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RESUMO

A fémea canina apresenta caracteristicas Unicas, como a prolongada duracdo do proestro e estro, ovulagdo de odcitos
imaturos e um ciclo estral monoéstrico ndo-estacional, sem ligacao a estacdes do ano. Essas particularidades desafiam a
padronizacdo reprodutiva e o desenvolvimento de biotecnologias assistidas. Em sintese, este estudo busca aprimorar a
precisdo do diagndstico da ovulacdo em cadelas, oferecendo informagdes relevantes para criadores e profissionais da
reproducéo canina. O estudo envolveu 10 cadelas da raca American Bully, com idades de seis meses a dois anos,
recrutadas de uma clinica veterindria. Esses cées, reproduzidos exclusivamente por inseminacdo artificial, foram
acompanhados observando-se 0os comportamentos de cio. Quando identificados sinais de monta e o encerramento da
secrecdo vulvar, as fémeas foram submetidas & dosagem de progesterona. A ampla variagdo nos eventos especificos
dificulta a determinacédo precisa do momento préximo a ovulacdo ao se basear apenas na citologia vaginal. Assim, a
dosagem de progesterona mostrou-se mais confiavel para identificar as alteracdes ovarianas no ciclo estral da cadela.

PALAVRAS-CHAVE: reproducéo. biotecnologias. ovulacdo. diagndstico.

1. INTRODUCAO

O interesse pela reproducdo em cédes vem aumentado, e com a demanda de novos criadores, 0
entendimento sobre o assunto é de suma importancia.

Quando comparada a outras espécies, a fémea canina apresenta caracteristicas distintas e
notaveis. Alguns dos atributos notaveis incluem uma maior duracéo do proestro e estro, ovulagéo de
odcitos (células reprodutivas) em estagio imaturo, um prolongado periodo pré-implante e um periodo
de transporte na tuba uterina que pode durar cerca de 9 a 12 dias (REYNAUD et al., 2006).

O ciclo estral na fémea canina é classificado como monoéstrico ndo-estacional, o que significa
que as mudangas hormonais ocorrem ao longo do ano e néo estdo vinculadas a estacGes especificas.
Isso resulta em uma variabilidade na expansdo e sincronizacdo dessas mudangas hormonais
(JOHNSTON et al., 2001).

A puberdade na fémea canina marca a transi¢ao para a fase reprodutiva e é indicada pelo inicio
do primeiro cio. A idade em que isso ocorre pode variar consideravelmente e estad diretamente
relacionada ao tamanho e raca da cadela. Esse processo é caracterizado pela adaptacéo gradual entre

a crescente atividade gonadotréfica e o sistema reprodutivo, permitindo a interacdo adequada entre a
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esteroidogénese (producdo de hormonios esteroides) e a gametogénese (produgdo de células
reprodutivas) (THADEI, 2008).

Segundo Concannon e Verstengen (2005), ao se aprofundar sobre as caracteristicas
reprodutivas das cadelas, se entende que a duracdo de cada fase do ciclo estral pode variar para cada
individuo, o que dificulta 0 momento ideal para estabelecer as técnicas de reproducdo assistida.

A técnica de Inseminacdo Artificial em cadelas tem se mostrado eficaz, especialmente quando
a copula natural entre os progenitores ndo é possivel. O éxito desse procedimento esta diretamente
ligado ao entendimento anatdmico e fisioldgico do sistema reprodutivo da fémea, com especial
atencgdo ao seu ciclo estral (KARLING et al., 2017). Apesar das perspectivas positivas, as pesquisas
em biotecnologias reprodutivas em cdes enfrentam limitacdes, principalmente devido a falta de
conhecimento sobre as caracteristicas especificas do ciclo estral das cadelas (BRUM et al., 2018).

A citologia vaginal auxilia na determinacdo do tipo de célula presente em cada fase do ciclo
reprodutivo de cadelas, oferecendo beneficios significativos no que diz respeito a programacao de
coberturas, previsdo do parto e diagndstico de patologias reprodutivas. Além disso, € um exame de
natureza simples, pouco invasivo e com baixo custo (COSTA et al., 2009; BAPTAGLIN et al., 2014).
Para médicos veterinarios e tutores responsaveis, a citologia vaginal representa uma ferramenta de
grande relevancia, uma vez que complementa eficazmente o manejo reprodutivo de cadelas
(HENSON, 2003).

Um dos erros mais comuns encontrados na pratica clinica é a cobertura da fémea em um
momento inadequado para a fecundag@o. Um dos erros vistos seria 0 uso de sémen de baixa qualidade
ou a restricdo na quantidade de coberturas, o que pode resultar em insucesso na fecundagédo
(GOODMAN, 2001). Desse modo, determinar 0 momento exato da ovulacdo se faz necessario para
obter resultados satisfatorios nas técnicas de reproducdo (REYNAUD et al, 2006).

A citologia vaginal é uma ferramenta amplamente utilizada para monitorar o ciclo estral da
cadela, e desempenha um papel satisfatorio e de grande relevancia nesse processo. No entanto, é
crucial observar que essa técnica ndo oferece a precisdo necessaria para confirmar o dia exato da
ovulacdo. Nesse contexto, a dosagem sérica de progesterona (P4) desempenha um papel essencial ao
confirmar e complementar as informacdes obtidas por meio do exame citoldgico (ALVES et al.,
2002).

Em sintese, 0 presente estudo tem como objetivo aprimorar a precisdo no diagndstico da
ovulacdo em cadelas, com o propdsito de fornecer informacdes de relevancia substancial tanto para

criadores quanto para profissionais envolvidos na area de reproducdo canina.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA

O ciclo estral das cadelas € um processo complexo que pode ser dividido em diferentes fases,
incluindo proestro, estro, diestro e anestro. Durante esse ciclo, ocorrem alteracfes hormonais que
desencadeiam mudancas clinicas e citologicas (OLIVEIRA et al., 2003).

As cadelas séo classificadas como monoestricas ndo estacionais, o que significa que podem
reproduzir uma ou duas vezes por ano. O periodo entre um proestro e outro é conhecido como
intervalo interestro (IE), e sua duracdo pode variar de aproximadamente 16 a 56 semanas
(CONCANNON et al., 2005).

A regulacdo hormonal das gonadas é governada pelo complexo eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal (figura 1). O primeiro hormdnio desempenhando um papel fundamental nesse processo é o
Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), o qual é produzido e secretado pelo hipotalamo. O
GnRH tem a funcdo de estimular as células gonadotrofas, localizadas na glandula hipofise anterior
(CUNNINGHAM e KLEIN, 2014).

Figura 1: Resumo das interacGes hipotaldmico hipofisario-ovarianas durante a fase folicular do ciclo.
FSH: Horménio foliculo estimulante. GnRH: Hormonio liberador de gonadotrofinas; LH: Hormonio
luteinizante. -vo: negativo; +vo: positivo.
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Fonte: Adaptado de CUNNINGHAM e KLEIN, 2014.
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Essas células gonadotrofas, em resposta a agdo do GnRH, secretam dois horménios-chave: o
Hormonio Luteinizante (LH) e o Horménio Foliculo Estimulante (FSH), ambos desempenham
funcGes significativas nos ovarios. O LH estd envolvido na inducéo da ovulacdo e na subsequente
formagdo do corpo lateo, enquanto o FSH regula o desenvolvimento e a maturacdo dos foliculos
ovarianos. Esse sistema hormonal complexo é essencial para a regulagdo do ciclo estral e a
manutencdo da funcdo reprodutiva das cadelas, assegurando que o0s eventos reprodutivos ocorram no
momento adequado (CUNNINGHAM e KLEIN, 2014).

O FSH desempenha um papel crucial no inicio da fase folicular, estimulando a diferenciacdo
do odcito primordial até que ele alcance o estagio de foliculo terciario ou antral. Nesse estagio, ocorre
a formacdo de lacunas no interior do foliculo, que sdo preenchidas com liquido folicular rico em
estrégeno (KUTZLER, 2018).

O estrogeno desempenha um papel importante no desenvolvimento dos foliculos e na
preparacdo do sistema reprodutivo para a ovulagdo. Por outro lado, o Horménio Luteinizante
desempenha um papel decisivo na regulacao do ciclo estral. Ele estimula a diferenciacdo das camadas
do foliculo e a sintese de enzimas hidroliticas, as quais promovem a desintegracdo do tecido
conjuntivo que reveste o foliculo. Isso torna o revestimento do foliculo mais frégil, permitindo sua
ruptura, o que é necessario para desencadear a ovulagdo (CUNNINGHAM e KLEIN, 2014).

Além disso, o LH inicia o processo de luteinizagdo, que é a transformacgdo das células do
foliculo de secretoras de estrogeno em secretoras de progesterona. Esse processo ja estd em
andamento antes da ovulacdo. Com o aumento do LH, ocorre uma diminui¢cdo na secrecdo de
estrogeno, ao mesmo tempo em que se inicia a producao de progesterona (CUNNINGHAM e KLEIN,
2014).

Durante o anestro, as concentracGes de Horménio Foliculo Estimulante aumentam, enquanto
as de Horménio Luteinizante diminuem. No anestro tardio, ocorre um aumento mais significativo nos
niveis de FSH, o que desempenha um papel determinante na foliculogénese e no inicio do proestro
em cdes. Além disso, 0 FSH induz a expressao de receptores de LH nas células da granulosa ovariana
(KUTZLER, 2018).

De acordo com Rangel (2018), durante o proestro, observam-se elevadas concentracGes de
estrégeno (figura 2), atingindo seu pico entre 24 e 48 horas antes de sua conclusdo. Ao mesmo tempo,
os foliculos ovarianos comecam a sofrer o processo de luteinizacdo, que precede a ovulacdo. Esse
processo desencadeia a liberacdo de progesterona, cujos niveis comegcam a aumentar
progressivamente. A medida que a progesterona se eleva, as concentragdes de estradiol comecam a
diminuir. Dessa maneira, o0 inicio do estro ocorre quando 0s niveis de progesterona atingem uma

concentracdo de aproximadamente 1 ng/ml.
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O pico de LH ocorre durante a transi¢do do proestro para o estro, e a ovulacdo ocorre 48 a 60
horas depois, processo que pode durar de 24 a 96 horas. Os niveis de progesterona aumentam quando
0 estro comeca, portanto antes da ovulagéo eles estdo entre 2 e 4 ng/ml, enquanto concentracfes entre
5 e 10 ng/ml estdo relacionadas ao momento da ovulagdo. Quando as concentragdes de estradiol
diminuem para menos de 15 ng/ml, o estro termina (RANGEL, 2018).

Figura 2: Endocrinologia do ciclo estral da cadela. Durante a fase de anestro, temos a concentragéo
do hormoénio foliculo estimulante (FSH) alta, quando ocorre o desenvolvimento dos odcitos que serdo
ovulados. Na fase de proestro podemos observar que hd um aumento progressivo das concentracoes
de estradiol (E2), quando a cadela demonstra os sinais de cio. Logo quando as concentragdes dos
hormonios foliculo estimulante e luteinizante (LH) atingem o pico de concentracdo, ocorre a ovulacao
dos od6citos, ainda imaturos, e a luteinizacdo do foliculo ovulatério, formando o corpo lateo. A fase
que se inicia nesse momento é o estro - o estrogénio tem sua concentragdo diminuida, e o corpo luteo
inicia a producgdo de progesterona, e a concentracdo aumenta progressivamente. Na fase de diestro,
caso a cadela ndo esteja gestante, o corpo luteo sofre involucdo, diminuindo a concentracdo de
progesterona, iniciando o ciclo novamente. Nessa mesma fase podemos observar um aumento na
prolactina (PRL), preparando as glandulas mamaérias para uma possivel gestacéo.

Anestro 1 Proestro Diestro

Fonte: Adaptado de RANGEL, 2018.

A idade em que as cadelas entram na puberdade pode variar, mas, em geral, isso ocorre por
volta dos sete meses de idade. No entanto, essa faixa etaria pode ser influenciada por diversos fatores,
incluindo a raga e o porte do animal. Normalmente, cdes de pequeno porte tendem a entrar na
puberdade mais cedo em comparagdo com cdes de grande porte, que podem iniciar seu ciclo
reprodutivo por volta dos nove a doze meses de idade. E importante observar que essas variagdes sao
resultado da interagdo entre fatores genéticos e ambientais (CONCANNON, 2011).
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2.2 FASES DO CICLO ESTRAL

2.2.1 PROESTRO

O proestro é a fase inicial do ciclo estral da cadela, que normalmente dura de sete a nove dias
(SILVA, 2016). Durante esta fase, o crescimento dos foliculos ovarianos e 0 aumento nas
concentracfes de estrogeno sdo responsaveis pelos sinais clinicos caracteristicos, que incluem
inchago da vulva e a presenca de uma secre¢do sanguinolenta nos labios vulvares. A cadela nesta fase
exibe sinais de provocar a atengdo dos machos, embora ainda ndo esteja pronta para a monta
(VICENTE e APPARICIO, 2015).

A influéncia do estrogeno realiza modificacdes no epitélio vaginal, e ao realizar 0 exame
citoldgico, € possivel notar o predominio de células superficiais, além de hemécias provenientes da
secrecdo sanguinolenta, e a auséncia de leucdcitos no inicio do proestro. A secre¢do sanguinolenta da
vulva ocorre devido a diapedese eritrocitaria, que é o extravasamento de globulos vermelhos do
sangue, originados da ruptura dos vasos sanguineos subepiteliais no endométrio (VICENTE e
APPARICIO, 2015).

Durante o proestro, as concentragdes séricas de progesterona aumentam de aproximadamente
0,5 ng/mL (valor tipico no anestro) para cerca de 1 ng/mL, ocorrendo 24 a 48 horas antes da onda
pré-ovulatdria de LH. Posteriormente, as concentracfes de progesterona atingem de 2 a 4 ng/mL por
ocasido da onda de LH, que é seguida, apds dois dias, pelo inicio da ovulagdo, quando a concentracdo
de progesterona varia de 4 a 10 ng/mL. A particularidade na espécie canina é que 0 aumento na
concentracdo de progesterona ocorre mesmo antes da ovulacdo e da formacdo do corpo luteo
(VICENTE e APPARICIO, 2015).

2.2.2 ESTRO

A fase do estro é caracterizada pelo comportamento receptivo da cadela, que permite o coito ao
firmar seus membros no chéo e levantar a cauda, assumindo a posi¢do conhecida como "bandeira”.
Essa fase tem uma duragdo média de aproximadamente 9 dias, embora possa variar
consideravelmente, abrangendo um intervalo de 3 a 21 dias (SILVA, 2016).

Nelson e Couto (2015), destacam que, em contraste com o proestro, a vulva da cadela torna-se
menos tdrgida, e ocorre uma diminuicdo até a auséncia de corrimento sanguinolento. Esse declinio

na concentracdo de estradiol, que ocorre nos dias que antecedem a ovulacdo, coincide com um
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aumento concomitante de progesterona e o inicio do aumento nos niveis séricos de LH. A ovulacéo,
por sua vez, ocorre tipicamente de 24 a 48 horas apds o pico de LH (BENETTI et al., 2004).

Essas alteracdes hormonais induzem mudangas comportamentais nas fémeas, que estdo
associadas ao estro e a onda pré-ovulatéria de LH, que desencadeiam a ovulagdo e a formacdo do
corpo lateo (NELSON e COUTO, 2015). E importante notar que, de acordo com Okens (2004), as
células luteinizadas, responsaveis pela producédo de progesterona, ja sdo funcionais antes mesmo do
desenvolvimento completo do corpo ldteo.

Apos a ovulacao, os odcitos primarios liberados permanecem nas tubas uterinas por um periodo
de 2 a 3 dias, onde amadurecem antes de se tornarem aptos para a fertilizacdo. Esse intervalo é
conhecido como o periodo fértil, e 0 sémen do macho é capaz de fertilizar os o6citos por um periodo
que varia de 3 a 4 dias, podendo se estender até 6 dias (NELSON e COUTO, 2015).

No estro, os tipos de células predominantes na citologia vaginal sdo, superficiais nucleadas ou
anucleadas (figura 3), com auséncia de neutrofilos e presenca de bactérias (CONCANNON, 2011).

Figura 3: Microscopia Optica de citologia vaginal com predominancia de células superficiais
anucleadas, coradas com panotico rapido, em um aumento de 10X.

Fonte: Carlos Eduardo Tomaz, 2023.

2.2.3 DIESTRO

O diestro representa a fase lutea do ciclo estral. A concentracdo sérica de progesterona se
eleva acima da concentracao basal apos as duas primeiras semanas da ovulacdo e da onda de LH,

tornando-se dependente da quantidade de LH e prolactina. Essa concentracdo de progesterona entra
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em declinio ao longo dos dois meses subsequentes. Nas cadelas gestantes, observa-se uma queda
dréastica no pré-parto (NELSON e COUTO, 2015).

Esta fase se estende por cerca de 60 dias no ciclo estral. Durante esse periodo, as cadelas
mostram refratariedade a atividades reprodutivas. Essa fase é caracterizada pela atividade luteinica,
na qual a progesterona desempenha um papel central ao longo de todo o diestro. As alteracGes
fisiolégicas observadas durante essa fase estdo diretamente relacionadas a presenca da progesterona
(VICENTE e APPARICIO, 2015).

Durante o diestro, a progesterona atinge concentracdes de 15 a 80 ng/mL até aproximadamente
o dia 30 do ciclo. Posteriormente, ocorre um declinio gradual dessas concentragdes, atingindo valores
abaixo de 1 ng/ml. Na citologia vaginal sdo encontrados neutrofilos e ha uma predominancia de
células parabasais e intermediadias (figura 4) em relacdo as superficiais queratinizadas
(CONCANNON, 2011).

Figura 4: Microscopia Optica de citologia vaginal com predominancia de células intermediérias e
grande quantidade de leucdcitos, coradas com panotico rapido, em um aumento de 40x.
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Fonte: Carlos Eduardo Tomaz, 2023.

2.2.4 ANESTRO

O anestro é uma fase do ciclo reprodutivo da cadela que se caracteriza pela involugéo do Utero,
e é considerada uma etapa de quiescéncia do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. A duracéo do
anestro pode variar consideravelmente, dependendo de fatores como raca, estado de saude, idade,

ambiente, época do ano e outros fatores correlacionados (JOHNSTON et al., 2001).
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Durante o anestro, ocorrem ondas curtas e esparsas de LH (hormonio luteinizante). Esse
aumento abrupto do LH plasmatico induz dois eventos secretdrios significativos, embora de curta
duragdo: um pico de LH imediatamente antes do inicio do proestro e outro pico que precede o inicio
do estro, seguido da ovulagdo. Esses aumentos intermitentes de LH durante o anestro desempenham
um papel importante no recrutamento de foliculos necessérios para o préximo ciclo reprodutivo
subsequente (VICENTE e APPARICIO, 2015).

Uma vez recrutados para o grupo pré-ovulatério, esses foliculos regulam seletivamente a
secrecdo de gonadotrofinas pela hip6fise por meio de feedback negativo. Durante essa fase, 0s
foliculos ndo amadurecem completamente, regredindo ap6s um breve periodo de atividade, sem
chegar a se transformar em células luteinizadas produtoras de progesterona (FELDMAN e NELSON,
2004).

No anestro, a citologia vaginal geralmente revela uma predominéncia de células parabasais e

intermediarias, podendo ou ndo incluir a presenca de bactérias e neutréfilos (LEAO, 2003).

2.3 CITOLOGIA VAGINAL

O epitélio vaginal é altamente estimulado pelas mudancas hormonais, de tal maneira que, sob
a acdo do estrdgeno e posteriormente pela progesterona, as células se afastam progressivamente em
direcdo ao lumen vaginal e se degeneram na medida em que ocorre o distanciamento do suprimento
nutritivo, apresentando, em sua maioria, diferentes aspectos morfoldgicos em cada fase do ciclo estral
(VICENTE e APPARICIO, 2015).

Ao se realizar esta técnica é possivel avaliar a morfologia e a proporcao dos tipos de células
epiteliais ali presentes, como a presenca de eritrocitos, leucécitos e secrecdes, indicando assim, o
nivel de dominancia hormonal, podendo entdo ser possivel a estimativa do periodo fértil (CHAVES
et al., 2004).

Sdo quatro tipos de células identificadas pela citologia vaginal. Em ordem, das células mais
imaturas para as mais maduras, sdo as basais, parabasais, intermediarias e superficiais
(CONCANNON, 2011).

Segundo Alisson e colaboradores (2008), as células basais estdo localizadas ao longo da
membrana basal e d&o origem a outros tipos de células epiteliais observados no esfregago vaginal.

As células parabasais sdo as menores células observadas. Possuem nucleos redondos com

tamanho e forma uniformes com citoplasma basofilico. Muitas células parabasais podem ser
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observadas nos esfregacos vaginais de animais que ainda ndo atingiram a puberdade, ndo devendo
ser confundida com células neoplésicas (FELDMAN e NELSON, 2004).

As células intermediarias possuem bordas citoplasmaticas redondas a irregulares e pregueadas
(BAKER e LUMSDEN, 1999). Também podem ser denominadas células intermediarias superficiais
ou células intermediarias transicionais (ALLISON et al., 2008).

As células superficiais sao caracterizadas por pequenos nucleos redondos a picnéticos, com
bordas celulares anguladas a pregueadas. Com o envelhecimento das celulas superficiais, acabam se
tornando degeneradas e seu ndcleo é perdido, se tornando anucleadas (FELDMAN e NELSON,
2004).

Antes do inicio da colheita para citologia vaginal € realizado primordialmente uma limpeza da
regido vaginal, utilizando-se solucéo fisioldgica, seguida da realizacdo da técnica (BAPTAGLIN et
al., 2014).

A técnica consiste em colher o material com auxilio de um swab, introduzindo na vulva do
animal em angulos, primeiramente de 45° e em seguida 180°, para que se obtenha material de toda
regido desde a area cranial da vagina, até a caudal. Logo apds, este material é fixado em laminas com
identificagdo, enumeradas e coradas com corante rapido Romanowsky tipo Panético Rapido® (DA
COSTA et al., 2009).

2.4 DOSAGEM HORMONAL

A dosagem hormonal se baseia na quantidade de progesterona encontrada no sangue, sendo um
método bastante utilizado no acompanhamento do ciclo estral por conta de sua eficacia em relacao
aos resultados (CONCANNON 2011). A progesterona € um hormonio esteroide de facil
determinacdo, podendo ser medida através do soro sanguineo, e de acordo com 0s niveis encontrados
ha o indicio de uma boa correlagdo tanto com o pico de LH quanto a ovulagdo (LEVY e
FONTBONNE, 2007).

A progesterona é produzida pelo corpo luteo, glandulas adrenais e, durante a gestacao, pela
placenta. Sua secrecdo € estimulada pelos efeitos do horménio luteinizante (LH). A progesterona é
responsavel pelo preparo do endométrio para a inser¢ao e manutencdo da gestacdo, fazendo com que
a atividade secretora de glandulas do endométrio aumente, diminuindo a motilidade do miométrio
(SILVA, 2016). Atua também cooperando com 0s estrogenos no comportamento de cio e auxilia o
desenvolvimento do tecido secretor da glandula mamaria, desempenhando um papel fundamental na
regulacdo hormonal do ciclo estral (HAFEZ, 2004).
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Segundo Vicente e Apparicio (2015), o0 método mais eficiente para 0 acompanhamento do ciclo
estral e estimativa do momento da ovulacdo € a dosagem da concentracdo sérica de progesterona,
uma vez que a cadela é a Unica dentre as fémeas domésticas que apresenta aumento de progesterona
2 a 3 dias antes da ovulacdo. Os valores de progesterona serica séo inferiores a 1,0 ng/mL durante o
anestro e na maior parte do proestro, e apresentam aumentos rapidos préximo ao pico de horménio
luteinizante (LH).

Evidenciou-se, nas dosagens paralelas de progesterona e LH, que o inicio da elevagédo
significativa da progesterona corresponde ao pico do LH, o qual pode ser uma referéncia importante
para a estimativa de ovulagdo, uma vez que esta ocorre 48 horas apos o pico desse hormonio
(VICENTE e APPARICIO, 2015).

3. MATERIAIS E METODOS

Todas as etapas do estudo foram conduzidas em conformidade com as diretrizes éticas de
pesquisa animal e contaram com a aprovagdo de um comité de ética (CEUA/FAG n° 003/2023). O
bem-estar das cadelas foi garantido e medidas foram implementadas para garantir que elas nao
sofressem qualquer desconforto ou dano desnecessario ao longo do estudo.

Para a conducdo deste estudo, foram selecionadas 10 cadelas da raca American Bully, com
idades variando de 6 meses a 2 anos. Estas cadelas foram recrutadas a partir de amostras
populacionais atendidas em uma clinica veterinaria. A selecdo dessa raca especifica e faixa etéria
buscou garantir a representatividade de um grupo homogéneo para fins de analise do ciclo estral.

Essa raca de caes é reproduzida exclusivamente por meio de técnicas de inseminacdo artificial,
que podem envolver o depdsito do sémen intravaginal ou intrauterino. O acompanhamento das
fémeas é realizado pelos responsaveis, que observam os comportamentos de cio. Quando séo
identificados sinais de aceitagdo de monta e o encerramento da secrecdo vulvar, os responsaveis
encaminham as fémeas para a dosagem de progesterona. Os responsaveis pelos animais assinaram
um termo de autorizacao, onde estavam cientes que as fémeas participariam do trabalho.

O monitoramento do ciclo estral das cadelas foi realizado por meio da analise citologica vaginal
e dosagem sérica de progesterona. Durante o atendimento clinico, foram coletadas amostras de células
da parede vaginal utilizando swabs estéreis. Essas amostras foram preparadas em laminas de vidro,
submetidas a colora¢do com corante rdpido Romanowsky tipo Panédtico Rapido® e posteriormente
examinadas ao microscépio optico. I1sso permitiu a identificacdo das diferentes fases do ciclo estral

com base nas caracteristicas celulares observadas.
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Para complementar, a dosagem sérica de progesterona foi realizada junto com a analise
citoldgica, coletadas por meio de puncdo venosa e submetidas a analise laboratorial para determinar
as concentragdes de progesterona. Utilizou-se o kit de imunoensaio por particulas de Eurdpio e o
equipamento VCheck® (ECO-diagnostica, Minas Gerais, Brasil), o qual possui um kit proprio para
dosagem de progesterona em cadelas.

Os dados coletados foram submetidos a anéalise estatistica para avaliar a correlacdo entre o0s
resultados da citologia vaginal e as concentracdes séricas de progesterona em cada fase do ciclo estral.
Métodos estatisticos, como anélise de variancia (ANOVA) e testes de correlacdo, foram empregados
para quantificar essas relacoes.

Ap0s a coleta e analise dos dados, os resultados foram interpretados e discutidos em relacdo
aos objetivos da pesquisa, proporcionando insights sobre o ciclo estral em cadelas e sua

monitorizacao.

4. ANALISES E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Quanto as concentragdes de progesterona observadas durante o proestro (<1,0 ng/ml) e no estro,
com variagdes nos niveis, os valores foram considerados consistentes com os achados descritos na
literatura consultada (FELDMAN e NELSON, 2004; JOHNSTON et al., 2001) para 0S mesmos
periodos.

A citologia vaginal esfoliativa, quando avaliada em conjunto com as manifestacdes clinicas,
possibilitou a diferenciacdo das fases do ciclo estral, especialmente em cadelas cujo histérico dos
ciclos estrais anteriores ndo era conhecido. Durante o estro, observou-se predominantemente a
presenca de células superficiais queratinizadas nas laminas analisadas, sendo raramente identificados
outros tipos celulares (Figura 5a). J& as fémeas que se encontravam em proestro, as células eram

majoritariamente intermediarias e polimorfonucleares (Figura 5b).
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Figura5: Citologia vaginal das fémeas avaliadas no estudo. A) citologia vaginal da fémea F2: células
queratinizadas, sem ndcleos, caracterizando a fase de estro. B) citologia vaginal da fémea F10:
observam-se células intermediarias, possuindo nucleo pequeno, caracterizando a fase de proestro.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

O estudo conduzido por Bouchard e colaboradores (1991), revelou uma consideravel variagdo
nas caracteristicas da citologia vaginal em relagcdo a data da ovulacdo. Os resultados indicaram que
as cadelas ovularam entre 0 5° e 0 9° dia, apos a citologia vaginal apresentar 80% das células
queratinizadas (indicativo do fim da fase de proestro), bem como entre 0 5° e 0 8° dia antes da citologia
vaginal mostrar o inicio do diestro (queda de 20% nas células queratinizadas).

O estudo realizado por Wright (1990), destacou a pratica comum de acompanhar as fases do
ciclo estral em cadelas utilizando apenas a citologia vaginal. Em seu trabalho, Wright realizou
inseminacado artificial (1A) com base nos resultados da citologia vaginal, seguida por uma contraprova
que envolveu a dosagem da progesterona sérica para comparacdo. A IA foi realizada quando a
citologia vaginal indicava estro, sendo repetida a cada 2 a 4 dias até a citologia apontar a fase de
diestro. Os resultados revelaram uma correlagdo entre a data ideal estimada para a IA pela citologia
vaginal, e a data indicada pelos niveis séricos de progesterona.

O acompanhamento frequente da citologia desde o inicio do proestro pode auxiliar na
determinacéo da onda pré-ovulatoria de LH, indicada pela presenca de 80% de células superficiais
no exame citoldgico, sinalizando uma alta concentracao de estrogeno e indicando que o pico de LH
ocorreré aproximadamente em 48 horas (ENGLAND e CONCANNON, 2002).

Na tabela 1, observa-se que a citologia vaginal € um indicativo eficaz para determinar a fase do

ciclo estral. Das fémeas analisadas, 60% (n=6) exibiram mais de 70% de células superficiais
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anucleadas, indicando a fase de estro. As restantes (40%, n=4) apresentaram acima de 80% de células
intermediarias, caracterizando a fase de proestro. Adicionalmente, os valores de progesterona estao

associados a suas respectivas fases.

Tabela 1: Proporcao de células nucleadas e anucleadas vistas em exame de citologia vaginal, sua
respectiva fase, concentracdo de progesterona sérica em cadelas reprodutoras e sua respectiva fase do
ciclo estral, de acordo com os valores de referéncia.

A Células Células Fase-  Progesterona
Femea nucleadas anucleadas citologia ~ (N9/Ml) Fase- progesterona

F1 20% 80% Estro 9,03 Ovulacéo (5,0 a 12,0ng/ml)
F2 30% 70% Estro 6,46 Ovulacéo (5,0 a 12,0ng/ml)
F3 10% 90% Estro 12,13 P6s ovulacdo (>12,0ng/ml)
F4 20% 80% Estro 12,85 P6s ovulacdo (>12,0ng/ml)
F5 90% 10% Proestro <1,0 Anestro/ proestro (<1,0ng/ml)
F6 20% 80% Estro 4,46 Pos pico de LH (3,0 a 4,9 ng/ml)
F7 10% 90% Estro 16,57 Po6s ovulagédo (>12,0ng/ml)
F8 90% 10% Proestro <1,0 Anestro/ proestro (<1,0ng/ml)
F9 90% 10% Proestro <1,0 Anestro/ proestro (<1,0ng/ml)
F10 90% 10% Proestro <1,0 Anestro/ proestro (<1,0ng/ml)

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Conforme destacado por Henson (2004), os tipos celulares desempenham um papel crucial na
determinacdo das fases do ciclo estral. No entanto, é importante notar que, de acordo com o tipo
celular predominante, o animal pode indicar mais de uma fase do ciclo estral. Por exemplo: 1) a
predominancia de células parabasais pode estar presente nas fases de proestro, diestro ou anestro; 2)
a predominancia de células intermediarias pode indicar fase de proestro; 3) células superficiais
confirmam a fase estral em periodo proximo a ovulagdo (estro). Segundo os autores, além da
citologia, podem ser associadas dosagens de progesterona, juntamente com o histérico clinico do
animal, evitando erros na deteccdo da fase do ciclo estral.

Os valores de referéncia da concentracdo de progesterona e sua relacdo ao ciclo estral foram
obtidos com a propria fabricante do kit (ECO-diagndstica, Minas Gerais, Brasil). De acordo com a
dosagem de progesterona, apenas uma fémea se encontrava na fase de pés pico de LH (F6=4,46.

Valor de referéncia para a fase: 3,0 a 4,9 ng/mL).
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O presente trabalho observou uma correlagdo (R=0,9857) entre os resultados da citologia
vaginal e as dosagens de progesterona (Grafico 1). A tendéncia apresentada foi o surgimento de

células anucleadas, caracterizando a fase de estro, conforme a concentracdo de progesterona aumenta.

Grafico 1. Relacdo entre a concentracdo de progesterona sérica (eixo X) e presenca de células
nucleadas (eixo Y) em cadelas reprodutoras.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

De acordo com Vicente e Aparicio (2015), os odcitos que sdo liberados na ovulagédo estdo na
fase de oocito primario, portanto, ainda devem passar por maturacdo, que pode levar de 2 a 5 dias.
Segundo os autores, 0 momento ideal para a realizacdo da inseminacéo artificial € proximo desse
periodo de maturacdo ovocitéria. A ovulagdo ocorre aproximadamente 48 horas apds o horménio
luteinizante (LH) atingir o seu pico, o que coincide com o inicio das eleva¢des significativas de
progesterona. Esse aumento pode ser levado em conta para estimar o0 momento da ovulacao, sendo
mais provavel a realizacdo da inseminacdo no momento mais propicio.

As fémeas que apresentaram citologia compativel com a fase de estro variaram na dosagem de
progesterona de 4,46 ng/mL a 16,57 ng/mL. Considerando a interpretacdo dessas pacientes, com base
na dosagem de progesterona, € possivel identificar as fases de pds-pico de LH, ovulacdo e pds-
ovulagdo, momentos os quais a realizacdo da inseminacéo artificial seria ideal. Essa larga variagédo
nos eventos especificos dificulta a determinacdo de um momento préximo a ovulagdo, quando levado
em conta apenas a citologia vaginal. Portanto, a dosagem de progesterona apresentou-se mais
fidedigna para identificagdo das alteragdes ovarianas que o ciclo estral da cadela apresenta (Grafico
2).
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Gréfico 2: Concentracdo sérica de progesterona e sua respectiva fase do ciclo estral em fémeas
reprodutoras (n=10).
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Oliveira e colaboradores (2021), realizaram a avaliagdo do historico clinico e comportamental
da fémea, a citologia vaginal e a dosagem de progesterona e estrogénio para determinar a fase do
ciclo estral. Os pesquisadores encontraram relacéo da citologia para definir qual a fase do ciclo estral,
mas reiteram que a dosagem hormonal deve ser realizada em paralelo para evitar erros na deteccdo
da fase.

Outro grupo, Oliveira e colaboradores (2018), realizou a determinagdo da fase do ciclo
comparando a dosagem de progesterona e a citologia vaginal, e concluiram que a progesterona é o
método mais eficiente, pois existe correlacdo entre as concentracdes de progesterona e horménio

luteinizante, permitindo a deteccdo do momento mais préximo da ovulagéo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados analisados revelaram uma relacdo entre a concentragédo de progesterona e a citologia
vaginal das cadelas. No entanto, a avaliagdo exclusiva da citologia vaginal apresenta limitag0es na
precisdo dos eventos hormonais relacionados ao momento da ovulacdo, periodo primordial para o

sucesso das tecnologias reprodutivas utilizadas em algumas racas de caes.
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Uma abordagem acessivel financeiramente pode envolver a avaliagdo da citologia vaginal
durante periodos de alteragbes comportamentais da cadela. A medida que ocorrem mudancas na
celularidade, a dosagem de progesterona pode ser realizada para definir o melhor momento para a
inseminag&o, proporcionando uma estratégia mais eficiente e vidvel economicamente.

O entendimento das particularidades do ciclo estral da cadela, aliado ao conhecimento dessas
particularidades, permite um melhor aproveitamento de cada ciclo estral, evitando esperas

desnecessarias pelo proximo ciclo e permitindo uma melhor utilizacdo do estro natural.
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