento, mucoso y seroso). Las
imagenes ultrasonograficas fueron analizadas con ImageJ para obtener la
ecogenicidad y ecotextura, representadas como el valor medio de gris (VMG) y la
desviacion estandar del gris (DEG), respectivamente. Se realiz6 una
ovariohisterectomia (OVH) para bacteriologia, citologia e histopatologia. En 10
perras, previamente a la OVH, se tomaron muestras bacterioldgicas y citologicas

mediante CTC. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente. La pidmetra



mostré un mayor VMG y DEG endometriales que otras enfermedades uterinas
(P<0,01). En el contenido uterino, el VMG fue mayor en contenidos purulentos y
mucosos que en serosos (P <0,01). El DEG fue mayor en contenidos purulentos
que en serosos y mucosos (P < 0,05). Algunos parametros citologicos e
histopatologicos relacionados con la inflamacion tuvieron un efecto sobre VMG y
DEG (P < 0,05). La concordancia entre la citologia por CTC y la histopatologia
fue k=0,62 (P<0,05), con una sensibilidad del 66% y especificidad del 100%
(P<0,01). El acuerdo entre el muestreo bacterioldgico mediante CTC y el uterino
directo fue k=0,60 (P<0,01). La ecogenicidad y ecotextura uterina, que
representan claramente los diferentes patrones histopatologicos y composicion
citologica, contribuyen al diagnostico definitivo de algunas enfermedades uterinas
en la perra. Este estudio destaca el valor diagndstico del analisis digital

ultrasonografico y la CTC guiada endoscopicamente.



DEVELOPMENT AND EVALUATION OF MINIMALLY INVASIVE

DIAGNOSTIC TECHNIQUES THE FEMALE DOG REPRODUCTIVE

Keywords: Ultrasound, echogenicity, transcervical catheterization, bitch, uterus.

SUMMARY

The objective of this thesis was to assess the diagnostic value of minimally
invasive techniques for evaluating the reproductive tract in female dogs. The
study examined the relationship between endometrial echogenicity, cytology and
uterine histopathology; the echogenicity of uterine contents and their cytological
and bacteriological composition; and the diagnostic value of transcervical
catheterization (TCC) sampling. A total of 70 bitches were diagnosed with
pyometra (n=14), cystic endometrial hyperplasia (CEH; n=15), endometritis
(n=21) or healthy uterus (n=20). Twenty-one females presented uterine contents
(purulent, mucous, or serous). Ultrasonographic images were digitally analyzed to
measure echogenicity and echotexture, represented as the mean gray value (MGV)
and the standard deviation of the gray value (SDG), respectively.
Ovariohysterectomy (OVH) was carried out for bacteriological, cytological and
histopathological sampling. In ten bitches, bacteriological and cytological samples
were collected before OVH by TCC. Data were statistically analyzed. Pyometra
exhibited higher MGV and SDG than other uterine conditions (P<0.01). MGV

was higher in purulent and mucous contents than in serous ones (P<0.01), whereas



SDG was greater in purulent than in serous and mucous contents (P<0.05). Some
cytological and histopathological inflammation-related parameters influenced
MGV and SDG (P<0.05). The agreement between the TCC cytology and
histopathology was k=0.62 (P<0.05). Sensitivity of TCC cytology was 66% and
specificity was 100% (P<0.01). The agreement between TCC and direct uterine
bacteriological sampling was k=0.60 (P<0.01). Uterine echogenicity and
echotexture, which reflect different histopathological patterns and cytological
compositions, contribute to the definitive diagnosis of these uterine conditions.
This study highlights the diagnostic value of digital ultrasonographic analysis and

endoscopy-guided TCC.



INTRODUCCION GENERAL

En la region del Gran La Plata, existe un alto porcentaje de perras sin castrar que,
combinado con la mayor esperanza de vida en los caninos domésticos, podria
contribuir a una aumentada prevalencia de enfermedades uterinas relacionadas
con la edad (Montoya y col., 2023; Egenvall y col., 2001; Fukuda 2001; Moxon y
col., 2016). En la ciudad de La Plata, un relevamiento reciente indic6 que el 30%
de las perras con tutores permanecen intactas, es decir, sin esterilizar (Bainotti y
col., 2024). En ciudades cercanas, como Buenos Aires, se reportaron porcentajes
aln mayores, donde se estima que el 50% de las hembras no estan castradas
(Direccion General de Estadistica y Censos, 2020). Ante el elevado porcentaje de
perras afiosas sin castrar, resulta de suma importancia abordar las enfermedades
uterinas caninas como objeto de estudio. Dentro de las mas frecuentes, podemos
mencionar la pidmetra, la hiperplasia endometrial quistica (HEQ) y la
endometritis, que representan un desafio en la clinica veterinaria debido a su
impacto en la fertilidad, pudiendo incluso poner en riesgo la vida de las perras
(Hagman, 2022; Johnston y col., 2001). Ademas, el creciente interés en la
reproduccion de razas especificas refuerza la importancia de investigar y
desarrollar métodos diagndsticos tempranos y efectivos para garantizar la salud

uterina y mejorar el bienestar reproductivo en perras (Davidson y Baker, 2009).

La piometra es una de las afecciones de mayor impacto clinico en perras no
castradas, caracterizada por una infeccion purulenta del ttero durante la fase lutea.

Este proceso es facilitado por el efecto inmunosupresor de la progesterona (P4),



que reduce la contractilidad uterina y favorece la retencion de contenido
intraluminal (Hagman, 2022; Pretzer, 2008; Schlafer y Gifford, 2008). Su
prevalencia varia entre el 9% y el 66%, con un incremento significativo en perras
mayores de nueve afos (Johnston y col., 2001). En el Hospital Escuela de 1a FCV-
UNLP, la prevalencia de piometra es del 25% en perras evaluadas clinica y
ecograficamente por sospecha de esta enfermedad (Blanco y col., 2018). La
Escherichia coli es la bacteria mas predominante en los uteros con pidmetra, sin
embargo, otras especies también han sido aisladas (Hagman, 2022). En un mismo
utero, pueden estar involucradas mas de una especie o incluso presentar un cultivo
negativo (Hagman, 2018). Las bacterias y productos bacterianos son potentes
inductores de inflamacion local y sistémica, motivo por el cual las pacientes
enfermas pueden llegar a desarrollar una septicemia. Por esto, la piometra es
considerada una emergencia médica, siendo de suma importancia confirmar su
diagnostico e instaurar un tratamiento tempranamente, a fin de evitar el rapido

deterioro en el estado de salud de la paciente (Hagman, 2018).

Por su parte, la HEQ se define como una proliferacion anormal del endometrio
con dilatacion y crecimiento excesivo de las glandulas endometriales. Aunque
tradicionalmente se ha asociado su desarrollo con la exposicion prolongada a la
P4 durante el diestro, también se han reportado casos en otras etapas del ciclo
(Johnston y col., 2001; Schlafer, 2012). En el Hospital Escuela de la FCV-UNLP,
la prevalencia de esta enfermedad es del 19% de las pacientes enteras evaluadas
ecograficamente. Esta condicion uterina puede incluir la acumulacion de
secreciones en la luz del utero, lo que predispone a infecciones bacterianas

ascendentes y, en algunos casos, la progresion hacia una piometra (Schlafer y



Gifford, 2008). La HEQ también esta asociada a bajas tasas de concepcion y

tamafios de camada reducidos (England y col., 2012).

La endometritis es una inflamacion localizada del endometrio que no se extiende
mas alla del estrato esponjoso (Fontaine y col., 2009; Pascotini y col., 2023). Esta
enfermedad uterina es comun en perras y una causa relevante de subfertilidad e
infertilidad (Fontaine y col., 2009). Su etiologia es multifactorial, incluyendo
contaminacion bacteriana durante el parto, inseminacion artificial y
contaminacion fecal (Ribeiro y col., 2006; Schlafer, 2012). La bacteria mas
frecuentemente aislada en estos casos también es Escherichia coli, que induce una
respuesta inflamatoria caracterizada por infiltracion neutrofilica, congestion

vascular y edema (McEntee, 1983; Schlafer, 2012).

Otros trastornos uterinos en la perra, como la mucémetra e hidrémetra, aunque
menos frecuentes, representan un desafio diagnodstico. Esto se debe a que la
acumulacion de fluidos estériles en el utero puede confundirse facilmente con
pidmetra durante el examen ultrasonografico. La secrecion excesiva de moco
asociada con HEQ o la administracion prolongada de progestdgenos puede
contribuir al desarrollo de una colecta uterina no purulenta. La diferenciacion
principal entre estos fluidos radica en la viscosidad del fluido, siendo mas viscoso
en la mucometra y mas acuoso en la hidrometra (Hagman, 2018; Johnston y col.,
2001; Pretzer, 2008). A diferencia de la pidmetra, estas colectas uterinas no son
consideradas una emergencia médica porque no comprometen la vida de la
paciente de forma inmediata. Sin embargo, la contaminacion bacteriana de estos

fluidos puede devenir en un trastorno de caracter sistémico.
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Con el fin de lograr un diagnostico temprano y diferenciar adecuadamente las
condiciones uterinas, se han desarrollado diversas herramientas diagnosticas para
examinar el tracto reproductivo. Las técnicas diagnodsticas minimamente invasivas
se definen como aquellas que se realizan provocando en el cuerpo el menor dafo
posible (Christoffersen y col., 2012). No obstante, la investigacion sobre la
aplicacion de estas técnicas en medicina de pequeios animales es sumamente

€scasa.

La ultrasonografia uterina se ha consolidado como una técnica diagndstica no
invasiva, que ha demostrado ser 1til y confiable para identificar enfermedades
uterinas en la perra (Hagman, 2017). Es un método bien tolerado que, en la
mayoria de los casos, no requiere sedacion ni anestesia de la paciente. Los
parametros evaluados incluyen el didmetro del cuerpo y cuernos uterinos, el
espesor de la pared uterina y la presencia de estructuras quisticas o contenidos
luminales, permitiendo distinguir las metropatias del itero normal (Bigliardi y
col., 2004; Schlafer, 2012). Rutinariamente, se evalta subjetivamente la
ecogenicidad y ecotextura del contenido intraluminal y, raramente, de la pared. La
ecogenicidad corresponde a la intensidad de grises en una imagen generada por
las variaciones en la capacidad de reflexion de las ondas ultrasonograficas, segiin
el tipo de tejido insonado. Por su parte, la ecotextura se refiere a la heterogeneidad
de los tonos de grises, es decir, al aspecto del entramado de grises observado en la
imagen (Bigliardi y col., 2004; Schlafer, 2012). Estas caracteristicas
ultrasonograficas del endometrio y del contenido luminal varian segun las
condiciones fisiologicas y patologicas del 6rgano. En las lesiones de gran

extension, estos cambios son faciles de detectar. Sin embargo, la evaluacion
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subjetiva de la ecogenicidad y ecotextura suele ser insuficiente para identificar
lesiones leves, especialmente en enfermedades subclinicas como la endometritis

(Bigliardi y col., 2004; Hagman, 2017).

Recientemente, la aparicion de equipos de ultrasonografia de alta frecuencia ha
permitido una evaluacion de la estructura endometrial y de la luz uterina con
precision debido a una mayor resolucion (Topie y col., 2012). Esta tecnologia ha
facilitado la identificacion de diferencias en la ecogenicidad, por lo que podria
proporcionar una herramienta mas eficaz para distinguir diferentes componentes

del tejido.

La ecogenicidad y ecotextura son parametros ultrasonograficos que pueden
cuantificarse de manera computarizada por medio del andlisis digital de la
imagen, es decir, utilizando un software que asigna un valor numérico a ambas
variables. De esta manera, se obtiene un valor promedio de grises que corresponde
a la ecogenicidad y un rango de valores de grises que refleja la ecotextura. Estos
datos estan directamente asociados con la composicion del tejido u 6rgano

insonado (Polat y col., 2015; Zotti y col., 2015).

Se sabe que, en otros tejidos, la composicion celular esta en estrecha relacion con
las imagenes ultrasonograficas obtenidas. En caninos, se han demostrado
correlaciones entre la histopatologia, composicion celular, y los valores de
ecogenicidad y ecotextura en rifiones y testiculos (Zotti y col., 2015).
Recientemente, la ecogenicidad del endometrio y la placenta, evaluados
cuantitativamente, han evidenciado cambios durante la gestacion canina,

asociados con modificaciones anatémicas e histoldgicas propias de este periodo
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fisiologico (Zabitler y col., 2022). Hasta hoy, no existen estudios que cuantifiquen
y comparen estos patrones en condiciones uterinas de las perras no gestantes,
tanto a nivel endometrial como en el contenido intraluminal. Tampoco ain existe
una validacion de esa informacion ultrasonografica a través del andlisis citoldgico,

histoldgico o bacterioldgico de los uteros insonados.

Por otra parte, la endoscopia del tracto reproductivo de la hembra es otra técnica
de diagnostico que ha demostrado ser sumamente 1til en la evaluacion
reproductiva de carnivoros domésticos (Fontaine y col., 2009; Groppetti y col.,
2010). Su principal aplicacion hasta el momento ha sido la inseminacion artificial
y el diagnoéstico y tratamiento de enfermedades vaginales (Lévy, 2016; Mason y
Rous, 2014). Sin embargo, esta técnica puede resultar de alto valor diagndstico a
nivel uterino, debido a que presenta la potencialidad de permitir tomar muestras
citologicas endometriales y bacteriologicas a través de catéteres transcervicales,
sin implicar la escision del utero (Watts y col., 1998). No obstante, la aplicacion
de esta técnica en perros aun es incipiente, y su validacion clinica es fundamental
para garantizar su precision diagnostica (Fontaine y col., 2009; Mongheiseh y
col., 2020; Watts y col., 1998). Tanto Watts (1998) como Mongheiseh y col.
(2020) utilizaron esta técnica para evaluar perras durante el ciclo estral. Groppetti
y col. (2010) evaluaron perras con diferentes condiciones uterinas, entre ellas la
HEQ y la piémetra. Fontaine y col. (2009) reportaron resultados citologicos en
perras con endometritis, aunque esos datos no fueron validados con
histopatologia. Este aspecto es crucial para asegurar la validez y adecuada

interpretacion de la muestra citologica (Cooke y col., 2013).
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La implementacion de estas técnicas minimamente invasivas podria contribuir a la

deteccion y tratamiento de enfermedades uterinas subclinicas. Un diagnostico

temprano y preciso es fundamental para determinar la necesidad y tipo de

tratamiento, asi como para establecer un pronostico adecuado para cada paciente.

Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis fue determinar el valor diagndstico

de técnicas minimamente invasivas en el tracto reproductivo de la hembra canina.

Para alcanzar dicho objetivo general, los objetivos particulares fueron:

1.

Describir y comparar ultrasonograficamente la ecogenicidad y ecotextura
del endometrio utilizando anélisis digital de imagenes en perras normales y
con pidometra, hiperplasia endometrial quistica (HEQ) y endometritis.
Evaluar y comparar el efecto de parametros uterinos clinicos,
bacteriologicos ¢ histopatoldgicos sobre la ecogenicidad y ecotextura del

endometrio.

Describir y comparar ultrasonograficamente la ecogenicidad y la
ecotextura de los contenidos intraluminales uterinos en perras mediante

analisis digital.

Evaluar la citologia de los contenidos uterinos en perras.

Analizar el efecto de algunos parametros clinicos, ultrasonograficos,
bacteriologicos y citologicos sobre la ecogenicidad y la ecotextura de los

contenidos intraluminales uterinos.

Evaluar el valor diagndstico de las muestras citologicas endometriales

obtenidas mediante CTC guiada por endoscopia.
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7. Determinar la sensibilidad y especificidad de la CTC para la identificacion

del crecimiento bacteriano uterino.

8. Comparar los hallazgos bacteriologicos vaginales y uterinos.

Esta tesis se estructura en tres capitulos y conclusiones generales. El primer
capitulo aborda la cuantificacion ultrasonografica del endometrio, su relacion con
factores clinicos e histopatologicos y su utilidad para diferenciar uteros normales
y con pidometra, HEQ y endometritis. Este capitulo tiene como hipotesis que
existen variaciones en la ecogenicidad y ecotextura endometrial en condiciones
fisiologicas y patoldgicas, en asociacion con sus caracteristicas histologicas y
bacteriologicas. El segundo capitulo se centra en la evaluacion del contenido
intraluminal uterino (purulento, mucoso, seroso) mediante andlisis digital,
citoldgico y bacteriologico. Este capitulo plantea la hipotesis de que existe
influencia de las caracteristicas citologicas y bacterioldgicas del contenido uterino
sobre su ecogenicidad y ecotextura. Finalmente, el tercer capitulo analiza la
eficacia de la cateterizacion transcervical guiada por endoscopia como
herramienta para realizar una evaluacion citoldgica y bacteriologica, comparando
su precision con la histopatologia. Este capitulo se sustenta en la hipotesis que la
cateterizacion transcervical es una herramienta sensible y especifica para el
diagnostico de endometritis y para la caracterizacion de la microbiota uterina en
esta enfermedad y en perras sanas. La aplicacion de estos resultados permitira
establecer nuevas bases diagnosticas para la reproduccion canina, mejorando la

precision y eficacia del diagnostico de enfermedades uterinas.
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CAPITULO 1

CUANTIFICACION ULTRASONOGRAFICA DE LA ECOGENICIDAD Y
ECOTEXTURA DEL ENDOMETRIO CANINO EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS Y PATOLOGICAS MEDIANTE ANALISIS ASISTIDO

POR COMPUTADORA

Introduccion

Las enfermedades uterinas mas frecuentemente diagnosticadas en perras no
prefiadas son la hiperplasia endometrial quistica (HEQ) y la piometra. Sin
embargo, diversos estudios han demostrado que la endometritis también es un
hallazgo frecuente en esta especie (Bukowska y col., 2020; Christensen y col.,
2012; Gifford y col., 2014; Hagman, 2017; Mir y col., 2013). La pidmetra suele
asociarse con signos sistémicos graves debido a la infeccion bacteriana. Por el
contrario, la HEQ y la endometritis generalmente no presentan signos clinicos
salvo infertilidad. Por lo tanto, es esencial distinguir estas tres metropatias, porque

la piometra puede comprometer la vida de la paciente (Hagman y col., 2006).

A diferencia de la HEQ y la pidmetra, el diagnostico de endometritis en perras
suele ser un desafio, y su apariencia ultrasonografica ha sido escasamente

reportada. Solo existe un estudio que incluye perras servidas y el reporte de un
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caso (England y col., 2012; Lyman y col., 2018). En el primer articulo, se postuld
que, al igual que en yeguas, el diagndstico indirecto de endometritis en perras
puede realizarse mediante la deteccion ultrasonografica de colecta intraluminal
secundaria a la retencion de fluidos tras el apareamiento (England y col., 2012).
De manera similar, en el reporte de caso, la persistencia de fluido uterino fue el
principal hallazgo ultrasonografico en una perra con endometritis cronica e
inseminaciones infértiles (Lyman y col., 2018). Considerando la informacion
limitada y poco especifica sobre las caracteristicas ultrasonograficas de la
endometritis canina, su confirmacion requiere de biopsia uterina. Sin embargo,
este procedimiento puede conllevar riesgos graves, como hemorragias o
infecciones secundarias (Christensen y col., 2012; Gifford y col., 2014; Mir y col.,

2013).

Como se menciond en la introduccion, la ultrasonografia es un método util y
confiable para detectar condiciones patoldgicas del tracto reproductivo femenino
(Bigliardi y col., 2004). Los avances en los equipos ultrasonograficos y el
desarrollo de transductores de alta frecuencia han mejorado la visualizacion de la
anatomia reproductiva y sus lesiones (Davidson y Baker, 2009). Esa mayor
resolucion facilita la identificacion de cambios fisiopatoldgicos en el utero canino

durante las diferentes etapas reproductivas (Nogueira y col., 2021).

En los ultimos afios, distintos autores han descripto subjetivamente la
ecogenicidad endometrial en condiciones fisiologicas y patologicas de la perra
(Barbosa y col., 2013; Davidson y Baker, 2009; England y Allen, 1989; Nogueira
y col., 2021; Yeager y Concannon, 1990). Durante el proestro y el estro, England

y col. (1989) observaron que el ttero se vuelve progresivamente hipoecoico con



22

regiones centrales de hiperecogenicidad, lo que podria interpretarse como areas de
edema endometrial. En perras en el posparto, Barbosa y col. (2013) sugirieron que
el endometrio se distingue como una capa mas ecogénica que el miometrio
durante la cuarta semana de involucidn uterina. En pidmetras a cuello abierto,
Davidson y Baker (2009) postularon que las paredes uterinas ecogénicas sugieren

cronicidad de la enfermedad.

El andlisis objetivo de imagenes digitalizadas obtenidas en tiempo real se ha
convertido en una herramienta diagnostica sumamente interesante. Una imagen
ultrasonografica bidimensional es una matriz de pixeles, en la que a cada pixel se
le asigna un valor numérico de brillo en una escala de grises que varia de 0 (negro
absoluto) a 255 (blanco absoluto) (Singh y col., 1997). La conversion de la
informacion de la imagen en datos numéricos permite realizar evaluaciones
cuantitativas de la densidad de pixeles presentes en una imagen (Ginther, 2014).
Las alteraciones sutiles en las imagenes ultrasonograficas digitales de los tejidos,
que no pueden ser distinguidas a simple vista, se pueden detectar mediante valores

numéricos, eliminando la subjetividad de la evaluacion visual (Polat y col., 2015).

El analisis computarizado utiliza regiones de interés (ROI) de tamafio definido en
las imagenes digitalizadas, que son escaneadas automaticamente para determinar
el numero de pixeles y su distribucion. Dentro de cada ROI, se obtienen
determinados parametros como el valor medio de gris (VMG) y la desviacion
estandar del nivel de gris (DEG) que se evaluan objetivamente mediante un
software. De esta forma, se proporciona informacion sobre la ecogenicidad y

ecotextura de las imagenes (Zabitler y col., 2022).
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La cuantificacion de la ecogenicidad y ecotextura endometriales se ha realizado en
humanos, vacas, cabras y ovejas (Akbulut y Celik, 2021; Cengiz y col., 2014;
Cengiz y col., 2017; Fanchin y col., 1999; Kiiciikaslan y col., 2014; Polat y col.,
2015). En vacas, los cambios en las imagenes ultrasonograficas digitales mediante
programas de analisis asistido por computadora pueden servir como posibles
indicadores de endometritis subclinica. Estas alteraciones de la ecotextura
endometrial dependen de la densidad celular y la presencia de inflamacion,
demostrando la influencia de los cambios histopatoldgicos en la ecogenicidad

(Polat y col., 2015).

En un estudio reciente, el andlisis cuantitativo del valor de gris endometrial y
placentario puso en evidencia las modificaciones anatomicas e histoldgicas
propias de la gestacion canina (Zabitler y col., 2022). Actualmente, no existen
estudios que cuantifiquen y analicen estos patrones de ecogenicidad y ecotextura
en enfermedades uterinas en perras. Ademas, esta informacion ultrasonografica no

ha sido relacionada con hallazgos histologicos o bacterioldgicos.

Por estas razones, los objetivos de este capitulo fueron:

1. Describir y comparar ultrasonograficamente la ecogenicidad y ecotextura
del endometrio utilizando analisis digital de imagenes en perras normales
y con pidmetra, hiperplasia endometrial quistica (HEQ) y endometritis.

2. Evaluar y comparar el efecto de parametros uterinos clinicos,
bacteriologicos e histopatoldgicos sobre la ecogenicidad y ecotextura del

endometrio.
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Materiales y Métodos

Animales y grupos experimentales

La totalidad de la actividad experimental desarrollada en el presente trabajo de
Tesis fue aprobada por el Comité de Etica y Cuidado Animal de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina, bajo el

c6digo 99—-1-19 T.

En este estudio, se incluyeron 41 perras post puberes enteras, de raza pura 'y
mestizas, de 1 a 12 afos de edad, de 2,4 a 33 kg de peso, derivadas al Hospital
Escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias. Segun la evaluacion clinica,
ultrasonografica (superficie endometrial, presencia de contenido intraluminal y
quistes), anatomopatoldgica (presencia y tipo de contenido intraluminal y quistes)
e histopatoldgica (extension de la reaccion inflamatoria), las perras se asignaron a

uno de los siguientes grupos:

El grupo Pidmetra (P1O; n=6) incluyo perras con contenido purulento intraluminal
uterino y endometrio hipertrofico con numerosos quistes grandes (Bigliardi y col.,

2004).

El grupo Hiperplasia Endometrial Quistica (HEQ; n=8) incluy6 perras con
endometrio hipertrofico que presentaron pocos quistes pequelos 0 numerosos
quistes grandes, con o sin contenido intraluminal no purulento (Bigliardi y col.,

2004).
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El grupo Endometritis (END; n=13) incluy6 perras sin quistes, con superficie
endometrial normal e inflamacién de la mucosa uterina que no se extendia mas

alla del estrato esponjoso (Fontaine y col., 2009).

El grupo Normal (GN; n=14) incluy6 animales sin alteraciones macro ni

microscopicas del utero.

Examen clinico, citologia vaginal y determinacion hormonal

En todas las perras, se realiz6 un examen fisico, una citologia vaginal y la
determinacion de progesterona sérica (P4) para determinar la fase del ciclo estral.
Ademas, mediante la anamnesis, se obtuvieron datos sobre la fecha del ultimo
celo y el comportamiento estral. El proestro se caracteriz6 por tumefaccion vulvar,
niveles basales de P4 hasta el final del proestro y la presencia de células
epiteliales parabasales, intermedias y superficiales en los frotis vaginales. El estro
se defini6 por la presencia de una vulva agrandada y reblandecida, niveles de P4
>2 ng/ml alcanzando entre 15 y 25 ng/ml, y mas del 90 % de células cornificadas
en un fondo limpio en los frotis vaginales. El diestro se caracterizd por
concentraciones maximas de P4 (15-80 ng/ml) y mas del 50 % de células
parabasales (=20 %-60 %) e intermedias (=30 %-70 %) en la citologia vaginal. El
anestro se defini por niveles basales de P4 y un frotis vaginal con mas del 90 %
de células parabasales (=30 %) e intermedias (=70 %) (Concannon, 2011;

Johnston y col., 2001; Lindh 2023). También se recopild informacion sobre el
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numero de partos previos. Ninguna de las perras recibi6 tratamientos hormonales

previos y las perras con anomalias ovaricas fueron excluidas del estudio.

Muestreo de sangre y analisis hormonal

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de la vena cefalica, que fueron
centrifugadas y cuyo suero se congeld a -20 °C hasta el analisis hormonal
(Christensen y col., 2012). La P4 sérica se midié mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (Elecsys Progesterone III, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany; Tal y col., 2019; Spankowsky y col., 2013). Los
coeficientes de variacion intra e interensayo fueron <5,5 %, y la concentracion

minima detectable fue de 0,05 ng/ml.

Evaluaciones ultrasonograficas

Las evaluaciones ultrasonograficas uterinas se realizaron utilizando un transductor
lineal de 14 MHz (Toshiba Nemio XG, TA312, Japén) por un operador entrenado.
Todos los ajustes del equipo se configuraron para obtener la mejor calidad de
imagen posible (frecuencia 14 MHz, ganancia 92, profundidad 5 cm). Las perras
fueron posicionadas en decubito lateral sin sedacion, y se aplico gel acustico

directamente sobre la piel previamente rasurada.
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El atero fue examinado en planos longitudinales y transversales. Las dimensiones
se obtuvieron a partir de imagenes congeladas, utilizando los callipers del equipo
ultrasonografico (Davidson y Baker, 2009). Se midio el diametro transversal
maximo (UD; mm) y el grosor de la pared de los cuernos uterinos (WT; mm) en el

eje transversal (Batista y col., 2018).

Analisis digital de ecogenicidad y ecotextura

Las imagenes se analizaron con el software ImageJ® (ImageJ® 1.54 g; NIH, EE.
UU.) (Zabitler y col., 2022). En las imagenes digitales congeladas (jpeg de 640 x
480 pixeles), se seleccionaron seis ROI (0,5 mm?) (D’Francisco y col., 2020).
Estas regiones se seleccionaron para incluir inicamente el endometrio,
excluyendo otras anomalias focales como quistes o artefactos (Ginther, 2014;

Zotti y col., 2015).

Los parametros analizados para cada ROI fueron el valor medio de gris (VMQG) y
la desviacion estandar de gris (DEG), que representan la ecogenicidad y
ecotextura, respectivamente. E1 VMG se definié como el promedio obtenido al
dividir la suma de los valores de gris de todos los pixeles por el nimero total de
pixeles, mientras que el DEG se calcul6 como la desviacion estandar de los
valores de gris. Ambos parametros se analizaron como variables independientes
segun reportes previos (D’Francisco y col., 2020; Moxon y col., 2015; Zabitler y
col., 2022). También se determinaron los valores maximos (MaxGV) y minimos

(MinGV) de gris (Zabitler y col., 2022).
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Muestreo y analisis bacterioldgico

Se realiz6 la ovariohisterectomia en todas las perras siguiendo procedimientos
estandarizados (Davidson y Baker, 2009). Tras la extraccion quirtirgica, se realizd
un examen macroscopico inmediato del utero. Se obtuvieron muestras para el
analisis bacteriologico e histopatologico de cada cuerno uterino mediante una
incision longitudinal en la pared uterina con bisturi, lo que permiti6 acceder al
lumen. Se utiliz6 un hisopo estéril (Copan Transystem™, Italia), que se introdujo
a través de la incision y se rotd para recoger una muestra de la superficie
endometrial. Las muestras se conservaron en tubos con medio de transporte y se
enviaron para el examen bacterioldgico. Posteriormente, se inocularon en medios
de cultivo especificos, incluyendo agar de soya tripticasa con 5 % de sangre ovina
(aerobio), agar MacConkey (aerobio), agar Columbia con 10 % de sangre ovina
(10 % de CO2), agar sangre anaerobio CDC (anaerobio) y agar N (10 % de CO2).
Las placas se incubaron durante al menos 48 hs a 35 °C. Los microorganismos se
identificaron siguiendo procedimientos estandares (Carter, 1990; Freundt, 1983).
Las muestras que mostraron un crecimiento intensivo de una o dos cepas
bacterianas se clasificaron como positivas (Marseloo y col., 2004). Se
consideraron estériles aquellas muestras donde no se observd crecimiento en las

lineas de cultivo directo (Bukowska y col., 2020).

Evaluacion histopatologica
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Los tejidos fueron incluidos en parafina, cortados a 4 um, procesados de manera
rutinaria y tefiidos con H&E (Gifford y col., 2014). Las imagenes histologicas se
obtuvieron mediante un microscopio (Olympus BX50, Tokio, Japén) con aumento
de 10x o0 40x, a través de una camara digital RGB adjunta (Omax A35180U3,
China) y digitalizadas en formato TIFF de 24 bits en color verdadero. Todas las
imagenes fueron analizadas por un tinico operador, utilizando planimetria para las

variables cuantitativas (ImageJ® 1.54 g; NIH, USA) (D’Francisco y col., 2020).

En primer lugar, se observo la histoarquitectura general de cada muestra. Se midi6
el grosor del endometrio (mm) y del miometrio (mm) en 4 lugares seleccionados
aleatoriamente y luego se promedio. Se calculd la relacidn endometrio/miometrio
(relacion endo/myo). También se calculd el porcentaje de endometrio ocupado por
glandulas endometriales (glandula/endo; %). Se tomaron 30 mediciones de la
altura del epitelio luminal (mm) desde la membrana basal hasta el borde apical de
las células epiteliales, que luego fueron promediadas (Mansour y col., 2004). Para
el didmetro de las glandulas (mm), se estimaron los promedios midiendo dos
didmetros perpendiculares en 30 glandulas de seccion circular seleccionadas
aleatoriamente, examinando toda la superficie de la seccion, tanto en las capas
esponjosa como compacta. Para la densidad glandular (glandulas/HPF), se
contaron las glandulas presentes en las capas esponjosa y compacta en 10 campos
utilizando un aumento de 40x y se promediaron (Herrera y col., 2018). El conteo
de neutrofilos (PMNN/HPF) se obtuvo y promedié en 10 campos seleccionados

aleatoriamente a 40x (Cengiz y col., 2017).
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En el estroma endometrial se evalu6 cualitativamente el grado de reaccion
inflamatoria (ninguna, leve, grave), edema (ninguno, leve, moderado, grave),
hemorragias (ninguna, leve, moderada, grave), proliferacion de fibroblastos
(ninguna, leve, moderada), quistes (ninguno, pocos y pequeios, muchos y
grandes, muchos y pequefios, pocos y grandes), congestion vascular (ninguna,
leve, moderada, grave), cambios escamosos (ningunos, leves, moderados) y
presencia o ausencia de ulceracion, necrosis, formacion de abscesos, metaplasia
escamosa y polipos (De Boschere y col., 2001; Wozna-Wysocka y col.,

2021)(Figura 1).

Figura 1. Imagenes histopatoldgicas en tuteros de perra.

I‘i

A: Utero normal en 4x. Linea gruesa: espesor endometrio. Linea punteada:

espesor miometrio. B: Endometritis en 40x. linea verde: medicion de altura
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epitelial. Flecha: hemorragia. C: Pidémetra en 10X. Flecha: presencia de quistes
endometriales. D: Hiperplasia endometrial quistica en 40X. lineas verdes: dos
didmetros perpendiculares en glandula de seccion circular. Flecha:

polimorfonucleares neutrofilos.

Analisis estadistico

El andlisis se realizo utilizando un software comercial (SPSS 24.0; IBM SPSS,
Inc., Armonk, NY, EE. UU.). La distribuciéon normal de los datos fue evaluada
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Se compararon todos los parametros
estudiados entre los cuernos uterinos izquierdo y derecho utilizando pruebas t de
Student para datos continuos y pruebas de Chi-cuadrado para datos categoricos.
Las variables continuas se reportaron como media + error estdndar de la media

(EEM) y los datos categoricos como frecuencias (%).

Se llevo a cabo un modelo lineal generalizado para analizar el efecto del grupo, la
edad, el peso corporal, el nimero de partos previos, la etapa del ciclo estral, los
niveles de progesterona (P4), el crecimiento bacteriano, el diametro transversal
maximo y el grosor de la pared uterina, asi como las variables histologicas, sobre
el valor medio de gris (VMG) y la desviacion estandar de gris (DEG). El nivel de

significancia se establecio en P<0,05.

Resultados
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No se encontraron diferencias entre los cuernos uterinos izquierdo y derecho para
todas las variables analizadas (P>0,1), por lo tanto, los resultados se calcularon
incluyendo ambos cuernos. La edad, el peso corporal, el nimero de partos
previos, la etapa del ciclo estral, los niveles de P4, el crecimiento bacteriano, el
diametro transversal maximo y el grosor de la pared uterina de los diferentes
grupos se resumieron en la Tabla 1. El crecimiento bacteriano incluyd Escherichia
coli, Pseudomonas spp. y Klebsiella spp. en el grupo PIO, Escherichia coli en el
grupo HEQ, Escherichia coli y Klebsiella spp. en el grupo END y Klebsiella spp.

en el grupo GN.

El andlisis digital de la ecogenicidad endometrial reveld diferencias entre los
grupos experimentales (P<0,01). El grupo PIO present6 valores mas altos de
VMG (P<0,01; Figura 1), DEG (P<0,01; Figura 2), MaxGV (P<0,01) y MinGV
(P<0,01) en comparacion con los otros tres grupos. No se encontraron diferencias

entre los grupos HEQ, END y GN para estos cuatro parametros (P>0,1).

El peso corporal mostr6 una disminucion en el VMG independientemente del
grupo (P<0,01; Figura 3). Los grados crecientes de reaccion inflamatoria (P<0,01;
Figura 4), edema (P<0,01), hemorragias (P<0,01), congestioén vascular (P<0,01),
presencia de ulceracion (P<0,01) y necrosis (P<0,01) se asociaron con un aumento
en el VMG. No se encontr6 influencia de la edad, el nimero de partos previos, la
etapa del ciclo estral, los niveles de P4, el crecimiento bacteriano, el didmetro
transversal maximo, el grosor de la pared uterina, el grosor del endometrio y del

miometrio, la relacion endometrio/miometrio, el porcentaje de endometrio
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ocupado por glandulas, la altura del epitelio luminal, el didmetro glandular, la
densidad glandular, el recuento de neutrofilos (PMNN/HPF), la proliferacion
fibroblastica, los quistes, los cambios escamosos, la necrosis, los abscesos, la

metaplasia escamosa o los pélipos sobre el VMG (P>0,1).

La ecotextura (DEG) también estuvo influenciada por variables histopatologicas.
La reaccion inflamatoria (P<0,01; Figura 5) y la presencia de ulceracion (P<0,01)
mostraron un aumento del DEG endometrial. Por el contrario, no se encontrd
influencia de la edad, el peso corporal, el nimero de partos previos, la etapa del
ciclo estral, los niveles de P4, el crecimiento bacteriano, el didmetro transversal
maximo, el grosor del endometrio y del miometrio, la relacion
endometrio/miometrio, el porcentaje de endometrio ocupado por glandulas, la
altura del epitelio luminal, el didametro glandular, la densidad glandular, el
recuento de neutrofilos, el edema, las hemorragias, la proliferacion fibroblastica,
los quistes, los cambios escamosos, la necrosis, los abscesos, la metaplasia

escamosa o los polipos sobre el DEG (P>0,1).
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Tabla 1: Datos clinicos y reproductivos, ultrasonograficos, bacterioldgicos e

histopatologicos (media + EEM o % de animales) de 41 perras afectadas por

pidmetra (P1O; n=6), hiperplasia endometrial quistica (HEQ; n=8), endometritis

(END; n=13) o ttero normal (GN; n=14).

pared uterina

(mm)

PIO HEQ END GN
Edad (afios) | 8,6£1,3° 8,5+1,142 7,0£0,9 2 2,7+0,6
Peso (kg) 14,5£3,9¢ 13,0£3,7°¢ 12,6£2,2° 13,6421 2
Partos 2,0£1,7 2 0,7+0,5 * 1,3+0,7 2 0,3+0,1°%
Progesterona | 4,3+1,9 ¢ 3,6£2,2° 0,740,1 * 4,3+0,4°
sérica
(ng/ml)
Diametro 21,4351 9,5+1,7° 8,4+0,6 ° 12,544,4°
transversal
del utero
(mm)
Espesorde la | 4,9+1,8°¢ 3,5+0,5* 3,6+0,2 * 3,3+0,4 ¢

Etapa del

ciclo estral

Anestro: 33,0% ?

Diestro: 66,7% #

Anestro: 62,5%?
Estro: 12,5%*

Diestro: 25,0%?

Anestro: 61,5%?
Proestro: 7,7%*

Diestro: 30,8%?

Anestro: 28,6%?
Proestro: 28,6%?

Estro: 7,1%*

cos positivos

(etapa)

Diestro: 35,7%?
Cultivos 66,7%"* 12,5%° 15,4% " 7,1%"®
bacteriologi-
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Reaccion Ninguna: 0,0%* Ninguna: 25,0%? Ninguna: 7,6%* Ninguna: 92,8%"°
inflamatoria | Leve: 16,6%* Leve: 75,0%" Leve: 84,6%" Leve: 7,1%?
Moderada: 33,3%* | Moderada: 0,0%? Moderada: 7,6%? Moderada: 0,0%?
Severa: 66,0% 2 Severa: 0,0%" Severa: 0,0%° Severa: 0,0%°
Edema Ninguno: 33,3%* | Ninguno: 62,5%" Ninguno: 38,4%? Ninguno: 85,7 %"*
Leve: 66,6%? Leve: 25,0%? Leve: 38,4%? Leve: 14,2%?
Moderado: 0,0%? | Moderado: 12,5%* | Moderado: 23,0%* | Moderado: 0,0%?
Hemorragia | Ninguna: 16,6% ® | Ninguna: 25,5%® | Ninguna: 0,0%" Ninguna: 50,0%?
Leve: 50,0%?* Leve: 50,0%?* Leve: 38,4%?* Leve: 35,7%?
Moderada: 0,0%?® | Moderada: 12,5%* | Moderada: 23,0%* | Moderada: 7,1%*
Severa: 33,3%?* Severa: 12,5%? Severa: 38,4%?*? Severa: 7,1%?
Congestion Ninguna: 0,0% ® | Ninguna: 0,0%"° Ninguna: 0,0%?" Ninguna: 64,2%"
vascular Leve: 0,0%?* Leve: 75,0%° Leve: 30,7%? Leve: 28,5%®
Moderada: 66,6%* | Moderada: 25,0%® | Moderada: 46,1%* | Moderada: 7,1%"
Severa: 33,3%? Severa: 0,0%? Severa: 23,0%? Severa: 0,0%?
Presencia de 83,3%* 0,0%" 7,6%" 0,0%"
ulceracion
Necrosis 83,3%* 0,0%° 0,0%° 0,0%"°

Diferentes superindices representan diferencias entre grupos (P<0,05).




Figura 2. Valor medio de gris (VMG) del endometrio (= EEM) de 41 perras

36

afectadas por piometra (PIO; n=6), hiperplasia endometrial quistica (HEQ; n=8),

endometritis (END; n=13) o utero normal (GN; n=14). Las diferentes letras

indican diferencias entre los grupos (P<0,01).

Figura 3. Desviacion estandar de gris (DEG) del endometrio de los mismos
animales que en la Figura 2. Las diferentes letras indican diferencias entre los

grupos (P<0,01).
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Figura 4. Valor medio de gris (VMG) del endometrio (+ EEM) de los diferentes

pesos corporales en los mismos animales de la Figura 2 (R=0,44; P<0,01).

100 - °

60 —

Valor medio de gris (pixeles)

40 -

20

0 5 10 15 20 25 30

Peso corporal (kg)

Figura 5. Valor medio de gris (VMG) del endometrio (+ EEM) en los diferentes
grados de reaccion inflamatoria endometrial (ninguna, leve, moderada, severa) en

los mismos animales de la Figura 2. Las diferentes letras indican diferencias entre

los grupos (P<0,01).
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Figura 6. Desviacion estandar de gris (DEG) del endometrio (+ EEM) de
diferentes grados de reaccion inflamatoria endometrial (ninguna, leve, moderada,
severa) en los mismos animales de la Figura 2. Las diferentes letras indican

diferencias entre los grupos (P<0,01).
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Discusion

Este es el primer reporte en medicina veterinaria que evalua los cambios en la
ecogenicidad y ecotextura uterina en perras normales y en aquellas que padecen
condiciones uterinas patologicas. Las perras del grupo PIO presentaron valores
mas altos de VMG, DEG, MaxGV y MinGV en comparacion con las perras de los
grupos HEQ, END y GN. Este resultado indica que la piémetra altera
objetivamente la apariencia ultrasonografica del endometrio, haciéndolo mas
ecogénico y heterogéneo. Aunque los hallazgos histolégicos revelaron la
presencia de quistes endometriales en todos los casos de PIO, las regiones de

interés (ROI) se posicionaron evitando estas estructuras. Por lo tanto, es posible
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que otras alteraciones histoldgicas hayan influido en las diferencias de
ecogenicidad y ecotextura observadas en este grupo. Segun De Bosschere y col.
(2001), los hallazgos histologicos de la piometra incluyen una marcada
infiltracion de PMNN en el estroma uterino, asociada o no con quistes
endometriales, proliferacion fibroblastica y alteracion de la relacion

endometrio/miometrio (Rodrigues da Rosa Filho y col., 2021).

En este ensayo, no se encontraron diferencias en VMG, DEG, MaxGV y MinGV
entre los grupos HEQ, END y GN. Este hallazgo sugiere que, aunque la HEQ y la
endometritis causan cambios en el endometrio, estas alteraciones podrian no ser lo
suficientemente marcadas como para expresarse en los valores de VMG y DEG.
Esto concuerda con estudios previos en vacas, donde no se pudo diferenciar entre
uteros cronicamente inflamados y sanos mediante analisis asistido por
computadora de imagenes. Se necesitan estudios adicionales para identificar
parametros ultrasonograficos que permitan diferenciar la endometritis canina de

otras condiciones uterinas.

En este estudio, varios factores clinicos e histopatologicos influyeron en la
ecogenicidad y ecotextura del endometrio. Un mayor peso corporal se asocié con
un menor VMG, indicando que en las perras mas grandes el 6rgano tiende a
observarse menos ecogenico. Esto podria explicarse por la atenuacion del haz de
ultrasonido durante la transmision, causada por el tejido subcutaneo y la
profundidad donde se encuentra el 6rgano insonado (Lisciandro, 2014; Moxon y
col,, 2015). Este hallazgo resalta la importancia de considerar el peso corporal del
paciente para configurar los ajustes del ecografo més adecuados antes de realizar

evaluaciones cuantitativas del endometrio.
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Con respecto a los parametros histopatoldgicos, los grados crecientes de reaccion
inflamatoria, edema, hemorragias y congestion vascular se asociaron con un
aumento en el VMG, evidenciando la influencia de los cambios inflamatorios y
vasculares en la ecogenicidad del endometrio. La presencia de ulceracion y
necrosis también increment6 el VMG, lo cual podria atribuirse al dafio tisular
severo y los cambios subsecuentes en su composicion (De Bosschere y col.,
2001). Esto concuerda con reportes realizados en cabras y vacas, donde el
aumento en el MGV endometrial después del apareamiento o inseminacion se
relaciono con la presencia de inflamacion (Cengiz y col., 2013; Cengiz y col.,

2014; Cengiz y col., 2017).

En humanos y vacas, se considera que el edema del estroma uterino es el evento
clave responsable de sefiales de mayor ecogenicidad. De hecho, el contacto del
fluido intersticial con las glandulas y las paredes vasculares probablemente genera
ecos en el endometrio, aumentando su ecogenicidad (Fanchin y col., 2000; Saki,
2018). Zabitler y col. (2022) sehalaron que las areas necroticas, zonas
hemorragicas y otros cambios histologicos podrian explicar el aumento en los

valores de VMG en la placenta canina.

En este estudio, no se encontr6 influencia de la edad sobre la ecogenicidad
endometrial. Aunque se ha demostrado que las perras afiosas son mas propensas a
enfermedades uterinas (Egenvall y col., 2001; Fukuda, 2001; Moxon y col.,
2016), la edad no mostr6 diferencias entre los grupos P1IO, HEQ y END, mientras
que el VMG si lo hizo. Esto sugiere que otros factores, como la reaccion
inflamatoria, el edema, las hemorragias o la congestion vascular, podrian influir

en la apariencia ultrasonografica de las enfermedades uterinas. Es necesario
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realizar mas estudios ultrasonograficos para analizar el efecto de la edad en la

ecogenicidad endometrial en perras.

Los grados crecientes de reaccion inflamatoria se asociaron con un aumento en la
ecotextura (DEG). En vacas con endometritis, el aumento en el DEG endometrial
podria reflejar la infiltracion celular y el incremento inflamatorio (Polat y col.,
2015). La disrupcion del epitelio endometrial y la infiltracion y acumulacion de
células inflamatorias sugieren que los cambios citologicos pueden influir en la
distribucion de los tonos grises. Un fendmeno similar podria haber ocurrido en

estas perras con enfermedades uterinas acompanadas de cambios inflamatorios.

En este estudio, los cultivos uterinos positivos revelaron la presencia de bacterias
en las diferentes condiciones uterinas, tanto fisiologicas como patoldgicas. Se ha
demostrado que el Gtero canino normal es un ecosistema microbiano rico, con la
presencia de microorganismos comensales como Klebsiella spp. (Lyman y col.,
2019; Mogheiseh y col., 2020; Schultheiss y col., 1999). Por esta razon, se ha
postulado que el crecimiento bacteriano por si solo no es suficiente para causar
enfermedades uterinas. Las interacciones intra-microbiota y los factores
especificos de cada especie podrian desempefiar un papel mas importante en el
mantenimiento del equilibrio y la salud que la mera abundancia de una sola
especie (Lyman y col., 2019). En un ambiente microbiano equilibrado, no ocurren
enfermedades uterinas y la ecogenicidad podria permanecer sin alteraciones. En
concordancia con este supuesto, este estudio no encontrd un efecto del

crecimiento bacteriano sobre el VMG o el DEG.
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El uso de analisis digital de imagenes permitié una evaluacion detallada de la
ecogenicidad y ecotextura endometrial canina. Esta técnica podria ofrecer un
método mas objetivo y preciso para detectar cambios histopatologicos sutiles que
no pueden observarse en imagenes ultrasonograficas estandares. Investigaciones
futuras deberian explorar la aplicacion de este analisis en otras condiciones
uterinas patoldgicas en perras, como neoplasias o hiperplasia endometrial pseudo-

placentaria.

Conclusiones

Se puede concluir que la cuantificacion ultrasonografica del endometrio revelo
que las perras con piometra presentaron una ecogenicidad y ecotextura mas altas,
lo que hace que estos paradmetros sean ttiles para distinguir esta condicion de la
hiperplasia endometrial quistica, la endometritis y el itero normal. Ademas, la
ecogenicidad y la ecotextura endometrial estuvieron influenciadas por diversos
parametros clinicos e histopatologicos. Estos hallazgos indican claramente que los
diferentes patrones histopatoldgicos pueden contribuir al diagnostico definitivo de

algunas enfermedades uterinas caninas.
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CAPITULO 2

CUANTIFICACION ULTRASONOGRAFICA DEL CONTENIDO
INTRALUMINAL UTERINO EN PERRAS MEDIANTE ANALISIS

ASISTIDO POR COMPUTADORA

Introduccion

La piometra es la enfermedad uterina mas frecuentemente diagnosticada en perras
no gestantes, que puede o no coexistir con hiperplasia endometrial quistica
(HEQ). En ausencia de piémetra, la HEQ también puede presentarse con o sin
diferentes tipos de fluidos intraluminales, como seroso, sanguinolento 0 mucoso,
de volumen variable (Dow, 1959; Schlafer y Gifford, 2008). Ademas, puede
acumularse liquido estéril en el lumen uterino, con o sin HEQ, lo cual se define
como hidrometra, mucoémetra o, en casos mas raros, hematometra, dependiendo
del tipo de fluido (Hagman, 2023). Cuando el flujo vaginal estd ausente en las
etapas iniciales de la pidometra, diferenciar entre un contenido purulento inicial y
un liquido estéril puede ser dificil, ya que no hay signos clinicos presentes.
Aunque el conteo de globulos blancos puede contribuir a esta diferenciacion, una
descripcion ultrasonografica detallada del contenido intraluminal podria confirmar

las caracteristicas del fluido.
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En algunos casos, los fluidos uterinos estériles pueden considerarse como una
etapa inicial que podria progresar a pidmetra tras la colonizacion bacteriana
(Pretzer, 2008, Verstegen, 2008). En la HEQ, las secreciones endometriales
exuberantes probablemente contribuyen al establecimiento de infecciones
bacterianas e inflamacion, es decir endometritis, que pueden evolucionar hacia
pidmetra (Schlafer, 2012). La deteccion temprana del fluido uterino, asi como la
determinacion de sus caracteristicas, son cruciales para la prevencion y el

tratamiento de las enfermedades uterinas, incluso en ausencia de infeccidn.

La ultrasonografia de alta frecuencia es un método practico y sensible para
evaluar el tracto reproductivo femenino (Davidson y Baker, 2009). A mayor
resolucion, mayor es la capacidad de identificar cambios fisioldgicos y
patoldgicos uterinos (Aires y col., 2021). Este método permite obtener facilmente
informacion sobre la pared uterina, el tamafo y contenido del lumen, asi como la
simetria y posicion general del drgano. Aunque se ha sugerido que la ecogenicidad
del contenido intraluminal es indicativa de celularidad, su diferenciacion

ultrasonografica sigue siendo dificil (Bigliardi y col., 2004; Batista y col.,2018).

En varios trabajos sobre condiciones uterinas patologicas caninas, se ha reportado
una evaluacion subjetiva de la ecogenicidad del contenido uterino- Davidson y
Baker (2009) reportaron que el fluido intraluminal anecoico sugiere, aunque no
diagnostica, hidrometra o mucometra. Segun Pretzer y col., (2008), se sospecha de
mucometra o hematdmetra si el contenido es ecogénico, mientras que la
hidrometra se sospecha si es anecoica (Verstegen y col., 2008). Johnston y col.
(2001) y Pretzer y col., (2008) sefialaron que los hallazgos tipicos en pidmetra

incluyen un tutero agrandado lleno de fluido anecoico a hipoecoico. En contraste,
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Bigliardi y col. (2004) reportaron contenido uterino hiperecogénico en casos de

pidmetra.

Como se menciono previamente en esta tesis, el analisis objetivo de imagenes
digitalizadas capturadas durante ultrasonografia en tiempo real ha surgido como
una herramienta diagndstica sensible. La conversion de la informacion de grises
de la imagen en datos numéricos permite realizar una evaluacion cuantitativa de la

densidad de cada pixel (Ginther, 2014).

Parametros como el valor medio de gris (VMG) y la desviacion estandar del nivel
de gris (DEG) en los campos ROI son evaluados objetivamente mediante
software, proporcionando informacion sobre la ecogenicidad y la ecotextura de la
imagen, respectivamente (Zabitler y col., 2022). La cuantificacién de pardmetros
ultrasonograficos ha sido utilizada en aplicaciones de machine learning para
evaluar el higado, los rifiones y los fluidos libres abdominales o toracicos en
perros (Banzato y col., 2018; Yu y col., 2024; Hernandez Torres-21_y col., 2024).
No obstante, actualmente, no existen estudios que cuantifiquen y comparen la
ecogenicidad de los diferentes contenidos intraluminales uterinos en animales

domésticos.

La citologia endometrial en perros se ha investigado escasamente y los reportes
disponibles son controversiales. Groppetti y col. (2010) demostraron que los
hallazgos citologicos endometriales coincidian con el diagnostico clinico y la
histologia uterina en perras normales y con pidometra. Sin embargo, Buckowska y
col. (2020) indicaron que la citologia endometrial no era un método diagnostico

confiable para detectar patologias uterinas inflamatorias y degenerativas
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subclinicas en perras. De manera similar, el valor diagndstico de la citologia
endometrial para evaluar cambios ciclicos y condiciones patologicas no ha sido
claramente establecido en esta especie. Ademads, hasta ahora, no se ha investigado
la asociacidn entre los analisis citologicos y bacterioldgicos con la ecogenicidad y

su ecotextura en casos que presentan contenidos uterinos.

Por estas razones, los objetivos de este capitulo fueron:

1. Describir y comparar ultrasonograficamente la ecogenicidad y la
ecotextura de los contenidos intraluminales uterinos en perras mediante
analisis digital.

2. Evaluar la citologia de los contenidos uterinos en estas perras.

3. Analizar el efecto de algunos parametros clinicos, ultrasonograficos,
bacteriologicos y citologicos sobre la ecogenicidad y la ecotextura de los

contenidos intraluminales uterinos.

Materiales y Métodos

Animales

En este estudio, se incluyeron 21 perras post piiberes enteras de pura raza y
mestizas, de 1 a 12 afios de edad, de 3 a 24 kg de peso, derivadas al Hospital
Escuela para ovariohisterectomia. En cada animal se determind la etapa del ciclo

estral mediante la fecha del Gltimo celo, examen fisico, citologia vaginal y
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medicidn de progesterona sérica (P4) con la misma metodologia en el capitulo 1
(Olson y col., 1984; Concannon, 2011; Johnston y col., 2001; Lindh y col., 2023;
Christensen y col., 2012; Tal y col., 2019). También se obtuvo informacién sobre
el nimero de partos previos. Ninguna de las perras recibid tratamientos
hormonales previos ni presentd anomalias ovaricas. Las perras se asignaron a uno
de tres grupos segun las caracteristicas de sus contenidos uterinos (ver mas

adelante).

Evaluaciones ultrasonograficas

Las evaluaciones ultrasonograficas uterinas se realizaron utilizando un transductor
lineal multifrecuencia (8-14 MHz, Toshiba Nemio XG, TA312, Japon). Los
ajustes del equipo se establecieron para obtener la mejor calidad de imagen
(frecuencia 14 MHz, ganancia 92, profundidad 5 cm, profundidad focal 2,5 cm).
Las perras fueron sujetadas suavemente en decubito lateral sin sedacion. Se aplico

gel acustico al transductor y se acopld directamente a la piel rasurada.

El utero fue examinado de la misma forma que en el objetivo 1 (Freeman y col.,
2013; Davidson y Baker, 2009), midiendo el didmetro transversal méximo (UD;
mm) en el eje transversal, colocando los callipers de una serosa externa a la
opuesta. En la misma imagen, se midid el didmetro intraluminal (ID; mm)
colocando los callipers en las superficies endometriales opuestas. El grosor de la
pared uterina (WT; mm) se calculé como la mayor distancia entre la superficie

endometrial y la serosa (43).Davidson y Baker, 2009).
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Analisis digital de ecogenicidad y ecotextura

Las imagenes digitales congeladas se sometieron a analisis semiautomatizado con
el software Image]J® (Image]J® 1.54g; NIH, EE. UU.) (Zabitler y col., 2022;
Moxon y col., 2015). En cada imagen (jpeg de 640 x 480 pixeles) se
seleccionaron seis regiones de interés (ROI; 0,5 mm?) (D Francisco y col., 2020).
Cada ROI se posicion6 dentro del lumen uterino para garantizar una muestra
representativa (Figura 1). Se registraron el valor medio de gris (VMG) y la

desviacion estandar del valor de gris (DEG).

Figura 1. Ultrasonografia uterina en una perra con contenido uterino purulento.

Cuadrado amarillo: region de interés (ImageJ® 1.54g; NIH, USA)

Ovariohisterectomia, grupos experimentales y muestreo
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La ovariohisterectomia se realizo en todas las perras siguiendo procedimientos
estandar (Davidson y Baker, 2009). Tras la extraccion quirtrgica del utero, las
perras se asignaron a uno de los siguientes grupos segun la evaluacion

macroscopica del contenido uterino:

e Contenido purulento (CP; n=8): perras con acumulacion de exudado

inflamatorio purulento (Hagman, 2023).

e Contenido mucoso (CM; n=4): perras con contenido mucoso viscoso,

leve o profuso (por ¢j., ID >10 mm).

e Contenido seroso (CS; n=9): perras con fluido seroso acuoso de escaso

volumen (Fransson y col., 1997; Hagman y col., 2006).

Se recogieron muestras para analisis bacteriologico, citologico e histopatologico
de cada perra. Para este proposito, se realiz6 una incision longitudinal en la pared
uterina de cada cuerno con un bisturi para acceder al lumen uterino (Buckowska y
col., 2020). Se introdujo un hisopo estéril (Copan Transystem™, Italia) a través de
la incision y se rotd para recoger una muestra de la superficie endometrial. El
hisopo se colocd en un tubo con medio de transporte para su analisis
bacteriologico. Una segunda incision permitio la introduccion de otro hisopo
estéril, que se rotd para recoger la muestra citoldgica, la cual se extendio
inmediatamente sobre un portaobjetos estéril. Finalmente, se obtuvo una biopsia
de espesor completo para estudio histopatologico, que se colocod inmediatamente
en paraformaldehido al 10 % (Marti y col., 2021). Todo el procedimiento se

realizd en ambos cuernos uterinos.
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Analisis bacteriologico

Las muestras bacteriologicas fueron procesadas de la misma manera que en el
capitulo 1 (Carter, 1990; Freundt, 1981). Las muestras que mostraron un
crecimiento intenso de una o dos cepas bacterianas se clasificaron como positivas
(Marseloo y col., 2004). Las muestras se consideraron estériles si no hubo

crecimiento microbiano en las lineas de cultivo directo (Buckowska y col., 2020).

Evaluacion citologica

Cada frotis citologico se examind utilizando una tincion modificada de Giemsa
(Color Fast Biopack®, Argentina) y un microscopio 0ptico con aumentos de 4x a
40x (Olympus BX50, Tokio, Japén) (Marti y col., 2021). La celularidad se
determino calculando el nimero total de células por campo (Cocchia y col.,
2012). Los eritrocitos se evaluaron cualitativamente mediante un puntaje
numérico de 0 a 4 (ausentes, escasos, pocos, moderados y abundantes). Las
células rotas se evaluaron utilizando una escala de 0 a 3, considerando que un
aumento en el nimero de células rotas reduce el valor diagnéstico de la muestra
(adecuado: sin células rotas; buena preservacion: <25 % células rotas;

medianamente adecuado: 25-50 % células rotas; no util: >50 % células rotas).
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También se registro la presencia o ausencia de bacterias y material amorfo

(Groppetti y col., 2010; Marti y col., 2021).

La evaluacion de grupos de células epiteliales endometriales (agrupamientos
celulares), células epiteliales endometriales individuales, leucocitos y neutrofilos
polimorfonucleares (PMNN) se realizé calculando el nimero promedio de células
por campo (Groppetti y col., 2010). Las proporciones de diferentes tipos de
leucocitos (PMNN, eosindfilos, linfocitos y macréfagos) se calcularon como

porcentajes (Watts y col., 1998) (Figura 2).

Figura 2. Imagen de citologia de contenido uterino intraluminal purulento

-
35'59 O

O

Flecha roja: polimorfonuclear neutréfilo. Verde: eritrocito.

Evaluacion histopatolégica
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El procesamiento de las muestras se realizé siguiendo la misma metodologia que
en el capitulo 1(Gifford y col., 2014). Todas las imagenes fueron analizadas por
un Unico operador para diagnosticar la condicion uterina subyacente asociada con

cada contenido intraluminal (Hagman, 2012; Fransson y col., 2004).

La piometra se diagnostico histopatoldégicamente cuando habia metritis purulenta
aguda o cronica. La hiperplasia endometrial quistica (HEQ) se confirm6 mediante
la combinacion de hiperplasia endometrial y quistes endometriales con o sin
diferentes tipos de fluidos en el lumen uterino (Dow, 1959; Hagman y col., 2006;
Hagman, 2017; Schlafer y Gifford 2008). La endometritis se definié como la
inflamacion de la mucosa uterina que no se extiende mas alla del estrato
esponjoso (Fontaine y col., 2009), con o sin fluido en el lumen uterino (Lyman y
col., 2018; Pascottini y col., 2023). Los diagndsticos de mucémetra e hidroémetra
se basaron en la observacion de fluido mucoso o seroso profuso en el lumen
uterino durante la evaluacién macroscopica, combinada con una mucosa

hiperplésica o atrofica en la evaluacion microscopica (Fransson y col., 1997).

Analisis estadistico

Los analisis se realizaron utilizando un software comercial (SPSS 24.0; IBM
SPSS, Inc., Armonk, NY, EE. UU.). La distribucion normal de los datos se evaluo
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Todos los parametros estudiados se
compararon entre los cuernos uterinos izquierdo y derecho utilizando pruebas t de

Student para datos continuos y pruebas de Chi-cuadrado para datos categoricos.
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Las variables continuas se reportaron como media + error estdndar de la media

(EEM), y los datos categoricos como frecuencias (%).

La edad, el peso corporal, nimeros de partos previos, la etapa del ciclo estral, UD,
ID, WT, el crecimiento bacteriano y los pardmetros citologicos se compararon
entre los grupos utilizando ANOVA de una via y pruebas de Chi-cuadrado,

respectivamente.

Un modelo lineal generalizado se emple6 para analizar el efecto del grupo, peso
corporal, UD, ID, WT, crecimiento bacteriano y todas las variables citoldgicas

sobre el VMG y la DEG. El nivel de significancia se establecié en P<0,05.

Resultados

No se encontraron diferencias en las variables ultrasonograficas, bacteriologicas o
citoldgicas entre los cuernos uterinos izquierdo y derecho (P>0,1). Por lo tanto,
los resultados se calcularon incluyendo ambos cuernos. Los diagnosticos uterinos
variaron entre los grupos. En el grupo de contenido purulento (CP), todas las
perras presentaron HEQ asociada a pidmetra. No se detect6 aglutinacion ni
floculacion de material purulento en estas perras. En el grupo de contenido
mucoso (CM), se diagnosticaron dos casos de HEQ, uno de HEQ-mucometra
debido a un contenido mucoso intraluminal profuso, y otro de endometritis. En el
grupo de contenido seroso (CS), se identificaron cuatro casos de HEQ, tres de

endometritis y dos animales presentaron un Utero normal.
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La edad, peso corporal, el nimero de partos previos, etapa del ciclo estral,
concentracion de P4, UD, ID, WT y crecimiento bacteriano de los diferentes
grupos se resumen en la Tabla 1. La celularidad, células rotas, leucocitos, PMNN
por campo, eosinofilos, linfocitos y macréfagos fueron mas altos en CP que en
CM y CS (P<0,05). Por el contrario, los eritrocitos fueron mas bajos en CP que en
CM y CS (P<0,05). Las células rotas, las células epiteliales endometriales, el
porcentaje de PMNN y los macréfagos fueron mas altos en CM que en CS
(P<0,01). Los linfocitos fueron mas altos en CS que en CM (P<0,01). El
porcentaje de perras con presencia de bacterias en el andlisis citologico fue mas
alto en CP que en CM y CS (P<0,01). Asimismo, este parametro fue mas alto en
CS que en CM (P<0,01). El porcentaje de perras con presencia de material amorfo
en el analisis citologico fue mas alto en CP que en CS (P<0,01), pero no mostrd
diferencias entre CP y CM (P>0,1). La presencia de material amorfo fue mayor en
CM que en CS (P<0,01). Los agrupamientos celulares no mostraron diferencias
entre los grupos (P>0,1). No se observaron diferencias entre CM y CS en cuanto a
celularidad, eritrocitos, leucocitos, PMNN por campo, eosinofilos o la presencia

de bacterias (P>0,1; Tabla 2).

El analisis digital de la ecogenicidad y la ecotextura de los contenidos uterinos
revelo diferencias significativas entre los grupos experimentales (P<0,01). El
grupo CS presentd valores de VMG mas bajos que los grupos CM y CP (P<0,01;
Figura 2), mientras que no se encontraron diferencias entre CM y CP (P>0,1). El
DEG fue maés alto en CP que en CM y CS (P<0,01; Figura 3), pero no mostro
diferencias entre CS y CM (P>0,1). La celularidad, los agrupamientos celulares, la

presencia de bacterias (Figura 4), la presencia de material amorfo, las células
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epiteliales endometriales, los linfocitos y los macréfagos se asociaron con un
aumento en el VMG (P<0,01). Por el contrario, las células rotas (Figura 5) y el
porcentaje de PMNN se asociaron con una disminucion en el VMG (P<0,01). No
se encontr6 influencia del peso corporal, UD, WT, ID, eritrocitos, crecimiento
bacteriano, leucocitos, PMNN por campo, eosindfilos ni macroéfagos sobre el

VMG (P>0,1).

Una mayor celularidad caus6 un aumento en el DEG de los contenidos uterinos
(P<0,01). Los eritrocitos se asociaron con un menor DEG (P<0,01). Por el
contrario, no se encontré influencia del peso corporal, UD, WT, ID,
agrupamientos celulares, células rotas, presencia de bacterias, presencia de
material amorfo, células epiteliales endometriales, leucocitos, PMNN por campo,

porcentaje de PMNN, linfocitos, eosinofilos ni macréfagos sobre el DEG (P>0,1).

Table 1: Datos clinicos y reproductivos, ultrasonograficos y bacteriologicos
(media + EEM o % de animales) de 21 perras, con contenido uterino purulento
(CP; n=8), contenido mucoso uterino (CM; n=4) y contenido seroso uterino (CS;

n=9).

CP CM CS

Edad (afios) 8,8+1,22 8,7+0,8° 5,7+1,4°

Peso (kg) 14,0+4,5° 13,5+4,7° 12,7+3,0°
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Partos

0,2+0,2%

0,0+0,0°

1,0+0,5°

Etapa del ciclo estral

25% Anestro?

100% Anestro®

68% Anestro®

(etapa) 0% Proestro® 0% Proestro® 7% Proestro®
0% Estro? 0% Estro? 11% Estro®
75% Diestro® | 0% Diestro® 11% Diestro®
Progesterona sérica | 10,6+4,8? 2.1£1,0° 1,2+0,7°
(ng/ml)
Diametro transversal | 25,1+5,1? 10,443,0° 8,5+0,8"
del utero (mm)
Diametro transversal | 18,6+3,4% 5,1+2.9° 1,5+0,2°¢
intraluminal (mm)
Espesor de la pared | 4,2+0,7° 3,5+0,8? 3,6+0,3?
uterina (mm)
Cultivos 75%* 0%° 22%° (E. colien 1
bacteriologicos casode HEQ y 1
positivos caso de
endometritis)

Diferentes superindices representan diferencias entre grupos (P<0,05).
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Table 2: Datos citologicos (media = EEM o % de animales) de 21 perras, con

contenido uterino purulento (CP; n=8), contenido mucoso uterino (CM; n=4) y

contenido seroso uterino (CS; n=9).

CP CM CS
Celularidad 81,2+8,6° 36,9+5,7° 20,5+1,6°
Eritrocitos 37% Ausentes * 27% Ausentes 11% Ausentes °
50% Pocos * 27% Pocos * 45% Pocos *
12% Moderados * | 45% Moderados * | 35% Moderados *
0% Abundantes * | 0% Abundantes * 7% Abundantes *
Agrupamientos | 1,3+0,2% 1,1+0,2? 1,2+0,12
celulares
Células rotas 12% 0% 54%0° 19%0?
87% 1% 18% 1° 56% 1°¢
0% 2% 27% 2° 11% 2%
0% 3% 0% 3% 11%3*?
Presencia de 100%* 0% " 13%"°
bacterias
Presencia de 87%*? 72%*? 35%°
material amorfo
Células 6,6+6,1 * 27,5+4,9 ° 22,9+1,5°

epiteliales
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endometriales

por campo

Leucocitos por | 56,246,9 2 1,8+0,5° 6,5+1,9°
campo

Neutréfilos por | 33,6+4,5? 0,1+0,0 ® 3,4+0,9°
campo

Neutr6filos* 69% * 21%° 42% *
Eosinofilos* 1% * 0% ° 0% °
Linfocitos* 12%*° 0% ° 12%°
Macrofagos™ 17% * 41%"° 0%°

Diferentes superindices representan diferencias entre grupos (P<0,05).

*Proporcion de cada tipo celular en 100 leucocitos contados (Watts y col., 1998)



68

Figura 3. Valor medio de gris (VMG) del contenido uterino (+ EEM) en 21 perras

con contenido uterino purulento (CP; n=8), mucoso (CM; n=4) y seroso (CS;

n=9). Las diferentes letras indican diferencias entre los grupos (P<0,01).
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Figura 4. Desviacion estandar de gris (DEG) en el contenido uterino (= EEM) de

los mismos animales de la Figura 2. Las diferentes letras indican diferencias entre

los grupos (P<0,01).
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Figura 5. Valor medio de gris (VMG = EEM) seglin la presencia o ausencia de
bacterias en el contenido uterino de los mismos animales de la Figura 2. Las

diferentes letras indican diferencias entre los grupos (P<0,01).
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Figura 6. Valor medio de gris (VMG = EEM) segtin las células rotas en el
contenido uterino de los mismos animales de la Figura 2. Las diferentes letras

indican diferencias entre los grupos (P<0,01).

70 4 ab
[ ]
@ 60
()
2 . 1
o T b
‘J” 50 A
5
2 1
o #07
— 30 -
s —
20 A J_

Adecuado Buena Medianamente No util
adecuado

69



70

Discusion

Hasta donde sabemos, este es el primer reporte sobre el analisis asistido por
computadora de la ecogenicidad y ecotextura de los contenidos intraluminales
uterinos en perras domésticas. En este estudio se analiz6 el efecto de parametros
clinicos, ultrasonograficos, bacterioldgicos y citoldgicos sobre la ecogenicidad y
ecotextura de dichos contenidos. La cuantificacion de datos ultrasonograficos es
esencial para desarrollar softwares diagndsticos mediante machine learning o deep
learning (Banzato y col., 2018; Brattain y col., 2018; Burt y col., 2018; Hernandez
Torres y col., 2024; Yu y col., 2024). Estos sistemas son entrenados con datos
representativos y utilizan algoritmos computacionales para tomar decisiones y
realizar predicciones, basados incluso en diferencias simples en los valores de
intensidad de los pixeles individuales (Burt y col., 2018). El presente trabajo
proporciona un primer acercamiento a este tema al describir y comparar variables
basadas en pixeles para distinguir las caracteristicas de los fluidos intraluminales

uterinos en perras.

En estas perras, no se encontraron diferencias entre los cuernos uterinos izquierdo
y derecho en los parametros ultrasonograficos, macroscopicos, citologicos o
bacteriologicos evaluados. Esto concuerda con reportes previos que encontraron
una alta concordancia en los hallazgos histopatoldgicos entre los cuernos uterinos
(Mir y col., 2013; Prederio y col., 2019). Estos estudios sugieren que condiciones

patologicas uterinas como HEQ, pidometra, endometritis, hiperplasia endometrial
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pseudoplacentaria, atrofia, adenomiosis o fibrosis suelen presentarse de manera
simétrica. Por el contrario, condiciones poco frecuentes, como las neoplasias
uterinas, pueden afectar unilateralmente el utero canino (Sperling y col., 2018;
Russo y col., 2021). Las comparaciones realizadas en este estudio respaldan la
hipdtesis de que las lesiones inflamatorias son tipicamente difusas, lo que permite

obtener muestras representativas de cualquier cuerno.

En los exdmenes macroscopicos e histopatologicos de las muestras, se
identificaron tanto condiciones patoldgicas como fisiologicas. En el grupo CS, se
diagnosticaron dos casos de utero normal. La presencia de contenido intraluminal
en perras normales ha sido un tema controvertido. Aires y col. (2021) postularon
que no se detecto fluido en el lumen uterino de ocho perras normales durante la
fase folicular. Por otro lado, Freitas y col. (2017) reportaron una cantidad discreta
de contenido anecoico intraluminal durante el estro en 17 perras normales. Las
perras normales incluidas en este estudio estaban en diestro y anestro, con un
lumen uterino de 1,1 mm y 0,9 mm, respectivamente. Es probable que la
tecnologia de ultrasonido de alta frecuencia permitiera observar pequefias
cantidades de fluido libre que anteriormente pasaban desapercibidas con otros

dispositivos.

El diagnostico de endometritis en perras es un desafio, y sus caracteristicas
ultrasonograficas ha sido escasamente reportada (England y col., 2012; Lyman y
col., 2018). En el presente estudio, se diagnosticd endometritis en un animal del
grupo CM y en tres del grupo CS. Estos hallazgos sugieren que contenidos
mucosos o0 serosos intraluminales pueden estar presentes en perras con esta

condicidn, lo que concuerda con estudios previos que asociaron la endometritis
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canina con la presencia de fluido intraluminal (England y col., 2012; Lyman y

col., 2018; Veiga v col., 2017: Wozna-Wysocka y col., 2021). Es necesario realizar

futuras investigaciones para determinar si este fluido podria progresar a pidmetra

tras la colonizacion y proliferacion de organismos oportunistas (Pretzer, 2008).

Una de las perras con HEQ present6 un contenido uterino intraluminal mucoso
abundante con un ID de 13 mm, por lo que se la diagnostico6 como un caso de
mucometra. La incidencia de mucometra en perras se desconoce, debido a que
esta condicion suele ser un hallazgo incidental durante la ovariohisterectomia o
examenes ultrasonograficos del tracto reproductivo (Pretzer, 2008). Sin embargo,
un 13 % de las perras con utero agrandado en un estudio presentaron mucémetra o
hidrometra (Fransson y col., 1997). Hasta la fecha, no se ha definido un didmetro
luminal para diferenciar ultrasonograficamente la mucometra o hidrometra de
otras condiciones fisiologicas o patoldgicas caracterizadas por acumulacion de

fluido uterino.

En este estudio, la celularidad, los leucocitos, los PMNN, los eosinoéfilos, los
linfocitos y los macréfagos fueron mas altos en el grupo CP que en CM y CS, lo
que indica una mayor respuesta inflamatoria en las piometras. Esto coincide con
estudios previos donde las perras con pidmetra mostraron un mayor nimero de
PMNN en la citologia endometrial (Buckowska y col., 2020). Pretzer y col.
(2008) y Groppetti y col. (2010) también observaron un numero elevado de
neutrofilos, linfocitos y macrofagos en casos de pidmetra. Por el contrario, en
casos de mucometra e hidrometra se ha reportado un nimero reducido de

neutrofilos y leucocitos (Pretzer, 2008).
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Los eritrocitos fueron mas bajos en CP que en CM y CS. Pretzer (2008)
reportaron que estas células son escasas en mucometra e hidrometra y casi
ausentes en piometra. Watts y col. (1998) y Groppetti y col. (2010) también
indicaron que la piometra muestra un menor numero de eritrocitos que otras
condiciones uterinas, probablemente debido a la ausencia de lesiones

hemorragicas marcadas.

El numero de células rotas, células epiteliales endometriales y macrofagos fue
mas alto en CM que en CS. El grupo CM incluy06 principalmente diagndsticos de
HEQ, frecuentemente asociados con acumulacion de moco, células epiteliales
degeneradas vacuoladas y desechos amorfos en la citologia, debido a la necrosis
coagulativa (England y col., 2012; Krimer y Miller, 2020). Ademas, el porcentaje
elevado de macréfagos también podria sugerir una respuesta inflamatoria leve en

CM.

El porcentaje de PMNN Yy linfocitos fue mayor en CS que en CM, lo que podria
explicarse por los casos de endometritis y anestro incluidos en el grupo CS.
Algunos reportes previos destacaron la presencia de linfocitos y PMNN en el
anestro tardio y en trastornos uterinos, con excepcion de la HEQ (Groppetti y col.,

2010; Watts y col., 1998; Krimer y Miller, 2020).

Como era de esperarse, el porcentaje de perras con bacterias en el examen
citologico fue mas alto en CP que en CM y CS. Esto concuerda con Groppetti y
col. (2010), Krimer y Miller (2020) y Pretzer y col. (2008), quienes describieron
abundantes bacterias intracelulares y libres en muestras citoldgicas de pidometra.

Ademas, este parametro fue mas alto en CS que en CM, lo que podria reflejar la
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prevalencia moderada de bacterias en la endometritis canina (Fontaine y col.,

2009; Praderio y col., 2019).

El porcentaje de perras con material amorfo en el examen citologico fue mas alto
en CP y CM que en CS, pero no mostrd diferencias entre CP y CM. Estos
resultados podrian estar asociados con la HEQ, una condicion caracterizada por
mayor actividad secretora de las glandulas endometriales y la produccion de
material amorfo, como se menciond previamente (Schlafer, 2012; Groppetti y col.,

2010, Krimer y Miller, 2020).

El andlisis de ecogenicidad reveld que el grupo CS, compuesto por casos de
endometritis y perras normales, presenté un VMG menor en comparacion con los
grupos CP y CM. Este hallazgo coincide con lo reportado por Freitas y col.
(2017), quienes observaron una cantidad discreta de contenido intraluminal
anecoico en perras normales en estro y en una perra con endometritis. La mayor
ecogenicidad en CP, en comparacion con CS, es consistente con estudios previos
de Hagman (2018) y Bigliardi y col. (2004), que describieron fluidos

intraluminales ecogénicos en casos de pidmetra.

Curiosamente, no se encontraron diferencias entre CM y CP en términos de VMG.
Este resultado coincide con estudios previos que postulan que la mucémetra se
sospecha cuando los contenidos luminales uterinos son ecogénicos en
combinacion con la ausencia de signos clinicos tipicos de piometra (Pretzer,
2008). Esto contrasta con los hallazgos de Davidson y Baker (2009), quienes

postularon que el fluido intraluminal anecoico podria estar asociado con moco.
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El DEG fue mayor en CP en comparacion con CM y CS. Estudios previos han
descrito una amplia variacion en la ecogenicidad en casos de pidmetra, indicando
que los hallazgos tipicos incluyen un utero agrandado lleno de fluido anecoico a
hipoecoico, aunque los contenidos purulentos también pueden ser ecogénicos
(Pretzer, 2008). Los resultados de este estudio son consistentes con estas
observaciones y con otros autores que afirman que el utero estd distendido con
fluidos heterogéneos, que frecuentemente presentan floculacion (Verstegen y col.,

2008).

La relacion entre la ecogenicidad y la citologia uterinas es un aspecto poco
explorado en perros. Este estudio busco proporcionar informacion valiosa sobre
los parametros citoldgicos que influyen en la ecogenicidad de los contenidos
intraluminales uterinos, explicando las diferencias entre los grupos. Un VMG mas
alto estuvo relacionado con una mayor celularidad y un incremento en los
agrupamientos celulares, células epiteliales endometriales, linfocitos y
macrofagos. Esto coincide con investigaciones previas que sugieren que la
ecogenicidad de los contenidos uterinos puede indicar celularidad (Davidson y
Baker, 2009). Sin embargo, no existen estudios en especies domésticas que
analicen la ecogenicidad y las caracteristicas citologicas de los contenidos

uterinos.

En estudios en equinos, se ha reportado que la ecogenicidad de los derrames
pleurales, la cual varia de anecoica a ecogénica, depende del tipo y naturaleza del
contenido inflamatorio ya sea seroso o purulento (Soni y col., 2022; Spasojevic y

col., 2018). Soni y col. (2022) demostraron que la ecogenicidad del fluido pleural
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medida mediante software de procesamiento de imagenes fue significativamente

mayor en derrames pleurales exudativos que en trasudados.

En este estudio, la presencia de bacterias increment6 el VMG, lo cual es
consistente con estudios previos en casos de peritonitis canina, donde el fluido
peritoneal es frecuentemente ecogénico y asociado con exudado séptico
(Gremillet y col., 2022). En otro reporte, Otero Balda y col. (2024) identificaron
el crecimiento bacteriano asociado con contenido purulento ecogénico en un
absceso gastrico en un perro. Asimismo, el material amorfo provocd un aumento
en el VMG, probablemente explicado por el alto contenido de este componente en
las citologias de los grupos CM y CP, secundario a una mayor actividad secretora

de las glandulas endometriales (Krimer y Miller, 2020).

En contraste, las células rotas y el porcentaje de PMNN se asociaron con un VMG
mas bajo. Aunque ambos parametros aumentaron en los grupos con VMG mas
alto, otros parametros citoldgicos podrian haber neutralizado el efecto de las
células rotas y el porcentaje de PMNN sobre la ecogenicidad. Se requieren
estudios adicionales que incluyan condiciones con un alto porcentaje de PMNN

como Unico o principal hallazgo citoldgico para explorar este aspecto.

En el presente estudio, el aumento en la celularidad caus6 un incremento en el

DEG de los contenidos uterinos, lo que probablemente explica el alto DEG en CP,
el grupo con mayor celularidad. Este resultado concuerda con informes previos en
ganado bovino, donde los derrames heterogéneos en la articulacion interfalangica

distal son indicativos de artritis séptica, asociada con la presencia citologica de
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neutrofilos, linfocitos y alta celularidad (Heppelmann y col., 2009; Beccati y col.,

2014).

Conclusiones

Este estudio describi6é y compar6 exitosamente la ecogenicidad y la ecotextura de
los contenidos intraluminales uterinos en perras. Los contenidos purulentos y
mucosos exhibieron la mayor ecogenicidad, seguidos por los contenidos serosos.
El contenido purulento fue méas heterogéneo que los contenidos mucosos y
serosos. Estas diferencias resaltan el potencial del analisis digital ultrasonografico

para distinguir entre diferentes condiciones uterinas.

El examen citologico reveld pardmetros relacionados con la inflamacion mas
elevados en el grupo CP en comparacion con condiciones mas leves como CM y
CS. La celularidad y la presencia de bacterias se asociaron con la ecogenicidad y
la ecotextura de los contenidos. Estos hallazgos demuestran que las caracteristicas
ultrasonograficas analizadas digitalmente corresponden a la composicion de los
contenidos uterinos, proporcionando una evaluacion mas confiable de las

diferentes condiciones uterinas en perras.
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CAPITULO 3

EVALUACION DEL VALOR DIAGNOSTICO DE LA CATETERIZACION
TRANSCERVICAL GUIADA POR ENDOSCOPIA PARA EL MUESTRO
CITOLOGICO Y BACTERIOLOGICO EN ENDOMETRITIS CANINA'Y

EN UTERO NORMAL

Introduccion

El diagnostico de enfermedades uterinas subclinicas en la perra representa un
desafio, especialmente en casos asintomaticas. La endometritis y la hiperplasia
endometrial quistica (HEQ) son afecciones frecuentes en estas pacientes
asintomaticas y, en algunos casos, pueden no detectarse mediante la ecografia
rutinaria (Buckowska y col., 2020; Gifford y col., 2014). La importancia del
diagndstico en estas pacientes asintomaticas radica en que la endometritis una de
las principales causas de infertilidad o subfertilidad en la perra (England y col.,
2012). Ademas de la disminucion de la fertilidad, los cambios degenerativos en el
endometrio pueden favorecer el desarrollo de infecciones uterinas y, en algunos

casos, evolucionar hacia una pidémetra (Schlafer, 2012).

La cateterizacion transcervical (CTC) del utero es un método ampliamente
utilizado en bovinos, equinos y humanos para el diagndstico y tratamiento de

trastornos reproductivos (Baker y Jillella, 1978; Campbell y England, 2004; Ward,
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1987). En perras, se ha descrito su uso en histerografia con contraste, tratamiento
de pidmetra e inseminacion artificial, empleando dispositivos disefiados
especificamente para la guia del catéter (Funkquist y col., 1983; Lagerstedt, 1993;
Linde-Forsberg y Forsberg, 1993; Watts y col., 1998). Ademas, el empleo de
endoscopios para la CTC ofrece un potencial prometedor para la obtencion de
muestras uterinas mediante biopsia (Christensen y col., 2012; Groppetti y col.,
2010; Giinzel-Apel; Mongheiseh y col., 2020). Sin embargo, la biopsia por CTC
no puede recomendarse como técnica rutinaria en perras, debido a que puede
conllevar complicaciones graves, como hemorragias ¢ infecciones (Christensen y

col., 2012; Gifford y col., 2014; Giinzel-Apel y col., 2001; Mir y col., 2013).

La CTC ha demostrado ser una herramienta valiosa para el diagnostico de
trastornos reproductivos en la perra a través de la recoleccion de muestras
citologicas y microbioldgicas (Fontaine y col., 2009; Groppetti y col., 2010).
Groppetti y col. (2010) han propuesto que esta técnica permite la obtencion de
muestras citoldgicas en perras sanas y es util para el diagndstico de afecciones
como HEQ o pidometra. Recientemente, Mongheiseh y col. (2020) evaluaron
muestras de lavado uterino obtenidas por cateterizacion transcervical para
citologia y cultivo bacteriano durante el ciclo estral normal. Hasta la fecha, solo
un estudio realizado por Fontaine y col. (2009) ha evaluado la citologia y
bacteriologia uterina obtenidas por este método en casos de endometritis canina,

demostrando que la CTC puede contribuir al diagnostico de esta enfermedad.

No obstante, los estudios que incluyen validacion histologica de los hallazgos
citologicos obtenidos mediante CTC son escasos. Los resultados citoldgicos de

Fontaine y col. (2009) no fueron contrastados con los datos histologicos de esos
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animales. En el caso de Watts y col., (1998), la evaluacion histopatologica se
realiz6 en tejidos uterinos obtenidos post mortem de las perras eutanasiadas luego
de la CTC. Mongheiseh y col. (2020) evaluaron unicamente la presencia de
neutr6filos en muestras citoldgicas uterinas obtenidas por CTC pero sin validacion
histologica de ese pardmetro. Ademads de las complicaciones previamente
mencionadas, una limitacidon inherente de las biopsias obtenidas mediante técnicas
endoscopicas es su pequeio tamafio, que a menudo solo contienen la lamina
propia superficial (Jergens y Moore, 1999). En mujeres, las muestras
endometriales obtenidas mediante histeroscopia quirurgica son consideradas el
gold standard en lugar de la biopsia guiada por histeroscopia (Spadoto-Dias y col.,
2016). En perros, solo un estudio incluy¢ la evaluacion histologica del tracto
genital escindido para confirmar la condicion uterina, sin incluir casos de
endometritis (Groppetti y col., 2010). Ademas, los estudios previos con CTC
dirigidos al diagnostico de endometritis carecieron de la comparacion con un

grupo control e de perras normales (Fontaine y col., 2009).

La evaluacion bacteriologica de muestras obtenidas mediante CTC también se ha
llevado a cabo (Fontaine y col., 2009; Mongheiseh y col., 2020; Watts y col.,
2016). Fontaine y col. (2009) analizaron muestras de bacteriologia uterina en
perras infértiles y encontraron que el 70 % de los casos de endometritis eran de
origen bacteriano. Sin embargo, una de las principales preocupaciones con esta
técnica es la posible introduccion iatrogénica de bacterias en el ttero desde la
vagina. Por esta razon, la evaluacion simultdnea de la microbiota vaginal podria
ser util para descartar contaminacion. Recientemente, se ha propuesto obtener

muestras de la parte anterior de la vagina mediante un endoscopio rigido para
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evaluar la contaminacion en los lavados uterinos obtenidos por CTC durante el
ciclo estral canino normal (Mongheiseh y col., 2020). Hasta la fecha, no existen
estudios que hayan evaluado simultineamente muestras microbioldgicas
obtenidas mediante lavado uterino por CTC, muestreo uterino directo post

ovariohisterectomia y muestreo vaginal en perras con y sin endometritis.

Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Evaluar el valor diagnostico de las muestras citologicas endometriales

obtenidas mediante CTC guiada por endoscopia.

2. Determinar la sensibilidad y especificidad de la CTC para la identificacion

del crecimiento bacteriano uterino.

3. Comparar los hallazgos bacteriologicos vaginales y uterinos.

Materiales y Métodos

Animales

En este estudio, se incluyeron 10 perras post puberes enteras, de raza pura y
mestizas, de 1 a 8 afios de edad, de 13 a 29 kg de peso, que fueron derivadas al
Hospital Escuela para una ovariohisterectomia. Antes del procedimiento

quirargico, en cada animal se realiz6 un examen fisico, citologia vaginal,
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determinacion sérica de progesterona (P4), evaluacion ultrasonografica del tracto
reproductivo y CTC (ver mas adelante). Se obtuvo el consentimiento informado
de los tutores. Durante la anamnesis, se registrd informacion sobre la fecha del
ultimo celo y los signos de estro. Las etapas del ciclo estral se definieron mediante
la evaluacion fisica, citologia vaginal y medicion de P4 mencionada en el capitulo
1 (Concannon, 2011; Johnston y col., 2001; Lindt y col., 2022; Christensen y col.,
2012; Tal y col., 2019). También se obtuvo informacion sobre el numero de partos
previos. Ninguno de los animales habia recibido tratamientos hormonales ni

presentaba patologias ovaricas.

Evaluaciones ultrasonograficas

El examen ultrasonografico se realizd con la misma metodologia que el objetivo 1
a fin de detectar la presencia de hiperplasia quistica de las glandulas

endometriales y contenido dentro de la luz (Freeman y col., 2013).

Muestreo microbioldgico y citologico mediante CTC guiada por endoscopia

Las perras fueron sujetadas manualmente en estacion para la toma de muestras
citologicas mediante CTC (Christensen y col., 2012). En los casos que requirieron
mayor contencion, se administr6 xilazina intravenosa (Rompun, Bayer; 5 pg/kg)

para facilitar el procedimiento. Antes de la insercion del catéter, se introdujo un
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hisopo estéril con protector (Copan Transystem™, Italia) a través de la vulva
hasta la porcion craneal de la vagina y se coloco en un medio de transporte para su

analisis bacteriologico.

Se utilizé un endoscopio rigido (diametro de 4 mm, longitud de 30 cm, lente
angulada a 30°, Olympus, Japén) y una vaina (diametro de 7 x 5 mm, longitud de
25 cm) para visualizar la mucosa vaginal y la abertura cervical. En caso de ser
necesario, se insuflé CO: para dilatar la cavidad vaginal y optimizar la
visualizacién del cérvix (Fontaine y col., 2009). La cateterizacion cervical se
realizé con un catéter de 4 French (Silmag®, Francia), que se rot6 suavemente
hasta atravesar el cérvix (Mongheiseh y col., 2020). Cuando la cateterizacion
resultoé dificultosa, se utilizé una guia biliar para facilitar la entrada en el utero. Se
instil6 solucion salina estéril (NaCl 0,9 %, 2 ml/10 kg) dentro de la luz uterina,
luego se recuperd el liquido, que fue evaluado citolégica y bacteriologicamente

(Fontaine y col., 2009).

Ovariohisterectomia, muestreo bacterioldgico e histopatologico

Inmediatamente después del procedimiento endoscopico, se realiz6 una
ovariohisterectomia en todas las perras siguiendo procedimientos estandar
(Davidson y col., 2004). Luego de la extraccion quirtrgica del utero, se
recolectaron muestras para analisis bacteriologico e histopatologico de cada
cuerno uterino mediante una incision longitudinal en la pared uterina con bisturi,

permitiendo el acceso a la luz uterina (Buckowska y col., 2020). Se introdujo un
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hisopo estéril (Copan Transystem™, Italia) a través de la incision y se rotd para
obtener una muestra de la superficie endometrial. Para su conservacion, el hisopo
fue colocado en un tubo con medio de transporte y enviado a analisis
bacteriologico. Posteriormente, se tomo una biopsia de espesor completo del
utero, la cual se fij6 inmediatamente en paraformaldehido al 10 % para su estudio

histopatologico (Marti y col., 2021).

Analisis bacteriolégico

Las muestras vaginales y uterinas fueron procesadas de la misma manera que en el
capitulo 1 (Carter, 1990; Freundt, 1981). Se consideraron muestras positivas
aquellas que presentaron un crecimiento intenso de una o dos cepas bacterianas
(Marseloo y col., 2004). Se consideraron estériles aquellas muestras sin
crecimiento microbiano en las lineas de siembra directa (Buckowska y col., 2020;

Precop y col., 2017).

Analisis citologico

Cada extendido citologico se tifio con Giemsa modificado (Color Fast Biopack®,
Argentina) y se examind con un microscopio optico de 4x a 40x (Olympus BX50,
Tokio, Japon; Marti y col., 2021). La celularidad y la cantidad de eritrocitos se

determinaron mediante el calculo del niimero total de células por campo (Cocchia
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y col., 2012). También se registrd la presencia o ausencia de bacterias y material

amorfo (Groppetti y col., 2010; Marti y col., 2021).

La evaluacion de los grupos de células epiteliales endometriales (agrupamientos
celulares), células epiteliales endometriales individuales y leucocitos se realizé
mediante el calculo del numero promedio de células por campo (Groppetti y col.,
2010). Se determind la relacidon entre polimorfonucleares neutrofilos (PMNN) y
células epiteliales uterinas. La proporcion de los diferentes tipos de leucocitos se
expres6 como porcentaje de PMNN, eosinofilos, linfocitos y macrofagos (Watts y
col., 1998). Segun la proporcion de PMNN/células epiteliales observada en cada
frotis, los casos se clasificaron como positivos para endometritis (>0,5 %
PMNN/células epiteliales) o negativos (casos normales; <0,5 % PMNN/células

epiteliales) (Cocchia y col., 2012).

Examen histopatologico

El procesamiento de las muestras se realiz6 siguiendo la misma metodologia que
en el capitulo 1 (Gifford y col., 2014). Todas las imdgenes fueron analizadas por
un Unico operador para diagnosticar la condicion uterina subyacente (Hagman,

2012).

La endometritis fue definida histolégicamente como la inflamacion de la mucosa
uterina sin extension mas alla del estrato esponjoso (Buckowska y col., 2020), con
o sin presencia de liquido luminal uterino (Lyman y col., 2018). La hiperplasia

endometrial quistica se confirmé por la presencia de hiperplasia del endometrio en
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combinacion con quistes endometriales, con o sin endometritis (Dow, 1959;

Schlafer y Gifford, 2008; Schlafer, 2012).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando un software comercial (SPSS
24.0; IBM SPSS, Inc., Armonk, NY, EE.UU.). La normalidad de los datos fue
evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables continuas se
expresaron como media =+ error estandar de la media (EEM) y los datos
categoricos como frecuencia (porcentaje). Se compararon la edad, peso corporal,
el nimero de partos previos, fase del ciclo estral, concentracion de P4,
crecimiento bacteriano y parametros citologicos entre perras con y sin
endometritis mediante pruebas de t de Student y pruebas de Chi-cuadrado para

datos continuos y categoricos, respectivamente.

El nivel de concordancia entre los resultados de la citologia endometrial y la
biopsia de espesor completo se evaludé mediante el coeficiente kappa (k) de Cohen
(Buckowska y col., 2020). La concordancia se clasificd como baja (k <0.2),
regular (0.21 <k <0.4), moderada (0.41 <k <0.6), sustancial (0.61 <k <0.8)y
excelente (k > 0.8) (Cocchia y col., 2012). También se evalu6 la concordancia
entre los resultados bacterioldgicos obtenidos mediante cateterizacion
transcervical vs. muestreo uterino directo, asi como entre el muestreo uterino

directo vs. frotis vaginal, utilizando el coeficiente kappa (k) de Cohen.
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La sensibilidad y especificidad del muestreo citologico fueron calculadas
utilizando la biopsia de espesor completo como gold standard (Ibrahim y col.,
2021). La sensibilidad y especificidad de los cultivos bacteriologicos obtenidos
por cateterizacion transcervical se calcularon utilizando el muestreo uterino

directo como gold standard. Se consider6 significativo un valor de P<0,05.

Resultados

El analisis histopatologico uterino evidencio tres casos de endometritis, un caso de
HEQ con endometritis y seis animales con ttero normal. Con base en estos
hallazgos, se establecieron dos grupos: el grupo con endometritis (END, n=4) y el

grupo con utero normal (GN, n=6).

La edad, el peso corporal, el nimero de partos previos, la fase del ciclo estral, la
concentracion de P4 y el crecimiento bacteriano en los diferentes grupos se
resumen en la Tabla 1. Los datos citologicos en los distintos grupos se presentan

en la Tabla 2.

La evaluacion ultrasonografica reveld la presencia de liquido en la luz uterina en
tres perras diagnosticadas con endometritis y en tres perras con utero normal (una
en estro y dos en proestro). No se observaron quistes ni otras alteraciones

ultrasonograficas en ningun caso, incluida la perra diagnosticada con HEQ.

La endoscopia vaginal mostré una mucosa normal en todos los animales. En todos

los casos, se logré la CTC del utero, independientemente de la fase del ciclo
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estral. La técnica resultd mas sencilla en las perras de mayor tamafio. El volumen
de liquido recuperado tras el lavado fue de un tercio a un cuarto del volumen

instilado en la luz uterina.

La concordancia en el diagnostico de endometritis entre la citologia obtenida por
CTC y la histopatologia fue sustancial (k=0,62; P<0,05). La sensibilidad de la
citologia obtenida por cateterizacion transcervical fue aceptable (66 %) y la

especificidad fue excelente (100 %, P<0,01).

En cuanto a los resultados bacterioldgicos endometriales en ambos grupos, la
concordancia entre la CTC y el muestreo uterino directo fue moderada (k=0,60;
P<0,01). La sensibilidad del analisis bacterioldgico por CTC fue excelente (100

%) y la especificidad aceptable (75 %, P<0,05).

Por el contrario, la concordancia entre el andlisis bacteriano vaginal y el analisis
bacteriano uterino obtenido por cateterizacion transcervical fue baja (k=0,05;
P>0,1). De manera similar, la concordancia entre el analisis bacteriano vaginal y

el muestreo uterino directo también fue baja (k=0,1; P>0,1).

Tabla 1: Datos clinicos y bacteriologicos uterinos (media = EEM o % de
animales) en 10 perras con endometritis (END, n=4) o con utero normal (GN,

n=0).

END GN

Edad (afios) 4,5+ 1,4 2,0+03°




50% Proestro?

Peso (kg) 18,5+0,8 % 19,3£2,7%
Partos 3,0+1,7°2 0,2+0,22
Fase del ciclo estral (fase) | 25% Anestro® 33% Anestro®

50% Proestro?

(ng/ml)

25% Estro? 0% Estro?
0% Diestro? 17% Diestro?
Progesterona sérica 0,4+0,1° 1,7+1,0?

Cultivos uterinos positivos
en muestreo uterino

directo (bacterias)

33% (E. coli)?

16% (Klebsiella spp.)?

Diferentes superindices representan diferencias entre grupos (P<0,05).
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Tabla 2: Datos citologicos (media + SEM o % de animales) obtenidos mediante

cateterizacion transcervical uterina de los mismos animales en la Tabla 1.

END GN
Celularidad 2,2+1,3¢2 6,5+3.4%
Eritrocitos 198,3+£167,4% 96,5+54,8%




Células agrupadas 0,2+0,2° 0,1+0,12
Presencia de bacteria 0%* 0%*?
Presencia de material 0%* 0%*?
amorfo

Células epiteliales 2,2+1,22 6,6£3,4°
endometriales por campo

Leucocitos por campo 0,3+0,2 ? 0,0+0,0°
Neutrofilos por campo 0,5+0,2? 0,1+0,12
Neutroéfilos * 42,6%*? 0,5%"°
Eosinofilos * 0%?* 0%?
Linfocitos * 0%?* 0%?*
Macrofagos * 8,3%° 0% *?
Neutrofilos por células 15,2+14,2 2 0,6+ 0,4°

epiteliales

Diferentes superindices representan diferencias significativas entre grupos

(P<0,05).

*Proporcion de tipo celular en 100 leucocitos contados (Watts y col., 1998).
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Hasta donde sabemos, este es el primer reporte que evalta el valor diagnostico de

las muestras citologicas endometriales obtenidas por CTC en perras con
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endometritis y utero normal. También se evalu¢ la utilidad de esta técnica para la

identificacion del crecimiento bacteriano uterino.

El presente estudio encontrd una concordancia sustancial entre la citologia
obtenida por CTC y la biopsia de espesor completo para el diagnostico de
endometritis canina, con una sensibilidad aceptable y una especificidad excelente
para la deteccion de bacterias uterinas. Este hallazgo concuerda con estudios
previos que compararon la citologia uterina y la histopatologia en relacion con la
diferenciacion endometrial y las lesiones inflamatorias y degenerativas (Groppetti
y col., 2010). Por el contrario, otras investigaciones en perras clinicamente sanas y
en casos de endometritis subclinica han reportado una baja correlacion entre la
citologia uterina obtenida por muestreo directo y la histologia (Bukowska y col.,
2020; Praderio y col., 2019). Se requieren mas estudios para establecer umbrales
citologicos que permitan diagnosticar la endometritis y otras afecciones uterinas

de la perra.

En el presente estudio, el analisis histopatologico identificéd cuatro casos de
endometritis, uno de los cuales era concomitante con una HEQ leve y seis perras
con utero normal. Es notable que el 50 % de las perras presenté cambios
inflamatorios y fueron clasificadas como casos de endometritis. Este porcentaje,
sorprendentemente alto, es consistente con reportes previos (Christensen y col.,
2012; Praderio y col., 2019). Ademas, las perras con endometritis en este estudio
tuvieron mayor edad que las normales, lo que confirma que los animales maduros
son mas propensos a desarrollar enfermedades uterinas (Egenvall y col., 2001;
Fukuda, 2001; Moxon y col., 2016). La inclusion de perras con titero normal

permiti6 realizar comparaciones con los casos de endometritis, lo que constituye
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un aspecto relevante del estudio. Hasta la fecha, no existen reportes que evaluen el
valor diagndstico de la citologia obtenida por CTC en perras con endometritis y
controles normales simultaneamente. Esta comparacion permiti6 identificar
diferencias entre los grupos en varios parametros asociados a los PMNN,
incluyendo la cantidad de PMNN por campo, la relacion PMNN/células

epiteliales y el porcentaje de PMNN en los leucocitos.

La CTC se logré en todos los casos, en concordancia con descripciones previas de
Fontaine y col. (2009), Wozna-Wysocka y col. (2021) y Christensen y col. (2012).
La experiencia del operador y la técnica utilizada son factores criticos, ya que
Watts y col., (1995) sefialaron que la cateterizacion no siempre era factible en
ciertos casos. La recuperacion de liquido posterior al lavado represent6 entre un
tercio y un cuarto del volumen instilado. Dado que el nimero de neutréfilos puede
variar segun el volumen recuperado, Fontaine y col. (2009) sugirieron que el uso
de la relacion entre neutréfilos y células epiteliales endometriales podria

minimizar esta variabilidad y mejorar la deteccion de perras con endometritis.

En este estudio, la ultrasonografia no permiti6 diagnosticar la endometritis, pero
detect6 la presencia de liquido en la luz uterina en tres perras con endometritis y
en tres con Utero normal. Este hallazgo concuerda con trabajos previos que
sugieren que la endometritis canina puede estar asociada con la presencia de
contenido intraluminal (Pascottini y col., 2023; Lyman, 2018). En el presente
estudio, las perras normales con contenido intraluminal se encontraban en estro y
proestro, con un didmetro luminal de 0,4 a 4,6 mm. La tecnologia de
ultrasonografia de alta frecuencia probablemente permitié la deteccion de

pequetias cantidades de fluido.
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En relacidn con la evaluacion bacteriologica, la concordancia moderada entre la
CTC y el muestreo uterino directo, asi como los altos valores de sensibilidad y
especificidad obtenidos, respaldan la confiabilidad de la CTC para el anélisis
bacteriologico uterino (Mongheiseh y col., 2020; Fontaine y col., 2009; Watts y
col., 1995). Por otro lado, la escasa concordancia entre los andlisis bacterioldgicos
vaginales y uterinos, independientemente de si se obtuvieron por CTC o muestreo
directo, contradice los hallazgos previos de Watts y col. (1996), quienes
postularon la existencia de una flora bacteriana compartida entre la vagina y el
utero canino. En el presente estudio, no se observo esta relacion, lo que concuerda
con los hallazgos de Lyman y col. (2019), quienes no encontraron correlacion
entre los microbiomas vaginal y uterino en ninguna de las perras evaluadas,
sugiriendo que el endometrio posee su propia microbiota residente y que no se
establece como una infeccion ascendente desde la vagina. Ademads, en este estudio
se descartd la contaminacion de las muestras uterinas obtenidas por CTC con
microbiota vaginal, lo que confirma que un manejo adecuado de la técnica

minimiza el riesgo de contaminacion ascendente.

Una perra con crecimiento significativo de Escherichia coli en la muestra
obtenida por CTC, presento evidencia citologica e histopatoldgica de
endometritis. De la misma manera, estudios previos que evaluaron el uso de la
CTC para el diagnodstico de endometritis canina identificaron E. coli en perras
enfermas (Fontaine y col., 2009). Se ha postulado que la patogénesis de la
endometritis en distintas especies involucra disfuncion inmunologica y
sobrecrecimiento de bacterias patogenas en la cavidad uterina (Pascottini y col.,

2023). En la mayoria de los estudios en caninos, E. coli ha sido la bacteria més
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frecuentemente aislada en muestras uterinas. En el presente estudio, otra perra
presento crecimiento de Klebsiella spp. sin alteraciones citologicas o
histopatologicas, lo que concuerda con reportes previos en perros (Mongheiseh y
col., 2020). Se ha sugerido que el utero canino normal alberga un ecosistema
microbiano diverso, que varia segun la fase del ciclo estral e incluye
microorganismos comensales como Klebsiella spp. (Lyman y col., 2019;
Maksimovic y col., 2012; Mogheiseh y col., 2020; Schultheiss y col., 1999). Por
lo tanto, se ha postulado que el crecimiento bacteriano por si solo no es suficiente
para causar enfermedades uterinas, y que las interacciones entre la microbiota y
factores especificos de la especie podrian desempenar un papel mas importante en
el mantenimiento del equilibrio y la salud uterina que la mera abundancia de una

especie bacteriana (Lyman y col., 2019).

En comparacion con estudios previos de CTC en perras, en este estudio la
extraccion del utero para la biopsia de espesor completo y el analisis
bacterioldgico se realizd inmediatamente después del procedimiento endoscopico.
El intervalo de tiempo entre la CTC y la obtencion del ttero para el analisis
histolégico no ha sido objeto de estudio ni se ha estandarizado en esta especie.
Christensen y col. (2012) reportaron diferencias entre la biopsia obtenida por CTC
y el diagnostico histopatologico cuando el intervalo entre ambas técnicas fue de 2
a 6 dias. Para evaluar los riesgos potenciales asociados con este método, futuras
investigaciones deberian enfocarse en su estandarizacion y en analizar la

influencia del tiempo entre las técnicas de muestreo.
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Conclusion

Este estudio resalta el valor diagndstico de la CTC endoscOpicamente guiada para
la obtencion de muestras citologicas y bacteriologicas en perras. La inclusion de
un grupo control con utero normal y la evaluacion histopatologica de espesor
completo permitieron una comparacion robusta y proporcionaron nuevos
conocimientos sobre los umbrales diagnodsticos para la evaluacion endometrial en

enfermedades uterinas subclinicas en caninos.

La concordancia sustancial entre la citologia obtenida por CTC y la biopsia de
espesor completo, junto con la concordancia moderada en el andlisis
bacteriologico, respaldan su utilidad como una herramienta diagnoéstica confiable.
La escasa concordancia entre los resultados bacterioldgicos uterinos y vaginales
reafirma la diferencia de microbiotas entre estos 6rganos y la limitacion del uso de

muestras vaginales para el diagndstico de infecciones uterinas caninas.
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CONCLUSIONES FINALES

Estos son los primeros estudios en medicina veterinaria que evaliian los cambios
en la ecogenicidad y ecotextura uterina en perras normales y en aquellas que
padecen condiciones uterinas patoldgicas. La cuantificacion de datos
ultrasonograficos es esencial para desarrollar softwares diagnosticos. El presente
trabajo proporciona un primer acercamiento a esta cuantificacion describiendo
caracteristicas ultrasonograficas -y comparando variables medidas en pixeles para
distinguir las caracteristicas del endometrio y los fluidos intraluminales uterinos

€n perras.

La cuantificacion ultrasonografica del endometrio reveld que las perras con

pidmetra presentaban una ecogenicidad y ecotextura mas altas, lo que hace que a

estos parametros utiles para la diferenciacidn-de la hiperplasia endometrial

quistica, la endometritis y el Gitero normal. Ademas, la ecogenicidad y la

ecotextura endometriales resultaron influenciadas por parametros clinicos e

histopatologicos.

En este estudio se describio y comparo exitosamente la ecogenicidad y la
ecotextura de los contenidos intraluminales uterinos en perras. Los contenidos
purulentos y mucosos exhibieron la mayor ecogenicidad, seguidos por los
contenidos serosos. El contenido purulento fue més heterogéneo que los
contenidos mucosos y serosos. Estas diferencias remarcan el potencial del analisis

digital ultrasonografico en la distincion de diferentes condiciones uterinas.
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El examen citologico uterino reveld parametros relacionados con la inflamacion
mas elevados en perras con contenido purulento en comparacion con condiciones
mas leves, como perras con contenido mucoso y seroso. El incremento en la
celularidad se asoci6é con valores mas elevados de ecogenicidad y ecotextura de
los contenidos uterinos. La presencia de bacterias y de material amorfo también
incremento la ecogenicidad. Estos hallazgos demuestran que las caracteristicas
ultrasonograficas analizadas digitalmente se corresponden con la composicion de
los contenidos uterinos, proporcionando una evaluacion mas confiable de las

condiciones uterinas en perras.

Este trabajo de tesis resalta el valor diagnostico de la cateterizacion transcervical
guiada por endoscopia para la obtencion de muestras citoldgicas y bacterioldgicas
en perras. La evaluacion histopatologica de la pared uterina completa permitio
alcanzar nuevos conocimientos sobre los umbrales diagnosticos para la evaluacion

endometrial en enfermedades uterinas subclinicas como la endometritis.

La concordancia sustancial entre la citologia obtenida por cateterizacion
transcervical y la biopsia uterina, junto con la concordancia moderada en el
analisis bacterioldgico, confirman su utilidad como una herramienta diagndstica
confiable. La escasa concordancia entre los resultados bacterioldgicos uterinos y
vaginales reafirma la diferencia de la microbiota entre estos 6rganos y la
limitacion del uso de muestras vaginales para el diagnostico de infecciones

uterinas.

Al considerar los hallazgos mas relevantes en cada una de las enfermedades

abordadas, se puede destacar que los casos de pidmetra presentaron altos valores
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de VMG y DEG endometrial, asi como un VMG moderado y un DEG alto en su
contenido intraluminal. La citologia uterina en estos casos present6 elevada
celularidad, con presencia de leucocitos, especialmente de polimorfonucleares
neutrofilos. Por su parte, la HEQ mostr6 niveles moderados a bajos de VMG y
DEG tanto endometrial como de contenido intraluminal. En los casos de
endometritis, los niveles de VMG y DEG endometrial también fueron bajos a
moderados y se destacé la deteccion ultrasonografica de contenido uterino
intraluminal en el 33% (7/21) de los casos. Ademas, la cateterizacion transcervical
guiada por endoscopia permiti6 el diagndstico citoldgico y bacteriologico de esta
enfermedad en la mayoria de los casos. En lo que respecta a las pacientes sanas,
este trabajo de tesis permitio corroborar la existencia de casos con contenido
uterino intraluminal, asi como la presencia de flora bacteriana normal. La
cateterizacion transcervical también permitid el diagnostico citologico y

bacteriologico en estas pacientes.

La integracion de los resultados de este trabajo permiti6 confirmar el valor
diagnostico de técnicas minimamente invasivas y establecer nuevas bases
diagnosticas para la reproduccion canina, mejorando la precision y eficacia en la

deteccion de condiciones fisiologicas y patoldgicas uterinas.
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Doctorado en
Ciencias Veterinarias

Escuela de POSGRADO
Y EDUCACION CONTINUA

NIVERSIDAD
ACIONAL
E LA PLATA

Facultad de Ciencias
’VETERINARIAS

Ref. Expediente Nro. 600-1237/2019 Arioni, Sol

Acta N° 257-2025

Siendo las 14.05 horas del lunes 26 de mayo del afio 2025, comienza la defensa oral y
publica del Trabajo de Tesis Doctoral de la Médica Veterinaria Sol Arioni, titulado
“Desarrollo y evaluacién de técnicas diagnésticas minimamente invasivas en el
tracto reproductivo de la hembra canina”, dirigido por la Doctora Paula Graciela

Blanco y codirigido por la Doctora Cristina Gobello.

Para ello se retinen por sistema de videoconferencia por la plataforma Zoom, el Sefior
Profesor Doctor Pablo Uriel Diaz (CONICET, ICIVET - LITORAL) y la Sefiora Profesora
Doctora Maria Florencia Gallelli (FY - UBA) y en el Auditorio Zaccardi de |a Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, la Sefiora Profesora
Doctora Mariana Machuca (FCV - UNLP), integrantes del Jurado encargado de

dictaminar sobre la aceptacion o rechazo del mencionado Trabajo de Tesis.

Luego de deliberar sobre el trabajo presentado para acceder al titulo de Doctora en

Ciencias Veterinarias, el Jurado resolvio:

Esta tesis representa un aporte en el conocimiento de las técnicas diagnosticas
minimamente invasivas en el tracto reproductivo de la hembra canina y son
importantes para su aplicacion en el diagnéstico de diversas enfermedades

reproductivas.

Los objetivos estuvieron bien planteados, fueron amplios y claros. EI cumplimiento de
los objetivos permitié contrastar las hipétesis de trabajo planteadas. La metodologia

fue correcta. Los resultados y la discusion estuvieron bien presentados y planteados.
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La exposicion oral fue clara, dindmica y demostro un profundo entusiasmo en su tema
de tesis. La terminologia utilizada fue muy buena. Los tiempos de la presentacion
fueron adecuados manteniendo el tono y la atencién del publico. Se destaca la
solvencia de |a tesista en el conocimiento del tema abordado. Las respuestas a los

jurados fueron muy completas y claras.

Por lo expuesto, este jurado por unanimidad resuelve aprobar el trabajo de tesis con

una calificacion de 10 (diez) sobresaliente.

Participacion remota
Dr. Pablo Urief Diaz - jurado
Dra. Maria Florencia Gallelli - jurado
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