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RESUMO

Uma das causas mais comuns de falhas em programas de reproducéo é
a cobertura da cadela no periodo indevido e determinar 0 momento da ovulagéo
€ necessario para a obtencao de resultados satisfatorios. O presente trabalho
objetivou avaliar a correlacao entre sinais clinicos, citologia vaginal e dosagem
sérica de progesterona no diagnostico de ovulacdo em cadelas. Foram avaliados
dados de 36 cadelas levadas para a clinica para realizar inseminacao artificial.
Observou que o intervalo de tempo entre o inicio dos sinais clinicos de proestro
e a deteccado das fases de estro e diestro pela citologia vaginal foi semelhante,
a “contagem de dias” apods inicio dos sinais clinicos de cio ndo € um parametro
preciso para classificacao das fases do ciclo estral. A amplitude de variacao entre
0 inicio dos sinais clinicos de proestro e a ovulacao foi grande. Existe uma baixa
correlacao entre os resultados da citologia vaginal e dosagem de progesterona,
especialmente quando a progesterona encontra-se abaixo de 2ng/mL e acima
de 10ng/mL. Nas faixas de progesterona correspondentes ao pico de LH e a
ovulacéo, a citologia apontou sempre estro, entretanto, as citologias de estro ndo
foram exclusivas das faixas de progesterona correspondentes ao picode LH e a
ovulacdo. Nota-se que a progesterona tem uma melhor precisdo na
determinacdo dos eventos ovarianos (pico de LH e ovulagdo), quando
comparada a citologia vaginal. Concluimos que existe uma ampla variacao entre
a data inicio dos sinais clinicos, o resultado da citologia vaginal e a dosagem
sérica de progesterona. Todos parametros podem ser utilizados para deteccéo
do periodo fértil, entretanto a data de inicio dos sinais clinicos de proestro, o
resultado da citologia vaginal e a dosagem sérica de progesterona, tem, nesta
ordem, precisdo crescente e um melhor resultado pode ser obtido quando
associados os trés parametros.

Palavras-chave: reproducéo, diagnéstico, ovulacéo, cadela.



ABSTRACT

One of the most common causes of failures in breeding programs is to mate the
bitch in the undue period, so determining the timing of ovulation is necessary to
obtain satisfactory results. The present work aimed to evaluate the correlation
between clinical signs, vaginal cytology and serum progesterone dosage in the
diagnosis of ovulation in bitches. Data were collected from 36 bitches taken to
the clinic to perform artificial insemination. He observed that the time interval
between the beginning of the clinical signs of proestrus and the detection of
estrus and diestrus phases by vaginal cytology was similar, and "counting days"
after beginning the clinical signs of heat is not a precise parameter to classify the
phases of the estrous cycle. The variation between the onset of clinical signs of
proestrus and ovulation was large. There is a low correlation between the results
of vaginal cytology and progesterone dosage, especially when progesterone is
below 2 ng / mL and above 10 ng / mL. In the progesterone range corresponding
to the LH peak and ovulation, the cytology always indicated estrus, however the
estrous cytologies were not exclusive of those ranges. Thus, it is noted that
progesterone has a better accuracy in determining ovarian events (peak LH and
ovulation) when compared to vaginal cytology. We conclude that there is a wide
variation between the date of the clinical signs, vaginal cytology and serum
progesterone dosage. All parameters can be used to detect the fertile period,
however, date of the clinical signs of proestrus, vaginal cytology and the serum
progesterone dosage, have, in this order, increasing precision and better results
can be obtained when the three parameters are combined.

Key words: reproduction, diagnosis, ovulation, bitch.
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1 INTRODUCAO

Os animais de companhia encontram-se mais proximos ao ser humano,
sendo eles importantes constituintes dentro do contexto social (SANTOS e
RAMIREZ-GALVEZ 2012). No ranking mundial, o Brasil € o quarto pais com o
maior nimero de animais de estimacdo e o segundo com 0 maior numero de
cades (IBGE, 2013). Atualmente os animais sdo considerados membros da
familia, isso fez com que os cuidados e investimentos dos donos com seus
animais aumentassem (DA SILVA MAZON; GARCIA DE MOURA 2017). O
mercado pet € um dos negdcios que mais cresce no Brasil, mesmo em tempos

de crise o setor resiste e prevé aumentos no faturamento (ABINPET, 2016).

Recentemente, aumentou-se 0 interesse pela espécie canina e pela
criacdo de caes, sendo necessario estudar e conhecer melhor suas
especificidades reprodutivas. Ao estudar sobre a reproducéo da espécie canina,
0s pesquisadores partiram de dados j& obtidos em outras espécies, entretanto,
caracteristicas da reproducéo canina sdo Unicas entre os animais de interesse
zootécnico. A duracao das fases do ciclo estral e a idade da puberdade varia
entre individuos e racas e, a endocrinologia do ciclo estral € bastante particular
no cao, dificultando a padronizacdo dos eventos reprodutivos e o
estabelecimento de biotecnologias de reproducdo assistida (CONCANNON e
VERSTEGEN, 2005).

Uma das causas mais comuns de falhas em programas de reproducéo é
a cobertura da cadela no periodo indevido. Tal fato pode ser justificado pelo
breve periodo em que a cadela encontra-se fértil dentro do ciclo estral. O longo
prazo de receptividade sexual e uma maior sobrevivéncia dos espermatozoides
no trato reprodutivo da fémea possibilita 0 acasalamento antes que a ovulacao
aconteca, este pode ser outro causador de falhas em programas de reproducéo,
visto que se o sémen for de baixa qualidade ou a quantidade de cobertura for
restrita pode ndo haver sucesso na fecundacdo (GOODMAN, 2001). Desta
forma, determinar o momento da ovulacdo € necessario para a obtencédo de

resultados satisfatorios nas técnicas de reproducao (REYNAUD et al., 2005).

Usa-se com frequéncia a citologia vaginal no monitoramento do ciclo

estral da cadela, esse método é satisfatorio e bastante importante porem néo
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permite confirmar o dia exato da ovulacdo. A dosagem sérica de progesterona
(P4) confirma o exame citoldgico, determinando o momento ideal para a monta
ou inseminacéo artificial (IA) (ALVES; MATEUS; LOPES DA COSTA, 2002).

Visto que € muito importante acompanhar o ciclo estral da cadela para
definir o melhor momento da monta programada ou inseminacao artificial, o
objetivo do presente trabalho é avaliar a correlacdo entre sinais clinicos, citologia
vaginal e dosagem sérica de progesterona no diagnostico de ovulacdo em

cadelas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ciclo estral da cadela

Entende-se por ciclo estral, mudancas ciclicas no aparelho reprodutivo,
gue ocorrem entre uma ovulacdo e a ovulacdo seguinte, nas fémeas apos a
puberdade (MCGEE e HSUEH, 2000). Caracteristicas como raga e escore
corporal sdo importantes fatores que influenciam a idade em que as cadelas se
tornam puberes (OLSON et al., 1984).

As funcdes do aparelho reprodutor feminino assim como a liberagdo de
horm&nios ovarianos séo controladas por eventos enddcrinos e neuroenddcrinos
e 0 eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal regula a constancia das fases do ciclo
estral (CONCANNON, 1993). O hormonio foliculo-estimulante (FSH) e o
hormonio luteinizante (LH) s@o secretados pelos gonadotrofos (células da
adenohipofise) e desempenham um papel essencial na inducdo da
foliculogénese e ovulagdo. O hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH),
liberado pelo hipotalamo € o principal regulador da secrecao de FSH e LH (TANI
et al., 1996).

A cadela é monoéstrica, considerada ndo sazonal e os intervalos entre os
estros variam de cinco a doze meses dependendo da raca e do individuo em
questao (FARSTAD, 2000). O efeito da gestacao sobre o intervalo entre estros
em cadelas é conflitante, Silva (2016) relatou que todos os individuos avaliados
apresentaram intervalo entre estros maiores quando gestantes, assim como
Bouchard et al. (1991) que observou um aumento de trés semanas no intervalo
em animais gestantes. Ja Concannon (2011) defende a ideia de que os intervalos
entre estros ndo séo influenciados pela ocorréncia de gestacédo. O intervalo entre
estros pode ndo ser constante ao longo da vida reprodutiva de um individuo,
assim nao se deve utilizar a data do ultimo estro na determinacédo precisa da
data do préximo (BOUCHARD et al., 1991).

O ciclo estral da cadela é composto pelas fases de proestro, estro, diestro
e anestro, sendo esta a Unica espécie doméstica na qual o anestro faz parte
obrigatdria de todos os ciclos estrais (CONCANNON, 2011). Ao decorrer das

fases do ciclo, variacdes significativas sdo observadas tanto nas concentracoes
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hormonais quanto na citologia do epitélio vaginal. Essas alteracbes podem ser
clinicamente usadas para acompanhamento das fases do ciclo estral e dos
eventos ovarianos (CONCANNON et al., 2009).

2.2 Fases do ciclo estral

2.2.1 Proestro

O proestro tem duracdo média de nove dias, havendo variacdes de trés a
dezessete dias. Apesar da cadela ndo estar receptiva a copula nesta fase, o
macho € atraido. Pode ser notada uma descarga vaginal sanguinolenta,
desencadeada pela diapedese eritrocitaria e ruptura de vasos sub-epiteliais
endometriais. Observa-se edema e hipertrofia vulvar, dilatacdo da cérvix e
espessamento do endométrio com atividade glandular aumentada (HOFFMANN;
RIESENBECK; KLEIN, 1996).

Os foliculos ovarianos em dorméncia desenvolvem-se sob acdo do
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e ocorre a producao de estrégeno pelas
células foliculares. O desencadeamento dos comportamentos e sinais
caracteristicos de proestro se dao pela presenca desse hormonio
(STANKIEWICZ; BLASZCZYK; UDALA, 2009).

O proestro tem como caracteristica o acelerado desenvolvimento folicular
seguido do aumento nas concentracdes do estradiol produzido pelos foliculos. O
GRAF. 1(CONCANNON; HANSEL,; VISEK, 1975) mostra, ao final da fase de pro-
estro, um aumento abrupto do Horménio Luteinizante (LH). Exclusivamente nos
canideos, as células da parede folicular iniciam a secrecdo de progesterona
antes mesmo da ovulacdo, levando a uma precoce luteinizacdo dos foliculos
(CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989).
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Grafico 1 — Variacdo das concentracfes plasmaticas de estrogéneos, LH e

P4 durante as fases de pro-estro e estro na cadela.
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Fonte: Adaptado de Concannon, Hansel e Visek, 1975.

O aumento das concentracdes séricas de estrégeno, ultrapassando 25
pg/mL, levam a alteracdes clinicas como secrecdo vaginal sanguinolenta e
edema de vulva. O pico maximo é atingido quando as concentracdes chegam
préximo de 60 a 70 pg/ml, 24 a 48 horas antes do fim do proestro. (VALTONEN
e JALKANEN,1993)

Durante o proestro as concentragfes séricas de progesterona estdo em
niveis basais, porém, ao fim dessa fase as concentracées comecam a se elevar
devido a luteinizacdo das células da parede dos foliculos maduros, que iniciam
a producéao de progesterona. O aumento da concentracao de progesterona tem
relacdo com o pico pré-ovulatério de LH que inicia no ultimo dia do proestro e
dura de um a quatro dias (CONCCANON, 2011).
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2.2.2 Estro

O estro, entendido como periodo de receptividade sexual onde a fémea
aceita o macho e possibilita a monta, dura em torno de nove dias, com variacdes
individuais entre trés a vinte e um dias. A vulva ainda se encontra edemaciada,
porém, o muco vaginal passa a ser transparente ou amarelo-palha
(CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989). Entretanto, observaram em alguns
estudos que a recusa ao macho néo deve ser interpretada como o fim do estro,
visto que a fémea pode recusa-lo num dia e permitir a cépula no dia seguinte
(JOCHLE e ANDERSEN, 1977).

A partir de concentracfes de pico de estrégeno, no proestro final, as
concentracbes seéricas seguem diminuindo para valores médios de 10 a 20
pg/mL no estro. Os niveis de progesterona aumentam no fim do proestro, variam
de 1 a 3 ng/mL no periodo do pico pré-ovulatério de LH. O comportamento de
estro na cadela ocorre em resposta ao declinio nos niveis de estrégeno e é
facilitado sinergicamente pelo rapido aumento da progesterona (LUZ et al., 2006;
CONCANNON, 2011). O feedback positivo sobre o hipotalamo e hipdfise é
estimulado pela queda de estrogeno e elevacado de progesterona, resultando na
onda pré-ovulatéria de LH e também na secrecdo de FSH (REYNAUD et al.,
2005). Ao estudar as concentracdes de estrogeno e P4 séricos em cadelas ao
decorrer das fases do ciclo estral, notou-se que ha um aumento na concentracao
de progesterona um dia apds o surgimento do pico de estrogeno na fase folicular
(WEILEMANN et al., 1993).

A ovulagdo na cadela acontece entre o segundo e terceiro dia do estro,
24 a 72 horas apos a onda de LH (TSUTSUI, 1989). Na maioria das cadelas, o
processo da ovulacdo completa-se em 24 horas, sendo que em alguns casos se
completa em 12 horas (FONTBONNE e MALANDAIN, 2006). A cadela ovula
ovocitos primarios que ndo podem ser fecundados imediatamente apés a sua
liberacdo, estes sdo imaturos e estdo no inicio da primeira divisdo meiotica, em
forma de vesicula germinativa. A maturagdo completa dos ovécitos nas cadelas
se da 48 a 72 horas apoés a ovulacdo (GRAF. 2), quando atingem a por¢géo media
das tubas uterinas (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989; REYNAUD et al.,
2005).
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O ovacito pode ser fecundado a partir do momento em que se torna
maduro e sua sobrevivéncia no trato reprodutivo € muito curta, varia de 24 a 48
horas (CONCANNON e BATTISTA, 1989). Sendo assim, o periodo ideal para a
fecundacdo varia de trés a quatro dias apos o pico de LH. N&o ha confirmacéo
de gestacao proveniente de coberturas ocorridas nove a dez dias apos a onda
de LH (HOFFMANN; RIESENBECK; KLEIN, 1996).

Grafico 2 — Concentracdes de LH, progesterona e estrogeno e periodo de
ocorréncia dos eventos ovarianos (ovulacdo e maturacao dos ovocitos) a partir

do pico de LH.
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2.2.3 Diestro

A duracgdo do diestro varia de dois a trés meses. Na avaliagéo clinica
observa-se a diminuicdo gradual do edema de vulva, o corrimento vaginal pode
estar presente em uma quantidade limitada e a cadela ndo permite a cépula
(JOCHLE e ANDERSEN, 1977).

Devido a altas concentracdes de progesterona, o Utero se adequa para a
gestacdo, mantendo a vascularizagao e uma estrutura glandular. Nesta fase, as
cadelas que nao foram fecundadas podem exibir sinais de pseudogestacgéo
como o aumento de volume da glandula mamaria, adocdo de objetos,
preparacao de ninho, além de outras mudancas no comportamento (NELSON e
COUTO, 2015).
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O horménio dominante no diestro € a progesterona, 0 pico maximo que
corresponde a 15 a 90 ng/mL é atingido de quinze a vinte e um dias ap0s o inicio
dessa fase, podendo persistir por até duas semanas. A progesterona sérica se
encontra alta tanto em diestros gestacionais quanto nao gestacionais, devido a
isso, a dosagem de progesterona para diagnosticar gestacéo nao € eficiente. No
final da fase de diestro a progesterona encontra-se em niveis basais
(CONCANNON et al. 1978; CONCANNON, 1993; HOFFMANN et al., 1999). Os
niveis de estrégeno aumentam de forma lenta durante a fase do diestro em
cadelas gestantes e ndo gestantes, porem ha uma diferenca ao final do diestro
de gestantes onde os niveis desse horménio sobem rapidamente alguns dias
antes do parto. (LUZ et al., 2006)

Corpo luteo (CL) corresponde a uma glandula endocrina de carater
transitério, proveniente do acelerado crescimento, diferenciacédo e luteinizacao
das células da granulosa e da teca, tecido subsecivo do foliculo ovulatério. O
principal objetivo do CL € produzir progesterona (DAVIS e RUEDA, 2002).
Células luteais esteroidogénicas e nado-esteroidogénicas, dentre elas células
endoteliais, fibroblastos e células do sistema imunol6gico, compdem o corpo
liteo. O desenvolvimento do CL esta relacionado com o aumento abrupto de
vasos sanguineos no local. A secrecdo de progesterona pelas células
esteroidogénicas luteais dao inicio ao estado de quiescéncia uterina e
constituicdo glandular, condicionando o trato reprodutivo para uma possivel
gestacdo (WEBB; WOAD; ARMSTRONG, 2002).

O tempo de duracdo do diestro e a concentracdo de progesterona,
fundamentada na funcao lutea é semelhante em fémeas caninas ndo-gestantes
e gestantes, indicando que a manutencao fisioldgica do CL ndo ocorre devido a
presenca de fetos. Do mesmo modo, o Utero ou prostaglandinas uterinas nao
sdo incumbidos pela manutencdo fisiolégica ou regressdo do CL
(CONCANNON, 2011). Na espécie canina as luteotrofinas sao a prolactina e o
LH, originados na hipoéfise (OKKENS et al., 1990).

A progesterona exerce diversas fungdes, dentre as principais estédo o
fechamento da cérvix, aumento da atividade das glandulas endometriais,

proporciona um ambiente auspicioso a uma possivel gestacdo e também
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minimiza a resposta inflamatéria e a motilidade miométrica (HAGMAN et al.,
2006).

Ao iniciar a regressao do corpo lateo nota-se uma queda nos niveis de
progesterona. Em fémeas ndo gestantes a diminui¢do é gradativa. Na presenca
de gestacéo, a regressao do CL é associada a cascata de eventos do parto que
inicia com liberacdo de cortisol fetal e de prostaglandina pela progenitora,
embora ndo se saiba 0 mecanismo exato. O aumento das concentracfes de
prostaglandina, aproximadamente 24 horas antes do parto, em conjunto com a
alta de estrégeno faz com que ocorra contragBes uterinas desencadeando o
parto. (CONCANNON et al., 2011)

2.2.4 Anestro

O anestro é caracterizado pela inatividade sexual, quieséncia relativa dos
ovarios e involucao uterina. A transicdo da fase litea para o anestro é gradual.
O anestro se estende do final do diestro até o préximo proestro e sua duracéo
pode variar de oitenta a duzentos e quarenta dias. Diferencas na duragao do
anestro entre racas e entre linhagens dentro de uma mesma raca indicam uma
base genética para a variagdo nos intervalos entre estros. Fatores ambientais
também podem afetar esse intervalo, uma cadela em anestro convivendo com
uma cadela em estro pode entrar na fase de pré-estro algumas semanas antes
do estimado, ciclos estrais sincronicos sdo comuns em cadelas alojadas juntas
(OKKENS e KOOISTRA, 2006).

A progesterona encontra-se em niveis baixos <0,1ng/mL e o estrogeno
varia de 5 a 20pg/mL, FSH fica em torno de 300ng/mL e o LH de 8,5 ng/mL
(OLSON et al., 1982). Alguns estudos mostram que durante o anestro ha
liberacdo de gonadotrofinas compativeis com o requerido para o recrutamento
folicular, porem os ovarios ndo estdo totalmente responsivos as mesmas. A
prolactina, entre outros fatores ainda em estudo, inibe o eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal levando a uma baixa responsividade dos ovarios as
gonadotrofinas (JEFFCOATE, 1993).

O inicio da foliculogénese e término do anestro sdo acompanhados de

aumento nos niveis circulantes de FSH no fim do anestro, (MONNIAUX et al.,
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1997), maior liberagcdo de GnRH pelo hipotalamo e uma maior sensibilidade da

hipofise e ovarios aos hormonios reprodutivos em geral (BEIJERINK et al. 2004).

Quadro 1 — Duracgao, principais sinais de comportamento,

alteracdes

encontradas no exame ginecologico, eventos hormonais e mudancas fisiologicas

durante as fases do ciclo estral de cadelas.

dias)

PROESTRO ESTRO DIESTRO ANESTRO
COMPORTAMENTO Atrai 0 macho; ndo Aceita a - -
receptiva. copula.
EXAME Edema vulvar e Edema - -
GINECOLOGICO descarga vaginal vulvar e
sanguinolenta. muco vaginal
transparente
ou amarelo-
palha
HORMONAL Elevacéo de Elevacéo de Pa Niveis baixos
estrogeno; pulsos de Pa. elevada. de P4
FSH e LH. Pico de LH (<0,1ng/mL)
na transicao para o
estro.
FISIOLOGIA Desenvolvimento Ovulacao Presenca Involucéo
folicular. (ovécitos de corpos uterina e
primarios) e liteos. reparacao
maturagéo endometrial.
dos ovdcitos.
DURACAO 3 a 17 dias (média 9 3 a2l dias 60 a 90 80 a 240 dias
dias) (média 9 dias
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2.3 Citologia Vaginal

A citologia vaginal € um meio de diagndéstico muito utilizado na
reproducdo de cadelas, com o intuito de verificar as alteracbes causadas no
epitélio devido as oscilagdes nos niveis hormonais. E um método bastante
eficiente, pratico e de baixo custo (BENETTI; TONIOLLO; OLIVEIRA, 2004).

Ao realizar os esfregacos vaginais € possivel avaliar a proporcdo dos
tipos de células epiteliais ali presentes, presenca de leucdcitos, eritrocitos e
secrecdes e, com isso indicar a dominancia hormonal, tornando possivel a
estimativa do periodo fértil (CHAVES et al., 2004) bem como o melhor momento
para a monta programada ou inseminacao artificial (SCHUTTE, 1967).

O epitélio vaginal é formado por camadas celulares diferentes, sensiveis
a acdo proliferativa do estrogeno. Diferentes tipos de células epiteliais séo
encontrados em esfregacgos vaginais realizados durante o ciclo estral, sendo elas
denominadas células para-basais, células intermediarias e células superficiais.
As células para-basais possuem formato arredondado, o nucleo é redondo e a
propor¢do nucleocitoplasmética € mais alta comparado com as outras células
em questdo, em relacdo ao tamanho, as células para-basais sdo as menores. As
células intermediarias também possuem o nucleo redondo, sdo maiores que as
para-basais e as extremidades das células intermediarias sdo arredondadas. As
células superficiais sdo as maiores entre as trés, suas bordas sdo angulares e
podem conter pregas. Os nucleos sado ténues, picnoticos ou ausentes (BACHA;
BACHA, 2003).

As caracteristicas citolégicas do proestro (FIG. 1) consistem na
presenca de hemacias, neutrofilos, muitas células para-basais, intermediarias e
superficiais. A presenca de células sanguineas ao final dessa fase é variavel, os
neutrofilos vao diminuindo, observa-se um maior numero de células
intermediéarias (SILVA; SILVA; CARDOSO, 2002).
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Figura 1 — Lamina da citologia vaginal

de uma cadela em proestro

Fonte: Sorribas (2006)

Na fase de estro (FIG. 2), ha uma predominancia de células epiteliais
superficiais queratinizadas. Hemacias e neutréfilos geralmente ndo estédo
presentes no esfregaco, quando encontrados estes estdo em pequenas
guantidades (VANNUCCHI; SATZINGER; SANTOS, 1997).

Figura 2 — Lamina da citologia vaginal

de uma cadela em estro.

Fonte: Sorribas (2006)

A mudanca no aspecto citolégico de estro para o diestro ocorre de forma
abrupta em 24 a 48 horas. Na FIG. 3 observa-se que ha um declinio na
guantidade de células superficiais, de 90% no estro para 20% no diestro. As

intermediarias e as para-basais atingem até metade das células totais. Os
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neutrofilos estdo em grande quantidade, alguns desses fazendo fagocitose das
células (SILVA; SILVA; CARDOSO, 2002).
Figura 3 — Lamina da citologia vaginal de

uma cadela em diestro.

Y O k:
Fonte: Sorribas (2006)

No anestro pode ou ndo ser observada a presenca de leucdcitos.
Células intermediarias e para-basais sdo dominantes nessa fase (VANNUCCH],
SATZINGER; SANTOS, 1997).

2.4 Dosagem hormonal

A dosagem de progesterona plasmatica € bastante utilizada no
acompanhamento do ciclo estral de cadelas por ser um método muito eficaz na
determinacao da ovulagdo (CONCANNON; MCCANN; TEMPLE, 1989). Outros
horménios como o estrégeno e o LH podem ser mensurados para o mesmo fim,
porém nao sédo utilizados rotineiramente (ENGLAND; ALLEN; PORTER,1989).

O LH é o horménio diretamente relacionado com a ovulacédo, entretanto,
€ um horménio glicoproteico, para determinacdo de niveis séricos confiaveis
seriam necessarias coletas de sangue e avaliacdes frequentes, o que torna o
método pouco pratico e oneroso. A progesterona, por ser um hormoénio
esteroide, € mais facil de ser medida no soro, e seus niveis tem boa correlagédo
tanto com o pico de LH quanto com a ovulagdo (LEVY e FONTBONNE, 2007).

Segundo Blendinger (2007), na fase de proestro a progesterona

permanece nos niveis basais (<1ng/mL) até o inicio do pico de LH, quando os
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niveis séricos sobem para valores entre 2 e 3 ng/mL. Durante a fase folicular,
que corresponde ao fim proestro e inicio do estro, 0 aumento nos niveis de
progesterona é constante e na ovulagdo atinge valores entre 4 a 10 ng/mL,

marcando o inicio da fase lutea do ciclo estral (QUADRO 2).

A elevacao significativa nas concentracdes séricas de progesterona (>
2ng/mL) indica o pico pré ovulatorio de LH, consequentemente a ovulacao
ocorrera 48 horas apods esse pico (SILVA; CARDOSO, SILVA, 2003). No
momento da ovulagdo, os niveis séricos de P4 sdo muito proximos entre racas,
sendo assim, a dosagem desse horménio € um dos meios mais preciso na
identificacdo do periodo fértil de cadelas (MARSELOO et al. 2004).

No diestro os niveis de progesterona aumentam constantemente até um
pico de 15-80 ng/mL antes de diminuir progressivamente no diestro tardio.
Geralmente, uma vez que o nivel de progesterona comeca a subir, ele dobra a
cada 2 dias. As concentragfes maximas de P4 séo atingidas entre 20 e 30 dias
apos o fim do estro, esteja a cadela prenha ou ndo. A partir dai, ocorre um
declinio gradual com niveis basais em torno de sessenta a setenta dias apos a
ovulacédo (BLENDINGER, 2007)

Nenhum valor exato de P4 se correlaciona com qualquer estagio
especifico do ciclo, os niveis oscilam entre animais e até mesmo entre ciclos de
uma mesma fémea. A progesterona varia de 0,8 a 3,0 ng/mL no ponto de pico
de LH, de 1,0 a 8,0 ng/mL na ovulacao e de 4,0 a 20,0 ng/mL durante o periodo
fértil (BLENDINGER, 2007).

Quadro 2 — Relacdo entre as concentracfes plasmaticas de P4 e a evolucao da

fase folicular (pro-estro e estro) na cadela.

P4 (ng/mL) Significado
<1.0 Anestro ou préestro
1.0-19 Dia anterior ao pico de LH
20-29 Pico de LH (2 dias antes da ovulacéo)
3.0-3.9 1 dia antes da ovulacdo
4.0 -10 Ovulacao
>10.0 ApOs a ovulacao

Fonte: Adaptado de Root Kustritz, 2001.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado utilizando dados fornecidos pela responsavel da
Clinica Provitta, localizada em Belo Horizonte. Os dados analisados sédo de 08
de marco de 2018 a 18 de abril de 2018 (ANEXO A).

Foram avaliados dados de 36 ciclos estrais de cadelas distintas, das racas
Buldogue Francés, Buldogue Inglés, American Bully, Boxer, Pug, Kuvz, Pastor
de Shetland e Goldem Retrivier, com idade entre 1,5 e 7 anos, levadas

espontaneamente para a clinica para realizar inseminacao artificial.

O protocolo utilizado pela clinica preconiza que as cadelas sejam levadas
para exame entre o 7° e 9° dia ap0s o inicio dos sinais de prosetro. Na clinica é

feito o exame de citologia vaginal segundo Da Costa, Léga e Neves (2009).

e O local a ser colhido o material € limpo com solucéo fisioldgica e o
método de coleta utilizado é o Swab.

e O Swab é introduzido na vulva inicialmente em um angulo de 45° e
posteriormente 180° para obtencdo de material da regido mais
cranial da vagina.

e O material coletado é fixado em lamina e corado com corante do
tipo Pandtico Rapido.

e Apébs a secagem, a lamina é submetida a microscopia éptica com
aumento de 20 e 40x para avaliacao da porcentagem de células

parabasais, intermediarias e superficiais.

Quando a citologia vaginal e o exame clinico indicam que o animal esta
na fase de estro é feita a dosagem sérica de progesterona pelo método da

guimioluminescéncia em laboratério particular terceirizado.

Conforme o resultado da dosagem sérica de progesterona, pode ser
marcado um retorno para repeticdo dos exames quando a progesterona se
encontra abaixo de 4ng/mL ou podem ser agendadas as inseminac¢des quando
a progesterona sérica se encontra na faixa entre 4 e 10ng/mL, considerada como

a faixa de ovulacgao.

O protocolo de inseminacdo seguido pela clinica preconiza uma

inseminacao dois dias apos a ovulagéo, estimada pela progesterona entre 4 e
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10ng/mL e outra, dois dias apos a primeira. Apos 30 dias da segunda IA, é feito
um exame ultrassonogréfico para diagnostico de gestacdo. Para as cadelas, que
ja no primeiro exame apresentam progesterona sérica maior que 10ng/mL, com

citologia vaginal de estro, o protocolo de inseminacéo € iniciado imediatamente.
Para o presente trabalho foram avaliados os seguintes dados:

e Data de inicio dos sinais de proestro (relatado pelo proprietario)

e Classificacdo da fase do ciclo estral segundo a citologia vaginal
durante o exame na clinica

e Dosagem de progesterona sérica

e Confirmacao de gestacdo das cadelas inseminadas
A partir destes dados avaliou-se:

e Intervalo médio de tempo em dias entre o inicio dos sinais de proestro e
a deteccéo das fases de proestro, estro e diestro pela citologia vaginal,

e O valor médio e amplitude de variagcdo da dosagem de progesterona
sérica durante as fases de proestro, estro ou diestro, classificado pela
citologia vaginal;

e Média e amplitude de variacdo do intervalo de tempo entre o inicio dos
sinais de proestro, e a ovulacao;

e Porcentagem de cadelas com citologia de proestro, estro e diestro
durante a fase anterior ao pico de LH (P4<2ng/mL), durante o pico de LH
(P4 2-3ng/mL), durante a ovulagéo (P4 4-10ng/mL) e ap6s a ovulacao (P4
>10ng/mL)

e Taxa de prenhez com base no exame ultrassonografico aos 30 dias

Os dados foram tabelados utilizando-se o programa Excel® 2006. A analise
estatistica foi feita no programa BioEstat 5.0 utilizando-se o ANOVA seguida de

teste T de Student com nivel de significancia p<0,05.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Nas cadelas em que a citologia vaginal indicou fase de proestro, o
intervalo de tempo entre o inicio dos sinais de proestro e a avaliagdo clinica
variou de 4 a 7 dias, sendo a média de dias significativamente menor quando
comparada as avaliacbes onde a citologia indicou fases de estro e diestro
(TAB.1). Nao houve variacao significativa no intervalo de tempo entre o inicio
dos sinais de proestro e a avaliacdo clinica quando a citologia foi classificada
como estro e diestro, variando no estro de 5 a 15 dias e no diestro de 7 a 20 dias.

Tabela 1 - Intervalo médio de tempo em dias entre o inicio dos sinais de proestro
e a deteccéo das fases de proestro, estro e diestro pela citologia vaginal; valor
médio e a amplitude de variacdo da progesterona durante estas fases; intervalo
médio e amplitude de variacdo de tempo em dias entre o inicio dos sinais de

proestro e a ovulacéo.

Fase do ciclo estral Proestro Estro Diestro
classificada pela citologia
vaginal
Intervalo médio de tempo em | 5,802 (+ 1,16) 9,00 (+ 2,85) 10,50 (+ 5,20)

dias entre o inicio dos sinais

de proestro e a avaliacéo

clinica
Dosagem sérica média de 0,92 (+0,72) 8,00 (+7,49) 43,0¢(+8.27)
progesterona
Amplitude de variacdo da 0,05 a 1,88ng/mL 0,47 a 28,43ng/Ml 32,71 a 51,39 ng/mL
dosagem de progesterona
sérica
Intervalo médio e amplitude - 9,42 (+2,1) dias -
de variagdo de tempo em 7 a 15 dias

dias entre o inicio dos sinais

de proestro e a ovulagao

Nota: Médias assinaladas com letras distintas na mesma linha diferem entre si com p>0,05.
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Wright (1991) acompanhou um grupo de cadelas e ao inicio dos sinais de
proestro comegou a monitorar oS eventos reprodutivos com o intuito de
relaciona-los com o primeiro dia do aparecimento de sinais de cio. O periodo de
receptividade sexual caracteristico do estro variou no grupo do 7° ao 16° dia apos

0 aparecimento dos sinais clinicos de proestro.

Em outro experimento descrito por Johnston, Kustritz e Olson, (2001) um
grupo de 50 cadelas da raca Beagle foi acompanhado avaliando a data do inicio
dos sinais clinicos de proestro e o momento da ovulacéo. Viu-se que a ovulacéo,
e também a fase de estro, pode iniciar-se tdo cedo quanto o 7 ° dia de cio ou tdo
tarde quanto o 22 ° dia, com uma concentragéo de 50% das cadelas ovulando

entre o 10° e 0 12° dia do cio.

Observando resultados do trabalho de Wright (1991), nota-se que a
citologia vaginal indicou a fase de estro entre 0 6° 0 17° dia apGs o0 aparecimento
dos sinais clinicos de proestro e entre o 15° dia e o 23° dia indicou o inicio da

fase de diestro.

Verificamos que o intervalo de tempo entre o inicio dos sinais clinicos de
proestro e a deteccdo das fases de estro e diestro pela citologia vaginal foi
semelhante, indicando que a “contagem de dias” apds inicio dos sinais clinicos
de proestro ndo € um parametro preciso para classificacdo das fases do ciclo
estral. Segundo England e Concannon (2002), os sinais clinicos tipicos de cio
como aspecto e quantidade secrecado vaginal, aceitacdo do macho para a copula
e vulva edemaciada, embora amplamente utilizados por proprietarios e até
veterinarios, sdo parametros considerados insuficientes para determinar o dia da

ovulacdo e o periodo fértil.

A ovulacdo ocorreu em média 9,42 (+2,1) dias ap6s o inicio dos sinais
clinicos de proestro, com variacdo de 7 a 15 dias (Tabela 1). De acordo com
Lévy e Fontbonne (2007), ha variacdes significativas entre cadelas no dia em
que ocorre a ovulacdo dentro do periodo de estro. Algumas cadelas podem
ovular no inicio do cio, aproximadamente no 5° dia e outras podem ser mais
tardias e ovular no 30° dia apds 0 aparecimento dos sinais clinicos de proestro.
A inconstancia no dia da ovulagdo também é notavel em uma mesma cadela em

ciclos distintos.
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Wright (1991), baseado na dosagem de progesterona, observou-se que a
ocorréncia da ovulagao variou do 8° ao 20° dia apds o aparecimento dos sinais
clinicos de proestro. Os niveis de progesterona sérica permaneceram na faixa
de ovulacdo de 2 a 6 dias aproximadamente. Os niveis de progesterona
alcancaram o valor entre 2 e 4ng/mL (pico de LH) entre 0 6° e 0 18° dia apds o
aparecimento dos sinais clinicos de proestro. As dosagens de LH possibilitaram
observar que o aumento sérico desse horménio ocorreu entre o 7° e 0 18° dia
apos o aparecimento dos sinais clinicos de proestro, confirmando a correlacéo
entre esta faixa de P4 (2 a 4ng/mL) com o pico de LH. A duragéo do pico de LH

variou de dois a trés dias

Os dados encontrados mostram a inconstancia da ovulacdo em relacao
aos dias de sinais clinicos de proestro. Sendo assim, correlacionar o inicio das
mudancas fisicas e comportamentais tipicas de cio e o tempo provavel de
ovulagdo ndo é, por si s6, uma estratégia eficaz no controle reprodutivo de

cadelas.

Os niveis séricos de progesterona variaram de 0,05 a 1,88ng/mL nas
cadelas em proestro, com média de 0,91ng/mL, nas cadelas em estro a variacado
foi de 0,47 a 28,93ng/mL, com média de 8,2ng/mL e nas cadelas em diestro a
variacdo foi de 32,71 a 51,39ng/mL, com média de 43,49ng/mL, sendo todos as

médias significativamente diferentes entre si (TAB. 1).

Das cadelas com progesterona <2mg/ml (fase de proestro pré-pico de LH)
46,2% apresentaram citologia de proestro e 53,8% de estro. Das cadelas com
progesterona entre 2 e 3 mg/ml (fase do pico de LH) todas apresentaram
citologia de estro, da mesma forma que as cadelas com progesterona entre 4-10
(fase de ovulacdo). Das cadelas com progesterona acima de 10ng/mL 66,6%

apresentaram citologia de estro e 33,4% de diestro (GRAF. 3).
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Grafico 3 - Porcentagem de cadelas com citologia de proestro, estro e
diestro durante a fase anterior ao pico de LH (P4<2ng/mL), durante o pico
de LH (P4 2-3ng/mL), durante a ovulagdo (P4 4-10ng/mL) e apds a
ovulacgao (P4 >10ng/mL)
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Dos 46 resultados em que a citologia indicou fase de estro, 39%
apresentaram dosagem sérica de progesterona abaixo de 4ng/mL, o que indica
que ainda ndo ocorreu a ovulacdo e 41% acima de 4ng/mL indicando que esta

em andamento ou ja houve a ovulacdo (GRAF. 4)

Gréfico 4 - Variacdo da P4 sérica em citologia de estro.

S 8
(ng/mL)

P4

ol ‘ HHH ‘
0 ||I.|| (RN .II.lIlII I|||II 1.1 ialla

Wright (1990) relatou em seu trabalho algumas fémeas que apresentaram

caracteristicas reprodutivas peculiares. Ao avaliar a progesterona sérica notou-
se gue uma cadela ovulou no periodo em que a citologia vaginal indicava
proestro. Ja outra fémea ovulou 15 dias ap0s o exame citoldgico indicar estro.
Observou-se ainda um animal cujo os resultados citolégicos eram normais
(correspondia a fase do ciclo estral) porém os niveis séricos de progesterona

nao aumentaram como o esperado, indicando falha na ovulacgéo.
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Linde e Karlsson (1984) monitoraram um grupo de cadelas e a partir do
primeiro dia em que apareceu a secre¢ao vaginal sanguinolenta. Realizou
diariamente exames de citologia vaginal e dosagem sérica de estrogeno e
progesterona. De 24 cios acompanhados, o0 pico de estrogeno ocorreu entre trés
a seis dias antes do estro (indicado pela citologia vaginal) e notou-se uma queda
de estrogeno quando a citologia vaginal indicou estro. Em 70,8% das cadelas a
progesterona sérica alcancgou a faixa ovulatéria (4 a 10ng/mL) quando a citologia
vaginal indicou estro e em 25% antes da citologia vaginal indicar estro. O
restante das cadelas apresentou os niveis ovulatorios quando a citologia vaginal

indicou diestro.

Em um estudo feito por Bouchard et al. (1991), observa-se uma grande
variacdo entre as caracteristicas da citologia vaginal e a data da ovulacéo. Os
resultados mostraram que as cadelas ovularam entre 0 5° e 0 9° dia apos a
citologia vaginal apresentar 80% das células queratinizadas (fim da fase de
proestro) e entre o0 5° e 8° dia antes da citologia vaginal indicar o inicio do diestro

(queda de 20% nas células queratinizadas).

Muitos pesquisadores acompanham as fases do ciclo estral da cadela
usando apenas a citologia vaginal. Wright (1990) em seu trabalho, realizou
inseminacao artificial em cadelas baseando-se em resultados da citologia
vaginal e depois realizou uma contraprova dosando a progesterona sérica para
comparar os resultados. Quando a citologia vaginal indicava estro a IA era
realizada e repetida de 2 a 4 dias até a citologia vaginal indicar a fase de diestro.
Em seus resultados ele observou que existe correlacdo entre a data ideal
estimada da cruza pela citologia vaginal e a indicada pelos niveis séricos de

progesterona.

A citologia vaginal mostra a fase do ciclo estral em que a cadela se
encontra, porém, ndo indica 0 momento exato da ovulagdo. Realizar os exames
de citologia vaginal frequentemente desde o inicio do proestro, pode auxiliar na
determinacdo da onda pré-ovulatéria de LH. A presenca de 80% de células
superficiais no exame citoldgico indica uma altissima concentracdo de estrogeno
e em aproximadamente 48 horas ocorrerd pico de LH. (ENGLAND e
CONCANNON, 2002). E comum a combinacdo de citologia vaginal com

dosagens séricas de progesterona afim de reduzir o custo da deteccdo do
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periodo fértil em cadelas, pois observando a citologia, menos testes de P4 sé&o
necessérios (LEVY e FONTBONNE, 2007).

Observamos uma baixa correlacdo entre os resultados da citologia vaginal
e dosagem de progesterona, especialmente quando a progesterona encontra-se
abaixo de 2ng/mL e acima de 10ng/mL. Nas faixas de progesterona
correspondentes ao pico de LH e a ovulacao, a citologia apontou sempre estro,
entretanto, as citologias de estro ndo foram exclusivas destas faixas. Assim,
nota-se que a progesterona tem uma melhor precisdo na determinacdo dos
eventos ovarianos (pico de LH e ovulagédo), quando comparada a citologia

vaginal.

Com o protocolo apresentado, que preconiza acompanhamento das
cadelas por citologia vaginal a partir do 7° dia do inicio dos sinais clinicos de
proestro, exames de progesterona quando a citologia indicar estro e
inseminacao do 2° ao 5° dia apds a ovulacao (estimada com base na dosagem
de progesterona) obteve-se uma taxa de fertilidade de 87%, com base na
avaliacdo ultrassonogréfica aos 30 dias, realizando de 2 a 3 inseminagdes por

ciclo.

A dosagem sérica de P4 é um método mais eficiente comparado com a
citologia devido a alta correlacdo das concentracbes progesterona com as
concentracfes de LH. Sendo assim, a quantidade de progesterona no sangue
indica a data da ovulacao e permite estabelecer o melhor momento para a IA ou

monta (SILVA; CARDOSO, SILVA, 2003)
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5 CONCLUSAO

Na cadela, existe uma ampla variacdo entre a data de inicio dos sinais
clinicos de proestro, o resultado da citologia vaginal e a dosagem sérica de
progesterona. Todos parametros podem ser utilizados para detecc¢éo do periodo
fértil, entretanto a data de inicio dos sinais clinicos de proestro, o resultado da
citologia vaginal e a dosagem sérica de progesterona, tem, nesta ordem,
precisao crescente e um melhor resultado pode ser obtido quando associados

0s trés parametros.
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Dados do controle zootécnico da Clinica Provitta: dias a partir do aparecimento

dos sinais de proestro relatados pelos proprietarios, resultados de exames de

citologia vaginal, dosagem sérica de progesterona e diagnostico de gestacao.

Cadela |Citologia | Inicio cio | P4
1| Estro 8 2,45
2 | Diestro 7 32,71
3| Estro 11 9,62
3| Estro 9 3,63
4 | Estro 0,8
5| Estro 5,17
6| Estro 12 6,63
6 | Proestro 5 0,05
7 | Estro 12 11,29
7 | Estro 8 3,3
7 | Proestro 6 1,2
8| Estro 9 12,14
8 | Estro 7 2,55
8 | Proestro 4 1,08
9 | Estro 8 2
9| Estro 10 19,96
9| Estro 5 1,44
10 | Diestro 9 45,2
11| Estro 9 8,21
12 | Estro 10 5,97
12 | Proestro 7 1,25
13 | Estro 7 1,37
14 | Estro 10 4,75
15| Estro 8 8,67
16 | Estro 2,5
17 | Diestro 13 49,46
17 | Estro 9 8,41
17 | Estro 8 7,89
18 | Estro 11 28,7
18 | Estro 7 3,56
19 | Diestro 7 51,39
20 | Estro 8 4,04
21| Estro 9 9,67
22 | Estro 5,11
22 | Estro 0,47




23| Estro 7 7,5
24 | Estro 8 7,72
25 | Estro 12 28,93
26 | Diestro 20 33,56
26 | Estro 15 4,55
26 | Proestro 7 0,05
27 | Estro 8 5,44
28 | Estro 15 16,59
28 | Estro 7 1,27
29 | Estro 10 15,56
29 | Estro 12 3,45
30 | Estro 8 11,66
31| Estro 7 2,88
32 | Estro 10 17,44
32 | Proestro 6 1,88
33 | Estro 10 23,23
34 | Diestro 7 48,66
35| Estro 11 18,64
35| Estro 6 1,94
35| Estro 8 1,54
36 | Estro 10 23,23
36 | Estro 6 3,15
36 | Estro 5 2,48
Diagndstico de Gestagao
Positivo Negativo ou ausente

85%

15%
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ANEXO B — Autorizacao para uso de dados da Clinica Provitta

SOLICITAGAO DE AUTORIZAGAO PARA PESQUISA EM
BANCO DE DADOS

Formiga, 03 de maio de 2018

Eu, Ana Flavia Faria Oliveira, portadora do CPF 121.338.116-99, regularmente
matriculada no 9° periodo do curso de Medicina Veterinaria no Centro
Universitario de Formiga, matricula n® 905811, responsavel pelo Trabalho de
Conclusdo de Curso apresentado ao curso de Medicina Veterinaria do
UNIFOR-MG como requisito parcial para obtengao do titulo de bacharel em
Medicina Veterinaria, venho pelo presente, solicitar autorizagao do responsavel
pela Clinica Veterinaria Provitta para utilizar os dados zootécnicos no trabalho
de pesquisa sob o titulo “DETERMINACAO DO PERIODO FERTIL EM
CADELAS POR MEIO DE CITOLOGIA VAGINAL E DOSAGEM SERICA DE
PROGESTERONA” com o objetivo de avaliar a correlagdo entre sinais clinicos,
citologia vaginal e dosagem sérica de progesterona no diagndstico de ovulagéo
em cadelas. Esta pesquisa estd sendo orientada pela Professora Doutora

Rebeca Marques Mascarenhas.

Contando com esta autorizagéo, colocamo-nos a disposicdo para qualquer

esclarecimento.

\Y\ Fbmwu }Cru\r ‘&Auvuna

Ana Flavia Faria Oliveira

) | .
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Orientadora Rebeca Marques Mascarenhas

/t(//\/ /4 /{/// // /@/’/’ﬂfvw

Responsavel pela Clinica Provitta

Rebeca Marques Mascarenhas
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