Interés de las biopsias de utero como método diagnodstico
de la infertilidad de origen inexplicado en la perra

Value of surgical uterine biopsies for the diagnosis of infertility in the bitch
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Resumen

Las lesiones uterinas estdn consideradas como una de las causas principales de la infertilidad canina. Sin embargo, hasta el momento, escasas publica-
clones han evaluado su verdadero impacto en la perra. En este estudio se describen los resultados histolégicos de 20 perras con infertilidad de origen
indeterminado a las que se les practicé una biopsia uterina por laparotomfa durante el periodo de diestro, en el 75% de los casos. Se definieron 3
grupos: perras cuya gestacion nunca fue confirmada (GNC), perras con interrupcion de la gestacion (IG) y perras con subfertilidad. En total, el 89.5%
de las biopsias fueron anormales. Las patologias mds frecuentemente diagnosticadas fueron la endometritis (31.5%), la HGQ (Hiperplasia Gldndulo-
Quistica) (31.5%) y la FDG (fibrosis asociada a la degeneracién de las glindulas endometriales), (21%), que pudieron encontrarse aisladas o asociadas
a otras anomalfas. En ninguno de los casos se aislé un agente infeccioso. Mientras que la HGQ y la FDG probablemente jueguen un papel importante

en la infertilidad, las endometritis podrfan ser, en ciertos casos la causa primaria, y en otros, la consecuencia de la interrupcién precoz de la gestacién.
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Introduccion

Se considera que una perra es infértil cuando es incapaz
de producir una camada tras dos tentativas de reproduc-
ciéon. La determinacion incorrecta del periodo fértil es, de
lejos, la principal razon conocida de infertilidad en la perra.
La infertilidad del macho es la segunda causa de falta de
concepcion.! Tras descartar estas dos grandes posibilida-
des, aun queda por explicar buena parte de la fisiopatolo-
gia de la infertilidad, lo que convierte su diagnostico en un
auténtico reto para el clinico.

Las lesiones uterinas estan consideradas como una de
las principales causas de infertilidad en la perra, tanto por
su capacidad para modificar el medio uterino e impedir
la concepcion, como por imposibilitar la nidacién o el co-
rrecto desarrollo embrionario o fetal." Pueden ser de tipo
inflamatorio, hiperplasico o tumoral? existiendo en la mu-
jer, la vaca y la yegua numerosas referencias sobre el im-
pacto en la fertilidad de la endometritis, la endometriosis,
la fibrosis uterina o la atrofia/hipoplasia de las glandulas
endometriales.>® La real importancia en la fertilidad de la
perra ha sido muy poco documentada hasta la fecha, pese
a que ya se han descrito técnicas de obtencion de biopsias
tanto por laparotomia’ como por via transcervical.® El ob-
jetivo de este estudio es investigar el interés de la practica
de biopsias uterinas quirdrgicas en perras con infertilidad
inexplicada.

* Contacto: fmir@vet-alfort.fr

Material y métodos

Se incluyeron 20 perras de una edad media de 4.7 afos
(rango: 2-8 afos). Nueve de ellas fueron atendidas en el
CERCA (Centre d'Ftudes en Reproduction des Carnivores)
del ENVA (Ecole Nationale de Maisons-Alfort) durante los
anos 2008 y 2009, mientras que el resto (11/20 casos) acu-
dieron a otro centro de reproduccion asistida (International
Canine Semen Bank, Wisconsin, USA) entre el 2000 y el
2008. Todas fueron incluidas tras al menos dos episodios
de infertilidad inexplicada: las montas o inseminaciones (in-
travaginales o intrauterinas) tuvieron lugar entre 1y 3 dias
postovulacién, previamente determinada mediante medi-
ciones cuantitativas de la tasa de progesterona sanguinea
(quimioluminiscencia-Elecsys 2010-Roche Diagnostics-Ale-
mania). Se realizd un diagnostico ecografico de gestacion a
partir de 23 dias postovulacion.

- En los casos en los que no se confirmé una gestacién en
ninguin momento, se excluyd cualquier anomalia ecografi-
ca del Utero y los ovarios.

- Al resultar gestante la perra, se cuantificd el numero
aproximado de embriones y su localizacién en la luz uterina.

- Ante una interrupcion de la gestacion, se registro la fe-
cha de deteccién de reabsorciones embrionarias o de abor-
to tardio.

En todos los casos de infertilidad se excluyo la brucelosis
canina, mediante un examen serolégico; asi como una in-
suficiencia luteal mediante una mediciéon cuantitativa de la
progesterona sanguinea.
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Siempre que fue posible (15/20 casos), la biopsia se prac-
ticod durante el periodo de diestro, lo més cerca posible del
diagndstico de infertilidad, con el objetivo de coincidir con
el periodo de inmunosupresion intrauterina y maximizar las
posibilidades de identificar un agente infeccioso.

Clasificacion de la infertilidad por grupos

Segun el momento del diagndstico de la infertilidad se
diferenciaron dos grupos. Ademads, se incluyé un grupo
altamente sospechoso de subfertilidad.

Gestaciéon no confirmada (GNC): perras para las que
el diagnostico precoz de gestacion fue negativo (13/20 ca-
sos). Tres de ellas habfan tenido al menos una camada con
anterioridad, mientras que el resto nunca habian quedado
prefiadas antes. Una de estas Ultimas sufrié una piometra
1.5 afnos atras, que se traté médicamente con éxito.

Interrupcién de la gestacion (1G): Reabsorciones em-
brionarias o fetales visualizadas por ecografia (3/20 casos)
y aborto tardio, con expulsién de fetos (2/20 casos). Todas
ellas, excepto una, eran perras multiparas que, al menos
durante la Ultima gestacion, habfan padecido los sintomas
por los que fueron incluidas en este estudio. También se
incluyé una Dogo Canario multipara para el que era su
primer episodio de reabsorcion embrionaria total.

Subfertilidad (2/20 casos): perras sin interrupcién de la
gestacion pero con un nimero anormalmente reducido de ca-
chorros. Una de ellas sufrid una piometra el celo precedente.

Procedimiento quirurgico

Tras una laparotomia exploratoria bajo anestesia general,
fueron examinados el Utero (primero por inspeccion visual
y luego por palpacion del cuerpo), los cuernos uterinos,
el oviducto y los ovarios. En los casos en los que el Utero
presentd una lesién sospechosa, se practicéd una incision
longitudinal en media luna de 1 cm con un bisturf del n°10,
abarcando todo el grosor de la pared uterina. En los casos
donde el examen macroscopico no reveld ninguna anor-
malidad (Fig. 1) el mismo método de biopsia fue realizado
en medio de cada uno de los cuernos uterinos. Se controlo
la hemostasia y se suturé la incision mediante un punto
en X con un hilo trenzado y reabsorbible de 3-0 (Polysorb,
Lactomer, Synature).

Para minimizar el riesgo de piometra, los casos atendidos
en Francia recibieron una inyeccion de aglepristona (Alyzi-
ne®, 10mg/kg, SC) al finalizar la intervencion y otra una se-
mana mas tarde. En Estados Unidos, las perras operadas a

Figura 1. Incision longitudinal en la zona media del cuerno uterino. Imagen
cedida por CERCA.

mitad del diestro fueron tratadas con prostaglandinas F2o.
(Lutalyse®, dinoprost, 150ug/kg/dia, SC) durante 5 dias.

Se realizé un control ecografico del Utero una vez por
semana durante dos semanas.

Busqueda de agentes infecciosos

Se introdujeron dos hisopos estériles en la luz uterina.
Uno de ellos fue destinado al cultivo e identificacién de
bacterias aerobias, mientras que el otro, se utilizd para
la busqueda de otros agentes infecciosos: Mycoplasma y
Ureaplasma (cultivo o PCR), Herpesvirus canino (CHV) y
Parvovirus tipo 1 (CPV-1) por PCR.

Preparacion e interpretacion de las muestras histologica

Las muestras fueron fijadas en una solucion tampén de
formol al 10% durante al menos 48 horas, para ser poste-
riormente procesadas de forma rutinaria. Tras su inclusion
en parafina, se realizaron secciones de 4 um que se tife-
ron con hematoxilina-eosina-safran (HES).

Durante la interpretacion histologica las lesiones fueron
clasificadas como “discretas”, “moderadas” o “impor-
tantes” segun su grado de intensidad.

Resultados

Inspeccién y palpaciéon

El Uteroy los ovarios de las perras pertenecientes al grupo
GNC fueron macroscopicamente normales en el 61.5% de
los casos, mientras que en el 30.7% existia una distension
moderada debido a un contenido de consistencia liquida
y, en el 15.3%, se observaron quistes en la serosa uterina.
En uno de los casos existia un quiste seroso asociado a una
dilatacion uterina moderada.

Dentro del grupo con IG, las perras en las que se de-
tectd una reabsorcion de todas las vesiculas embrionarias
presentaron una distension de los cuernos uterinos con un
contenido sero-mucoso. En los casos de aborto tardio el
Utero estaba dilatado, con un contenido de consistencia
mucosa y color marrén, asociado a la presencia de restos
placentarios y fetales en descomposicion.

En una de las hembras subfértiles se practico la biopsia
durante una cesarea programada en su Unica gestacion.
Tanto el Gtero como su Unico cachorro presentaban un as-
pecto normal. El Utero de la otra perra fue biopsiado en
anestro, sin presentar ninguna anormalidad externa.

Resultados histopatologicos

El 89.5% de las biopsias uterinas (17/19 casos) reveld
algun tipo de anormalidad. Ademds, en un caso pertene-
ciente al grupo GNC, no se llegé a ninguna conclusion por-
que el tejido endometrial fue insuficiente para establecer
un diagndstico.

Las lesiones mas frecuentemente encontradas fueron la
fibrosis asociada a la degeneracion de las glandulas endo-
metriales (FDG), las endometritis y la Hiperplasia Glandulo-
Quistica de caracter moderado (HGQ). Los resultados glo-
bales se encuentran resumidos en la Fig. 2.

Se diagnostico algun tipo de anormalidad endometrial
en el 91% de las perras del grupo GNC (11/12 casos). La
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Figura 2. Diagrama global de los resultados histopatolégicos uterinos.

FDG era discreta en 2/4 casos, mientras que en las otras
dos, era de caracter moderado en una e importante en la
otra. Uno de los casos de HGQ aislada se clasificé como
importante, mientras que el resto fueron lesiones discretas.
Las endometritis aisladas eran moderadas mientras que las
que se presentaron asociadas a otras lesiones eran de ca-
racter discreto (Fig. 3).

Todas las perras del grupo |G presentaron alguna lesion
de caracter moderado. Los resultados estan expuestos jun-
to con los otros grupos en la Fig. 4.
- > .
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Figura 3. Fotomicrografia de una endometritis linfoplasmocitaria (flecha negra
grande) asociada a una HGQ discreta (dilatacién de las gléndulas endometria-
les, flecha negra fina) con edema (flecha blanca fina) y fibrosis (fibras de colage-
no, flecha blanca grande). HES; x200. Imagen cedida por el Departamento de
Anatomia Patoldgica, ENVA.
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Figura 4. Diagrama dividido por grupos de los resultados histopatolégi-
cos uterinos.
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La perra subfértil biopsiada en anestro presenté una en-
dometritis linfo-plasmocitaria (Fig. 5) y neutrofilica, mientras
que la biopsia practicada al mismo tiempo que la cesarea en
la perra con un Unico cachorro y que con anterioridad habia
padecido una piometra no revelé ninguna anormalidad.

una perra con resorciones embrionarias. HES; x100. Imagen cedida por el
Departamento de Anatomia Patoldgica, ENVA.

Agentes infecciosos

En ninguno de los casos se detectd la presencia de al-
gun germen, tanto en los cultivos bacteriolégicos como
en los virus investigados por PCR.

Postoperatorio

En ningun caso se observd complicacion alguna (he-
matometra, piometra...) durante las dos semanas tras
la biopsia uterina. Sin embargo, en uno de los casos se
detectd una estenosis uterina secundaria a la biopsia du-
rante el sequimiento del siguiente celo (Fig. 6).

Figura 6. Estenosis uterina secundaria a una biopsia de Utero. Imagen
cedida por CERCA.

Discusion

Este es el primer estudio histopatolégico uterino realizado
en perras infértiles y/o subfértiles. En un estudio citolégico
previo a partir de un lavado uterino realizado por via trans-

AVE PY
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cervical,® el 38% de las perras con infertilidad de origen
indeterminado incluidas bajo las mismas condiciones que
nuestro grupo GNC padecian una endometritis, siendo de
origen bacteriano en un 70% de éstas. Bajo los mismos
criterios de inclusion, en nuestro actual estudio diagnosti-
camos un 30% de endometritis, estando asociada a una
HGQ en un caso y a una adenomiosis moderada en otro;
mientras que en otro 30% se detectdé una HGQ que, al
impedir la nidacion o reducir el aporte sanguineo al em-
brién, fue casi con toda seguridad la causa de infertilidad.
En los casos en que ambas lesiones estuvieron asociadas,
la endometritis pudo ser Unicamente la consecuencia de
una resorcion precoz provocada por la HGQ,' o que ésta
Ultima haya favorecido el desarrollo de una inflamacién del
mismo modo en que clasicamente se sospecha que puede
predisponer al desarrollo de una piometra.' Estas lesiones
también podrian ser independientes' o incluso descubri-
mientos fortuitos, como posiblemente lo sea la adenomio-
sis. Ademas, se diagnosticé una FDG moderada en 4 perras
nuliparas pese a repetidas inseminaciones intrauterinas con
semen fresco de sementales confirmados y que, aparen-
temente, no habian padecido ninguna patologia uterina.
Puesto que esta lesion puede ser la secuela de una inflama-
cion previa, existe la posibilidad de que estas perras hayan
sufrido una endometritis anteriormente. Como sucede con
la HGQ, se desconoce a partir del grado en que la FDG
puede explicar la infertilidad, ya que es dificil imaginar que
el Utero necesite estar completamente exento de estas le-
siones para que la gestacion llegue a término.

Todos los casos del grupo IG presentaron algun tipo de
anormalidad endometrial. La perra con el primer episodio
de reabsorcion de todos los embriones presentd una en-
dometritis linfoplasmocitaria aislada. Estas lesiones (Fig. 5)
pueden ser explicadas del mismo modo que en el grupo
GNC, sin que podamos concluir sobre su verdadero papel
en la infertilidad. Una vez mas, los dos casos de HGQ (uno
de ellos asociado a evidencias histologicas de mucometra),
fueron muy probablemente el origen de la interrupcion de
la gestacion. El diagnéstico presuntivo de coriocarcinoma
también merece una mencién especial. Pese a que el as-
pecto histolégico fue altamente sugestivo, este tumor es
muy inhabitual en la perra (ningln caso descrito a nuestro

conocer); sin embargo, su aspecto puede ser muy similar al
de una HGQ™ y el tnico modo de establecer un diagnosti-
co definitivo es mediante tincion inmunohistoquimica, que
no se practicé por motivos econémicos.

El 75% de las biopsias fueron realizadas durante el perio-
do de diestro para coincidir tanto con el periodo de inmu-
nosupresion intrauterina como de inmunodepresién de la
perra.” No se aislé ninguiin patégeno ni en los casos en lo
que se diagnosticod una endometritis y, durante el examen
microscopico, tampoco se visualizaron bacterias intracito-
plasmaticas ni cuerpos de inclusién viral. Tanto puede ser
que se trate de agentes infecciosos capaces de provocar la
reaccion inflamatoria, pero que hayan desaparecido al rea-
lizar la biopsia, como gérmenes anaerobios que no hayan
podido proliferar en nuestros medios de cultivo u otros vi-
rus diferentes a los que hemos buscado por PCR. Ademas,
también deberian formularse otras hipotesis para explicar la
infiltracién linfoplasmocitaria, tales como un proceso auto-
inmune, una reaccion de hipersensibilidad al semen como
en la mujer' o un retraso en el drenaje del liquido intraute-
rino acumulado durante el celo por un mecanismo similar
al observado en la yegua.*

Las biopsias uterinas por laparotomia parecen un método
prometedor y preciso de diagndstico de infertilidad de ori-
gen inexplicado en la perra. En comparacion con la biopsia
transcervical,® la laparotomia permite la inspeccién externa
del Utero y ovarios, posibilitando la detecciéon y biopsia de
lesiones especificas. Ademas, no es posible contaminar la
muestra bacteriolégica a su paso por la vagina y el riesgo
de hematometra es minimo. La HGQ moderada y la FDG
probablemente jueguen un papel importante en la inferti-
lidad, mientras que la endometritis parece ser, para ciertos
casos, la causa primaria; y para otros, la consecuencia de la
interrupcion precoz de la gestacion por otra causa, que no
siempre se ha conseguido determinar.
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Summary

Uterine lesions are considered to be one of the main causes of canine infertility. However, few publications have evaluated their real impact in the

bitch. Uterine histological results of 20 bitches with unexplained infertility are exposed in this study. A surgical biopsy was performed by coeliotomy

in all of them, during the luteal phase in 75% of the cases. Three groups were defined: bitches whose pregnancy was never confirmed (NCP), bitches

with pregnancy arrest (PA) and hypofertile bitches. Overall, 89.5% of the biopsies were abnormal. Most frequently found lesions were endometritis
(31.5%), CEH (Cystic Endometrial Hyperplasia) (31.5%) and FGD (fibrosis with degeneration of the endometrial glands) (21%). These lesions were

diagnosed isolated or associated with other abnormalities. Any infectious agent was not isolated in none of the cases. CEH and FGD might play an im-

portant role in infertility, while endometritis might be the primary cause for some of the cases and a consequence of the pregnancy arrest for others.
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