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pessoal, satisfacao no trabalho e reconhecimento”
Frederick Herzberg

RESUMO

Ainseminacao artificial em cadelas € um procedimento cada vez mais procurado
pelos criadores e tutores, com o objetivo de manter boas caracteristicas
genéticas de determinada raca. As pesquisas mostram resultados muito
positivos para tal técnica, principalmente utilizando-se inseminacao via
intravaginal e sémen congelado fresco. Outro fator que auxilia na maior precisao
para realizar o procedimento é a detec¢ao do estro, pois a espécie canina possui
uma fisiologia reprodutiva particular. Para isso, 0 método de citologia vaginal € o
mais utilizado, mas também se pode empregar a dosagem plasmatica/fluido de
progesterona (via sangue ou saliva) e a ultrassonografia (normal ou Doppler).
Ainda em se tratando do ciclo estral, existem farmacos que controlam o ciclo
induzindo o estro, como ECG/HCG, além dos exames de identificacdo para que
a inseminacao artificial seja feita no dia correto, aumentando, assim, a taxa de
sucesso desse procedimento. As desvantagens desse procedimento podem
incluir inflamagao e/ou infecgdo ascendente por microrganismos que habitam
normalmente o trato genital inferior; técnicas incorretas; e até materiais nao
esterilizados, por isso é muito importante ser um médico veterinario
especializado na técnica.

Palavras-chave: Inseminacéo artificial. Citologia vaginal. Controle do ciclo estral

ABSTRACT

Artificial insemination in bitches is a procedure that is increasingly sought by
breeders and guardians, with the aim of maintaining good genetic characteristics
of a certain breed. Research shows very positive results for this technique, mainly
using insemination via intravaginal and fresh frozen semen. Another factor that
helps with greater precision to perform the procedure is the detection of estrus,

as the canine species has a particular reproductive physiology. For this, the



vaginal cytology method is the most used, but plasma dosage / progesterone fluid
(via blood or saliva) and ultrasound (normal or Doppler) can also be used.Also,
when it comes to the estrous cycle, there are drugs that control the cycle by
inducing estrus, such as ECG / HCG, in addition to identification tests so that
artificial insemination is done on the correct day, thus increasing the success rate
of this procedure. he disadvantages of this procedure can include inflammation
and / or ascending infection by microorganisms that normally inhabit the lower
genital tract; incorrect techniques; and even non-sterile materials, so it is very

important to be a veterinarian specialized in the technique.

Keywords: Artificial insemination. Vaginal cytology. Control of estrous cycle
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SIGLAS E ABREVIACOES

1A Inseminacgao artificial

1AIU Inseminacgao artificial intrauterina

1AIV Inseminacgao artificial intravaginal

FSH Horménio foliculo estimulante

LH Horménio luteinizante

ng/ml Nanogramas por mililitro

eCG/hCG Gonadotrofina coriénica equina/ Gonadotrofina coriénica
humana

Ull kg Unidade internacional

Ug/kg Unidade de massa igual a um milionésimo de grama
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1. INTRODUCAO
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Os animais domésticos como o cao, vém ganhando cada vez mais
importancia para o homem. Em decorréncia disso os esfor¢os para obter animais
com alto valor genético s&do maiores, surgindo assim a necessidade de utilizagdo
das biotécnicas de reproducdo, como as técnicas de inseminacgao artificial (1A),

para preservar o material genético de reprodutores de alto valor.

Por muitos anos, as pesquisas relacionadas as biotécnicas eram restritas
apenas aos animais de producdo, porém, na década de 1990 a comunidade
cientifica passou a estudar a espécie canidea, como forma de preservar a
biodiversidade animal (RIBEIRO et al., 2010).

Em comparagdo com os ultimos 20 anos, hoje os veterinarios sdo mais
frequentemente solicitados para resolver os problemas de fertilidade do cao e do
gato, principalmente devido ao aumento da popularidade dos caes de raca pura,
bem como dos sentimentos ou razdes financeiras relacionadas a esses animais
(FONTBONNE, 2011).

Existem diversos relatos sobre como se originou a IA. A mais conhecida é
a lenda de um arabe que colheu o0 sémen de um garanhdo com o auxilio de um
algodao e posteriormente introduziu na genitalia de uma égua em cio, resultando
no nascimento de um potro. Tempos depois coube ao monge Lazzaro Spallanzia

(em 1780) realizar a colheita de um c&o para inseminar uma cadela.

Entre as inumeras técnicas desenvolvidas para o melhoramento genético

de animais, a IA ocupa uma posi¢ao importante (JAIN, 2015).

A técnica de IA é muito utilizada em espécies como, bovinos, equinos,
caprinos, suinos e canideos, com o objetivo obter descendentes de progenitores
subférteis ou com alguma incapacidade de realizar a cobertura. Os resultados na
maioria das vezes, sao satisfatorios. Devido as impossibilidades da realizacéo
da copula, a IA utiliza sémen fresco, resfriado ou congelado e estes podem ser

introduzidos pela via intravaginal ou intrauterina.

Para termos sucesso na |A, precisamos identificar o periodo exato em que
ocorre a ovulacado. A cadela é uma espécie que possui diferengcas na sua

fisiologia reprodutiva, quando comparada com as outras fémeas, por isso &



necessaria a identificagdo do cio por meio de técnicas como, citologia vaginal,

ultrassonografia e dosagem plasmatica de progesterona.

16

O objetivo deste trabalho € demonstrar (i) as principais particularidades
da fisiologia reprodutiva; (ii) os métodos de identificagdo do estro; (iii) os
principais métodos; (iv) as desvantagens e (v) os resultados da |IA nas fémeas

caninas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Sistema reprodutor das fémeas

2.1.1 Anatomia

Segundo Dyce (2010) os ovarios sdo comumente encontrados na parte
dorsal do abdémen, adjacente as extremidades dos corpos uterinos. Cada ovario
fica suspenso no interior da parte cranial (mesovario) do ligamento largo. As

funcdes dos ovarios sdo gametogénicas e endocrinas.

O ovario das cadelas possui formato elipsoide de superficie caracterizada
por foliculos e corpos Iluteos grandes, medindo cerca de 1 a 1,5 cm (KONIG;
LIEBICH 2014).

Ja as tubas uterinas (também denominadas ovidutos) sdo um par de tubos
envolvidos que levam o ovdcito de cada ovario para o respectivo corno do utero,
constituindo o lugar habitual da fertilizagcdo dos ovécitos pelos espermatozoides
(FRANDSON et al, 2011).

O utero é a parte do trato reprodutivo que exibe as maiores diferencas
espécie-especificas. E onde os embrides se alojam e criam meios para as trocas

fisioldgicas com a corrente sanguinea materna (DYCE, 2010).

A anatomia do utero varia consideravelmente de acordo com a sua idade
e a atividade fisioldgica. Nas cadelas, ele se posiciona principalmente dorsal ao
intestino delgado. Esse se resume a um colo e um corpo curto dos quais se
projetam dois cornos delgados e longos, opostos, que alcangam os ovarios no

sentido caudal aos rins, como descrito por Konig e Liebich (2014).

Dyce (2010) descrevem que a vagina apresenta duas partes: cranial, que
€ simplesmente uma passagem reprodutiva, partindo da cérvix até a entrada da
uretra; e a parte caudal, o vestibulo, que se estende do éstio uretral até a vulva,
relacionando fungdes urinarias e reprodutivas. O 6rgao copulatério da fémea e o

canal do parto sao formados por essas duas partes.

O vestibulo, que € menor do que a vagina encontra-se principalmente
caudal ao arco isquiatico, condicdo que Ihe permite inclinar-se ventralmente a
sua abertura na vulva. Essa abertura é restrita pelos labios que se encontram
nas juncdes dorsal e ventral (DYCE, 2010).
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O coito e o parto sao facilitados, pois, a parede do vestibulo apresenta
glandulas vestibulares, cuja secregdo preserva a umidade da mucosa do
vestibulo (KONIG; LIEBICH, 2014), como apresentado na figura 1 a seguir.

Imagem 1 - Orgdos genitais feminino das cadelas (representagéo

esquematica)

Qvdrio

Corno uterino

Corpo uterino

Colo com canal cervical

Vagina

Ostio uretral externo

Vestibulo da vagina
Cadela

Vulva com clitéris

Fonte: KONIG; LIEBICH (2014) Legenda: Representacdo esquematica das particularidades
do o6rgéao reprodutor feminino das cadelas.

2.1.2 Fisiologia

Comparando as cadelas com outras espécies, estas apresentam
caracteristicas da fisiologia reprodutiva incomuns, como longa duragcdo de
proestro e estro; longo periodo pré-implantagéo; ovulagado de odcitos em estagio
imaturo; e transporte lento para tuba uterina (de nove a doze dias) conforme
apontam Reynaud et al, (2005).

2.1.2.1 Ovogénese (oogénese)

Como descrito por Derussi e Lopes (2009) a oogénese ¢é definida pela
formacgdo de odcitos pelas células germinativas primordiais (oogbnias) e pela
proliferagdo mitética de células epiteliais internas, originadas de uma interagéo

de diversos tipos celulares, ainda na fase pré-natal.

Ovogobnia (oogbnia) é conhecida como célula germinativa central,

aumenta e inicia a meiose, mas ndo a completa, e para na primeira fase-profase,
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antes da primeira divisdo. Neste estagio, o oocito primario € um ovoécito em
desenvolvimento, enquanto a combinagdo de um odcito primario com sua
camada de célula folicular cuboide circundante constitui um foliculo primario
(FRANDSON et al, 2011).

Ao nascerem, os ovarios da maioria das espécies domésticas possuem
centenas de milhares de foliculos primarios a espera do avango de seu
desenvolvimento. Nao se sabe ao certo o que determina qual dos foliculos primarios
sera selecionado para desenvolver-se em cada ciclo estral subsequente
(FRANDSON et al, 2011).

2.1.2.2 Ovulagdo

Em geral, momentos antes da ovulagéo, os ovdcitos ja maduros estao
circundados pela zona pelucida, corona radiata, uma camada de células da
granulosa que reveste o antro e o 6oforo (camada de células da granulosa que

se separou e que nao reveste mais o antro), segundo Frandson et al, (2011).

O ovacito primario, que se mantém em repouso em relacido a meiose
durante o desenvolvimento folicular, sofre a primeira divisdo meidtica para
produzir um ovdcito secundario e o primeiro corpusculo polar na maioria das
espécies, logo antes da ovulagéo. Ja o primeiro corpusculo polar é expelido do

ovario junto com o ovécito secundario (FRANDSON et.al, 2011).

A secregédo do hormdnio FSH (horménio foliculo estimulante) e a onda
pré-ovulatéria do LH (horménio luteinizante) estdo intimamente ligadas a
ocorréncia da ovulagdao (REYNAUD et al, 2005).

A ovulacgéo ocorre cerca de 48h apo6s o pico de LH e dura menos de 24
horas, por essa razao, o periodo fértil da cadela situa-se entre os dias 2 e 5 apos
a ovulacao (ALVES; MATEUS; LOPES DA COSTA, 2002).

2.2 Ciclo estral

A cadela é uma espécie monoéstrica, nao estacional, com proestro/estro
com duracdo de duas a trés semanas. Apresentando ovulagdo espontanea,
seguida de uma fase luteal que dura por volta de 65 dias quando gestante, ou
um pouco mais quando nao gestante. Apds essa fase segue-se 0 anestro
obrigatério (SILVA, 2016). Os intervalos entre os estros podem variar de 5 a 12
meses (CONCANNON, 2011).
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O ciclo reprodutivo da cadela é regulado pelo eixo hipotalamo-hipdfise-
gonadal e €& caracterizado por alteragdes fisioldgicas, enddcrinas e
comportamentais observadas no animal (CONCANNON, 2011).

O ciclo estral canino compreende fases sucessivas e recorrentes, que
variam entre quatro e cinco, dependendo dos autores. Segundo Silva e Lima, sdo

elas: proestro, estro, metaestro/diestro e anestro (imagem 2).

A primeira fase, o proestro dura em meédia nove dias, podendo variar tanto
para, mais quanto para menos. E caracterizado por: edema da vulva, aumento
do turgor; proliferacdo do epitélio em esfregagos vaginais (resultante de
queratinizagdo celular); e secregdo vaginal, esta responsavel por atrair os
machos (JEFFCOATE; LINDSAY,1988).

Nas fémeas, os estrégenos circulantes aumentam trinta dias antes do
inicio do proestro, fazendo a cadela apresentar polaquiuria como forma de
difundir ferorménios e atrair os machos (CHIRINEA, 2008).

A concentracao de estradiol aumenta de 5 a 15 ng/ml no inicio, para em
seguida atingir picos de 40 a 120 ng/ml. O fim do proestro ocorre num periodo
entre a queda desses niveis de estradiol e a véspera do pico de LH (pré-

ovulatoério) e é caracterizado pelo comportamento receptivo da fémea.

Logo apds, o estro dura em média 9 dias, com variagdes individuais. E
caracterizado pela predominancia de células epiteliais vaginais queratinizadas
na citologia. O estradiol continua a baixar a partir dos valores de pico do proestro
final para valores intermediarios de 10 a 20 ng/ml. As concentragbes de
progesterona aumentam rapidamente acima de 1 a 3 ng/ml durante o pico pré-
ovulatério de LH, continuam subindo, podendo chegar a 10 a 25 ng/ml. O inicio
do estro é facilitado pelo rapido aumento de progesterona resultante do pico de
LH. (CONCANNON, 2011).

Ja a fase de metaestro é definida classicamente como periodo de
instalagdo do corpo luteo (Imagem 3), porém a cadela ndo apresenta esse
comportamento, por ser uma espécie que possui uma luteinizagdo precoce
(ainda na fase de foliculo pré ovulatério). Apesar disso a fase de metaestro pode
ser caracterizada pela citologia vaginal, devido & presenga das células
intermediarias ou células parabasais com multiplos vacuolos citoplasmaticos
claros (POST, 1985).
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A fase seguinte, do diestro dura em média 75 dias. Nesse periodo, a
progesterona aumenta para picos de 15-80 ng/ml, entre os dias 20 e 35 do ciclo
e comecga a baixar lentamente até ficar abaixo de 1ng/ml, entre os dias 55 e 90.
Ja o estradiol varia de 15 a 30ng/ml com um perfil semelhante ao da
progesterona, sendo maior na fase luteal média e apds essa fase passa a sofrer
um declinio (CONCANNON, 2011; OLIVEIRA; MARQUES, 2003; SILVA, 2018).

A Ultima fase é o anestro. Ele se inicia apés a queda de progesterona
(demora cerca de sete semanas), ficando abaixo de 1 a 2ng/ml. O anestro dura
de 18 a 20 semanas. A mudanca é identificada externamente pela mucosa que
se encontra mais fina e com capilares visiveis (ficando mais vermelha). A citologia
vaginal mostra células parabasais em numeros variaveis e poucos neutrofilos. O
estradiol & variavel, mas sempre em torno de 5 a 10 ng/ml. O LH fica baixo.
(CONCANNON, 2011; OLIVEIRA; MARQUES, 2003; SILVA, 2018).

Imagem 2 - Citologia vaginal da cadela ao longo do ciclo éstrico, ampliagdo

40x.
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Fonte: CARDOSO, C.F.R (2017) Legenda: Citologia vaginal feita em uma cadela durante todo o seu

periodo éstrico, identificando as células epiteliais em cada fase.

Imagem 3 — Ovario de uma cadela com presenca de corpos luteos

b
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Fonte: OLIVEIRA; MARQUES JUNIOR; NEVES (2003). Legenda: Ovario de uma fémea na fase de

metaestro, em que ocorre o desenvolvimento do corpo luteo.

2.2.1 Controle do ciclo

Tanto em situagcdes em que se quer induzir o estro, quanto em situacoes
opostas, em que se quer inibir a sua ocorréncia, pode-se fazer o controle do ciclo.
E indicada a inducdo do estro em casos como anestro primario, que significa
auséncia de estro apdés 24 meses de idade; anestro secundario, quando ha
auséncia de estro apos 12 meses do ultimo estro; paricdo em periodos mais
adequados para o criador; obtengao de crias ao longo de todo ano; diminuigao
do anestro fisioldgico e planejamento de inseminagéo artificial. Para esse
controle sao utilizados farmacos diversos e a escolha de qual deles usar depende
da analise e da indicagao especifica para casa caso (SILVA, L. 2016).

No entanto, ainda ndo existe um protocolo em que se tenha éxito total,
devido principalmente ao complexo sistema de regulacdo enddcrina da
ciclicidade nas cadelas (SILVA, L.,2016). Ao indicar uma terapia hormonal, deve-
se sempre considerar a real necessidade, levando em conta os efeitos colaterais,
consequéncias para o potencial redutivo e o alto custo (CARDOSO, R., 2014)

2.2.1.1 Drogas para indugao do estro

O uso eCG/hCG foi concluido por Stornelli et al (2012) que, administrando
50 Ul/kg de eCG combinados sete dias depois com 500 Ul de hCG mostrou-se
efetivo para induzir o estro normal e fértil em cadelas 164 dias apds o estro. A
taxa de gestagao foi em torno de 80%, com duragao de 48 dias no intervalo entre

0s estros.
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No estudo feito por Jurczak et. al (2016), foi comparada a administracéo de
cabergolina (5 ug/kg, via oral, por 21 dias) com a de eCG (20 IU/kg, via
subcutanea, por 5 dias), seguida de hCG (500 Ul, via subcutanea, no ultimo dia
de tratamento). Com a cabergolina houve um intervalo maior entre o inicio do
tratamento e a aparigdo dos primeiros sinais de proestro. Além disso, as cadelas
tratadas com eCG/hCG exibiram formagdes de cistos ovarianos, algo que nao
aconteceu com as cadelas tratadas com cabergolina. A concluséo, portanto, foi
que, com este farmaco, os ciclos sdo induzidos de forma mais similar a um ciclo

natural.

2.2.1.2 Drogas empregadas para a supressao do estro

Os progestagenos tém como efeito a retroalimentacdo negativa sobre a
liberacdo de prolactina, podendo diminuir as concentragdes de testosterona e
estrogeno na circulagdo. Esses farmacos estdo disponiveis comercialmente na
forma de comprimido, suspensdo oleosa e implantes que permitem uma
liberagao ao longo de varias semanas ou até meses (SILVA, L., 2016). O acetato
de megastrol, o acetato de medroxiprogesterona e a proligestona, sdo os
progestagenos mais utilizados (KUSTRITZ, 2012).

O uso desse hormdnio vem sendo repensado devido aos seus efeitos
colaterais. Apesar de serem amplamente conhecidos e utilizados, podem causar
infeccbes uterinas, acromegalia, diabetes e aumento do risco de

hiperestimulacdo mamaria com formagao de nédulos (CONCANNON, 2011).

2.3 Exames de identificagcao das fases do ciclo estral

Para um manejo reprodutivo eficiente nas especeis domésticas, é
essencial fazer a deteccdo do estro (CONFORTI et al, 2014). Por ser uma
espécie monoéstrica, ou seja, de um ou dois periodos de ovulagao anuais, a ndo
deteccgao do estro, pode representar atrasos de cerca de seis meses na produgao
de filhotes, até o surgimento de um novo ciclo (CONCANNON; BATISTA 1989).

Os odcitos canideos sao liberados em estagio imaturo, tornando dificil
definir o momento exato da ovulagdo. Além desse aspecto também se deve
considerar que o sémen permanece no trato reprodutivo de forma viavel por um

longo periodo, dificultando a determinagao cronolégica do desenvolvimento fetal,
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sendo esses fatores necessarios para escolha da biotécnica adequada
(DERUSSI; LOPES, 2009).

A dosagem de progesterona sérica, a ultrassonografia dos ovarios e a
citologia vaginal sdo as medidas de monitoramento da atividade ovariana das
cadelas (CONFORTI et al, 2014, GRANDI; VANNUCCHI, 2014).

2.3.1 Citologia vaginal

A acdo das concentragdes crescentes de estrégeno gera alteragbes
morfolégicas na mucosa vaginal e nas células epiteliais. Essa agao estimula a
proliferagao do epitélio vaginal, que passa de poucas camadas no anestro para
uma espessura de 20 a 30 camadas de células até o fim do proestro (ALVES et
al, 2002).

As alteracdes hormonais analisadas durante o ciclo estral tém influéncia no
epitélio vaginal, sendo reconhecidas nos esfregagos vaginais. As células
presentes no epitélio vaginal sdo classificadas em superficiais (anucleadas ou

nucleadas), intermediarias e parabasais (SCHUTTE, 1967).

E considerado que a cadela esta em estro quando é feita a citologia e no
esfregaco celular ha um indice de cornificagdo maior do que 80% (ALVES et
al,2002). Entre o estro e proestro, nota-se uma elevagao no numero de células
superficiais, sendo que as anucleadas atingem sua mais alta porcentagem no
estro (KUSTRITZ, 2012).

A coloragao dos esfregacos vaginais facilita a determinagao da fase do ciclo
estral (AYDIN et al, 2011). O panético rapido utiliza apenas trés corantes, e é um
método mais rapido de coloragdo (CONFORTI et al, 2014; GRANDI;
VANNUCCHI, 2014).

No estudo feito por Conforti e colaboradores (2014), para avaliar os
achados concomitantes de citologia vaginal e ultrassonografia ovariana, os
autores confeccionaram semanalmente Iaminas de citologia vaginal. As amostras
foram coradas pelo método de papanicolau e, por pandtico rapido. Foi observada
uma tendéncia de porcentagens mais altas de células superficiais em laminas
coradas pelo primeiro método do que pelo segundo, durante todo o periodo de
alta influéncia estrogénica. Apesar disso, 0 método do panético rapido € uma

alternativa agil para detectar esse periodo em cadelas.
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Ja no estudo feito por Vieira e colaboradores (2012), amostras de material
vaginal das cadelas foram coletadas, para analise do estagio do ciclo estral.
Foram observados numerosos eritrocitos na lamina, poucos neutrofilos, células
basais intermediarias e baixas células superficiais durante a fase de proestro. Ja
em estro (Imagem 4), verificou-se 95% de células superficiais anucleadas
cornificadas, além de um pequeno numero de células intermediarias. Na fase
diestro foram vistas grandes quantidades de neutrofilos, bactérias e células
intermediarias pequenas, bem como baixa quantidade de parabasais. Com esse
estudo, foi concluido que a citologia vaginal demonstra ser uma técnica eficiente

na classificagcao da fase do ciclo estral.

Imagem 4 - Fotomicrografia de citologia vaginal corada por panético rapido

Fonte: KARLING, ROQUE, OLSSON (2017). Legenda: Lamina de citologia vaginal corada por
pandtico rapido de uma cadela, identificando células epiteliais que se referem ao periodo de

estro.

2.3.2 Ultrassonografias
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A ultrassonografia comum possibilita a visualizagcdo das estruturas
ovarianas, como os foliculos, e o monitoramento longitudinal do desenvolvimento
dessas estruturas garante a previsao aproximada do momento da ovulagao
(KUSTRITZ, 2012).

Na Medicina Veterinaria, a ultrassonografia Doppler tem sido utilizada para
monitoramento da gestagdo, e também para caracterizar a circulagdo nas
artérias uterinas e ovarianas em distintas fases do ciclo estral sem gestacao. A
ultrassonografia bidimensional associada ao Doppler colorido e pulsado
proporciona informagdes em tempo real sobre os aspectos hemodinamicos dos
vasos sanguineos e da arquitetura vascular (SILVA, L et al, 2011). A principal
limitagdo desses métodos €& o custo do equipamento ultrassonografico
(CONFORTI et al, 2014).

2.3.2.1 Emprego da ultrassonografia Doppler para avaliacao das artérias uterinas e ovariana

Sabe-se que a atividade ciclica das cadelas € normalmente avaliada por
meio da observacdo de mudangas na caracteristica da mucosa vaginal, e do
epitélio vaginal, e da andlise de parametros hormonais. A ultrassonografia
Doppler vem sendo usada para avaliar as alteragdes estruturais ciclicas do ovario
(KOSTER et al., 2001).

Segundo o estudo feito por Koster et al. (2001), foram notadas mudancas
no padrao vascular ovariano ao longo das fases do ciclo estral das cadelas, com
aumento gradual da perfusdo ovariana durante o proestro. No periodo pré
ovulatério, ha um aumento marcante intraovariano na intensidade da cor e na
velocidade de fluxo sanguineo, enquanto que, na ovulagao e no comecgo da fase

luteal ocorre perfusdo maxima durante o exame.

2.3.2.2 Ultrassonografia convencional

Para avaliar os achados concomitantes de citologia vaginal e
ultrassonografia ovariana, Conforti e colaboradores (2014) fizeram um estudo.
Em que observaram nao sé as dimensdes dos ovarios, mas também a

quantidade e a dimenséao de estruturas ovarianas, como foliculos e corpo luteo.

Com base nos achados de Concannon e Yeager (1995), as fases do ciclo
estral foram determinadas por meio das avaliagdes ultrassonograficas, que

descreveram que, em proestro os foliculos ovarianos tornam-se mensuraveis ao
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ultrassom. O comprimento maximo do ovario das cadelas € atingido no estro e,
apos cinco ou seis dias desse momento, ocorre o periodo de ovulagdo. De um a
cinco dias antes da ovulagao ocorre o pico de LH, entretanto, no referido estudo,
tanto o periodo de ovulagcdo quanto o pico de LH foram estimados
retroativamente, a partir do dia em que o comprimento ovariano atingiu seu valor

maximo.

Ja no estudo feito por Bicudo et. al (2010), foram avaliadas cinco fémeas em
fase de proestro, a cada 48 horas, pelo ultrassom convencional e pelo Doppler.
No ultrassom convencional, foram realizados planos e cortes sagitais e
transversais, para detectar os foliculos (Imagem 5) e obter sua mensuracgao.
Concluiu-se que o exame ultrassonografico convencional, possibilitou a detecgao

de 100% dos ovarios de cadelas durante todo o periodo de proestro e estro.

Imagem 5- Ultrassonografia do ovario da fémea

Fonte: BICUDO, et al (2010). Legenda: Imagem ultrassonogréfica da dindmica do crescimento

folicular e desenvolvimento luteal do ovario direito do animal.

2.3.3 Dosagens plasmatica de progesterona

Um método muito eficaz para a determinagéao da ovulagéo é a dosagem
de progesterona plasmatica, que € bastante utilizada para o acompanhamento
do ciclo estral de cadelas (CONCANNON, BATISTA,1989).

Para determinacao de niveis séricos de LH confiaveis seriam necessarias

coletas de sangue e avaliagbes frequentes, pois, apesar de o LH ser um
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horménio diretamente relacionado a ovulagéo, ele € um horménio glicoproteico,
tornando esse método caro e pouco pratico (visto que teria que ser dosado duas
vezes ao dia, por varios dias). Ja a progesterona € um horménio esteroide, por
isso é mais facil de ser medida pelo plasma, e seus niveis tém boa correlacéo
com o pico de LH e com a ovulagéo (LEVY; FONTBONNE, 2007).

A elevacdo relevante das concentracdes séricas de progesterona (>2
ng/ml) indica o pico pré-ovulatorio de LH e por consequéncia, a ovulagéo ocorrera
48 horas apos o pico (SILVA, A. et al,. 2003).

234 Mensurag¢oes da progesterona salivar

Um indicador util e preciso, que esta sendo usado para controlar a atividade
ovariana em diversas espécies animais, € a dosagem de progesterona em fluidos
biologicos (CARREIRA et al, 2003).

Para a realizagdo do exame, é necessaria a obtengdo das amostras
salivares, que sao coletadas através de um swab de poliéster especifico. Esse é
inserido na boca do animal por cerca de dois minutos e depois introduzido no
tubo plastico do dispositivo, que sera encaminhado para a centrifuga (por 15

minutos), conforme explicam Lopes et al (2012)

O estudo feito por Lopes (2012) tem como objetivo verificar a eficiéncia da
mensuragao das concentragdes de progesterona na saliva, sendo uma matriz
alternativa ao soro, como um meétodo para apontar a ovulagdo em cadelas.
Amostras de sangue e saliva foram paralelamente colhidas dos animais, a partir
dos primeiros sinais de proestro. Concluiu-se que é possivel identificar a
ovulacdo em cadelas, pela mensuracdo de progesterona salivar, visto que ha

correlagao de progesterona na matriz sérica e salivar.
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2.4 Inseminacao artificial em cadelas

Os animais domésticos tornaram-se cada vez mais importantes com o
passar dos anos, principalmente os cées. Em decorréncia disso, surge a
necessidade de aperfeigoar e preservar o material genético de reprodutores de
alto valor. Com esse objetivo, o homem vem desenvolvendo biotecnicas de
reproducdo, como a tecnologia de sémen e inseminacao artificial (GONCALVES
et al, 2002).

A primeira inseminacao artificial (IA) em caes relatada cientificamente foi
feita em 1780 pelo monge italiano Lazzaro Spallanzani. O resultado foi o
nascimento de trés filhotes sadios com caracteristicas da respectiva raca
(JOHNSTON et al, 2001).

Utiliza-se a |A na espécie canina, em animais que sao impossibilitados de
realizar a monta natural por problemas comportamentais, anatdmicos ou que
estejam em localidades diferentes (SANTANA, 2012).

Utiliza-se também para proteger animais valiosos de doengas
sexualmente transmissiveis, além dos casos de a fémea ndo ter o
reconhecimento pelo macho, ou vice-versa, casos de agressividade inerente a

raca e despropor¢ao sexual (UCHOA et al., 2012).
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2.5 Vias de inseminacgao

2.5.1 Inseminagao artificial intravaginal (1AIV)

A inseminacao artificial intravaginal (IAIV) € o método mais utilizado para
inseminacao com sémen fresco. Nesse procedimento € utilizado um cateter de
plastico simples de comprimento adequado, ao qual esta ligada uma seringa
descartavel de plastico contendo o sémen (JAIN, 2015).

Antes de prosseguir com os procedimentos da |A, deve ser feita a limpeza
da area perineal, em particular a area perivulvar, e a palpacao transabdominal
que geralmente é usada para guiar ou verificar a posi¢cao do cateter vaginal. Apos
a lA, a cadela é mantida com os membros posteriores para cima e a cabeca para
baixo, em um angulo de 45-60° graus. Essa posi¢cao garante que nao haja refluxo
do sémen, portanto é recomendado que a cadela permanega assim de 5 a 20
minutos apos a realizagéo da IA (JAIN, 2015).

Segundo Fontbonne e Badinand (1993), a IAIV, é de facil execugao
(Imagem 6), porém nao demostra bons resultados com sémen congelado, sendo
indicada apenas para sémen fresco e de boa qualidade (SEAGER, 1977). Ja
Uchoa (2011) diz que, por ser de facil execugao e oferecer bons resultados com
sémen fresco e refrigerado, a IAIV é a via de escolha na maioria dos casos.

A vagina, em comparagao com o utero, € um ambiente mais desfavoravel
para os espermatozoides, dado que a maioria deles perde a cauda minutos apos
a deposicao do sémen na vagina cranial. Por conta disso, € fundamental a
colocagao de um numero dez vezes maior de espermatozoides na inseminagao
intravaginal, para que os resultados sejam similares aos da inseminagéo
intrauterina com sémen fresco ou congelado (LINDE- FORSBERG, 2001).

Existem varios dispositivos para realizar a IAIV nas cadelas, s&o elas:
Cateter de Osiris, de Foley e Mavic. O Cateter de Osiris (Imagem 7), é rigido com
manquito inflavel proximo a abertura distal. O manguito € inflado através da
valvula externa, resultando em distensao vaginal e ajudando a impedir o refluxo
do sémen ao redor do cateter. Esse procedimento é indicado para cadelas de
pequeno e meédio porte (MASON, 2018)

Por outro lado, o Cateter de Foley é flexivel, e apresenta um manguito
inflavel proximo a abertura distal. O tamanho é adaptavel para todos os portes,

e a seringa deve ser deixada em anexo para evitar o refluxo de sémen. Ja o
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Cateter Mavic (Imagem 8) é de plastico, possui um manguito inflavel na
extremidade distal que permite a vedagado da vagina para impedir o refluxo e

pode ser encontrado em trés tamanhos. (MASON, 2018).

Imagem 6- Técnica de IAIV

Fonte: KARLING, ROQUE e OLSSON (2017). Legenda: Introdugéo da pipeta de inseminagéo na
regiao do vestibulo vaginal.

Imagem 7 - Cateter de Osiris

Fonte: MASON (2018). Legenda: Demonstragdo de um Cateter de Osiris usado para IAIV nas
cadelas

Imagem 8 - Cateter Mavic
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Fonte: MASON (2018) Legenda: Demonstracdao de um Cateter de Mavic usado para IAIV nas
cadelas

2.5.2 Inseminacdo artificial intrauterina (IAIU)

A inseminacéo artificial intrauterina (IAIU) é utilizada quando a via vaginal
pode comprometer os resultados da IA (SILVA, L. et al, 1995). A IAIU também é
indicada quando o sémen é congelado ou de baixa qualidade (CORREA, 2009).

Podemos realizar a IAIU pela via transcervical ou por meio de procedimentos
cirargicos transabdominais como a laparoscopia ou laparotomia. A IAIU feita por
laparoscopia, apesar de ser uma técnica cirurgica, é pouco invasiva, de rapida
execugao e precisa de um menor tempo de anestesia, pois, a longo prazo, ela
interfere na motilidade uterina e na migragao odcitaria (TSUTSUI et al, 1989).

Ja a cateterizacdo transervical via endoscopia vem trazendo resultados
satisfatérios na IAIU, porém requer pratica, devido a maior dificuldade de
execugao dependendo da largura e do comprimento da vagina. Ela pode entéo
ser menos utilizada, por necessitar de equipamentos adequados para cada
cadela (PRETZER et al., 2006).

O estudo feito por Chirinéa (2008) teve como objetivo comparar, através das
taxas de concepgao, as técnicas de A intrauterina por laparotomia e intravaginal
utilizando sémen congelado. Concluiu-se que a taxa de gestagdo de fémeas
submetidas a técnica de IA intrauterina por laparotomia foi superior a taxa de
concepgao de fémeas submetidas a IA de via intravaginal.

2.6 Técnicas de inseminacgao artificial

2.6.1 Inseminacao artificial com sémen fresco
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Atécnica de IA mais utilizada para substituir a monta natural dos canideos
€ com o sémen fresco (NEULS, 2007). Essa técnica permite: (i) a prevencao de
inumeras doencas infecciosas, causadoras de aborto e esterilidade; (ii) a escolha
de reprodutores com caracteristicas mais desejaveis; e (iii) a utilizagdo do sémen
de uma unica colheita para inseminar diversas fémeas (KARLING; ROQUE;
OLSSON 2017)

O sémen fresco pode ser depositado imediatamente apds a coleta, ou

armazenado de trés a quatro horas em temperatura ambiente (JAIN, 2015).

Altas taxas de concepgao tém sido relatadas na IA com sémen fresco e
refrigerado (CORREA, 2009). Um estudo feito por Macedo (2009) obteve taxa de
prenhez de 90% utilizando sémen canideo fresco e a técnica de inseminagao

intrauterina transcervical.

A |Afeita com sémen fresco deve ser realizada no inicio da fase ovulatoria,
visto que os espermatozoides recém-ejaculados podem sobreviver pelo menos
de quatro a seis dias nos reservatorios espermaticos (jungao utero- tubarica e
glandulas uterinas) (RIJSSELAERE et al., 2004; LUZ et al., 2005). Além disso, o
evento da ovulagao influencia o transporte e a distribuicdo dos espermatozoides
no trato genital da cadela, devido a atividade quimioterapica e quimiocinética do
fluido folicular, que é liberado apdés a ovulacdo sobre os espermatozoides
(RIUSSELAERE et al., 2004).

Um estudo feito por Silva e colaboradores (1995) avaliou dois grupos de
cadelas: um foi submetido a monta natural e outro a inseminacgao intrauterina por
laparoscopia em cadelas em cio natural, utilizando o sémen fresco. Ambas as
inseminagoes resultaram em gestagao e o tamanho da ninada foi similar. A Unica
diferenga foi em relagdo ao tempo de gestagao, que durou em média 65,2 dias

nos animais inseminados e 65,4 dias nos que passaram pela monta natural,

Indo ao encontro desses resultados, o estudo feito por Karling; Roque;
Olsson (2017) teve como objetivo demonstrar, em animais de companhia, a
pratica de uma técnica de |A ndo invasiva, de facil aplicacdo e capaz de propiciar
maiores taxas de fertilidade, através da deposicdo do sémen fresco no interior
do utero. Concluiu-se que a utilizacdo do sémen a fresco é de facil aplicacao e
de alta viabilidade, gerando individuos saudaveis.
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2.6.2 Inseminacao artificial com sémen congelado

Em 1969, Seager obteve a primeira gestacao utilizando sémen canino
congelado, tendo como resultado o nascimento de dois filhotes. Com essa nova
possibilidade de utilizacdo do sémen criopreservado, novos caminhos foram
abertos para a criagdo de caes, permitindo que esse material genético de alto
valor zootécnico chegue a locais distantes, além de possibilitar que esse material

seja armazenado por periodos indefinidos (SILVA, A et al., 2003).

Os espermatozoides dos cdes tém wuma resposta diferente a
criopreservagao comparada com outras espécies, normalmente, com alta

variabilidade individual e baixas taxas de concepc¢ao (YU et al., 2002).

O processo de congelamento e descongelamento causa uma consideravel
alteracao de morfologia, motilidade e longevidade, por isso as taxas de fertilidade

s&o maiores quando é realizada a inseminagéo intrauterina (JAIN, 2015).

Para obter bons resultados com o sémen descongelado, 0 momento da IA
€ de maior importancia (THOMASSEN et al., 2006).
2.6.3 Inseminacao artificial com sémen refrigerado

As amostras que passam por resfriamento e reaquecimento possuem

qualidade superior as do sémen apds o descongelamento. Isso sé é valido se a
amostra for utilizada dentro do periodo de quatro a cinco dias. Caso seja
necessario armazenar por mais do que cinco dias, o congelamento é mais
apropriado (ENGLAND, et al., 2014).

O sémen refrigerado mostra maior flexibilidade do que o sémen fresco,
facilitando o transporte em garrafas térmicas que permanecem viaveis por um
intervalo de um a cinco dias, desde que a temperatura seja mantida em torno de
4 e 5°C (ENGLAND; PONZIO, 1996).

Para determinarmos a utilizagdo da técnica de inseminagéo intrauterina
ou cervical, devemos avaliar o periodo de tempo que o sémen foi armazenado e

a qualidade original da amostra (JAIN, 2015).

No estudo feito por Evangelista et al. (2016), uma cadela foi inseminada
utilizando-se sémen congelado por via intravaginal, por meio do uso de uma

pipeta (imagem 9) para a espécie canina, além da manutengdo dos membros
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posteriores elevados, impedindo o refluxo vaginal. Apos 40 dias da IA, foi feita
uma ultrassonografia abdominal, confirmando a presencga de fetos viaveis. Logo,
concluiu-se que o uso de sémen refrigerado para IA € uma alternativa viavel,

visando o potencial reprodutivo de caes com caracteristicas desejaveis.

Imagem 9 -Palheta convencional de 0,5 mi

Fonte: ENGLAND et al. (2014) Legenda: Pipeta convencional de 0,5ml usada para congelar o sémen

de céaes, onde uma extremidade é aberta para a aspiragdo do sémen.

2.7 Desvantagens da IA

Segundo Tilley e Smith (2014), as desvantagens de uma IA dizem respeito
a extensao e a distribuicdo anatdmica de um processo inflamatoério, que podem
ser resultadas de uma infecgdo ascendente por microrganismos que habitam
normalmente o trato genital inferior e/ou podem ser provocadas durante uma IA,

por instrumentos nao estéreis e manobras utilizadas durante a técnica.
2.8 Resultados da IA

O sucesso da |IA nas cadelas depende de fatores como boa qualidade do
sémen, momento certo para a inseminagao, local anatdmico apropriado para a
deposigdo do sémen e do tipo de sémen (fresco, resfriado ou congelado,
conforme afirmam Johnston et al. (2001).

As taxas de concepc¢ao analisadas apdés IA com sémen fresco sao
sensivelmente superiores as obtidas com sémen congelado. Isso pode acontecer
devido a viabilidade e fecundidade reduzida dos espermatozoides congelados.
Essa reducgao pode ocorrer devido ao processo de congelagao e descongelagéo,
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afetando a qualidade do sémen apos a congelagcdo (LINDE- FORSBERG;
FORSBERG, 1989).

De fato, segundo Concannon e Batista (1989), o espermatozoide mantém
sua viabilidade apés descongelamento por um periodo de 12 a 24 horas. Além
disso, as taxas de concepg¢ao sao geralmente mais elevadas quando o sémen
congelado é colocado diretamente no utero, em comparagdo com a técnica de
deposigao vaginal. Ja Silva, L et al. (1995) relatam 100% de gestagdo quando a
IAIU é feita por laparotomia, e também quando a IAIV é realizada utilizando-se a
sonda de Osiris, com o sémen congelado. A IAIU exige menor concentragéo de
espermatozoides por IA do que a técnica de IAIV (SILVA, A et al., 2003)

As taxas de prenhez e o tamanho da ninhada aumentam com o numero
de inseminag¢des por estro, segundo estudos (LINDE-FORSBERG; FORSBERG,
1989; LINDE —FORSBERG, 2001; THOMASSEN et al., 2006). Por essa razédo
autores como Silva, L. et al. (1995) recomendam que, quando usado sémen
fresco ou congelado, deve-se realizar duas |A com intervalo de 48 horas. Ja
outros autores, como Thomassen e colaboradores (2006) indicam a |A a cada 24

horas quando o sémen for congelado, em técnicas de abordagem nao cirurgica.
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3 Conclusao

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que:

A fisiologia reprodutiva da cadela é diferente quando comparada com das
fémeas de outras espécies, sendo que as principais diferencas sao:
Serem monoéstricas; terem longa duracdo de estro e proestro;
apresentarem periodo longo de pré-implantagdo; ovularem com odcitos
imaturos; e demorarem mais do que o normal no transporte para a tuba

uterino.
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Para resultados mais precisos na |IA, podemos fazer o controle do ciclo
estral com farmacos para inibir ou induzir o estro.

A citologia vaginal e a dosagem sérica de progesterona sdo os métodos
mais eficazes e confiaveis para a deteccao do ciclo estral.

Na citologia vaginal, o método mais utilizado para a coloragado da amostra
€ 0 panotico rapido, pela sua velocidade.

A utilizagdo da ultrassonografia Doppler para identificagdo de ciclo estral
€ mais precisa do que a utilizagdo de ultrassonografia convencional, por
ela possibilitar a visualizagao da perfuséao ovariana.

A 1A com sémen fresco apresenta melhores resultados, em comparagao
com o0 sémen congelado, pois, como este passa por um
descongelamento, acaba sofrendo alteragcbes em sua morfologia,
motilidade e longevidade.

O sémen refrigerado mostra resultados superiores aos de sémen
congelado.

A A via intravaginal € mais utilizada do que a via intrauterina, devido as
dificuldades de manuseio desta.

A principal desvantagem da IA é a possibilidade do animal apresentar um
processo inflamatario.

Com os exames de identificagdo e técnicas corretas os resultados de IA

em cadelas sao satisfatorios.
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