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1ii
Dedicatoria

A historia de uma pessoa é escrita com base nas influéncias
de muitas outras. Alguns ndo tém a sorte de conhecer influéncias
positivas, mas eu ndo, Deus sempre foi muito generoso comigo e,
em cada momento de minha vida, ali estava um anjo enviado por
Ele.

De maneira metaforica, a vida é como construir uma casa,
em que cada etapa de sua construcdo tem influéncia direta na
estrutura.

A minha “casa” tem o mais forte dos alicerces, Deus, e é
sobre Ele que minha vida estd sendo construida.

No decorrer dessa “obra”, foi sempre assim e, desde meu
nascimento, em que na falta de um pai, Deus me deu uma mde,
guerreira, dedicada, sempre pronta a me apoiar, que me dd
carinho e me ensina que mde é muito mais do que gerar, é na
verdade um dom de Deus. Minha mde sdo as paredes, que estdo
sempre alil para me proteger de todas as adversidades que,
porventura, venham a me atrapalhar. E onde estdo as janelas que
nos mostram como é o mundo do lado de fora e como é bom o
aconchego do lar, especialmente quando esse mundo externo nos
apresenta obstdculos.

Embora forte, uma parede precisa de pilares, prontos para
darvem sustentacdo d casa, assim sdo meus queridos avos, Clemente
e Inés, que durante toda minha vida ndo mediram esforcos para
me sustentar, me oferecendo os pilares da educacdo, pois, sem eles,
eu jamais teria concluido minha graduacdo e também esse

mestrado. Eles sdo exemplo de seres humanos com principios
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integros e tudo o que conquistei e o que virei a conquistar devo
grande parte a eles.

Meu trmdo Matheus é meu grande amigo e umas das
pessoas mais determinadas que conheco. Com ele ndo tem tempo
ruim, sei que estd a todo momento torcendo para wminha
felicidade, assim como a veciproca é também verdadeira. Ndo
importa se faz sol ou chuva, frio ou calor, ele estd sempre
tentando manter o ambiente interno agraddvel, ou seja, na minha
casa ele é o telhado.

Bom, a casa ja tem alicerce, paredes, pilares e telhado,
estrutura capaz de suportar todas as dificuldades. Mas falta um
movrador, e Deus mais uma vez me presenteou com um anjo, ou
melhor, uma anjinha cujo nome é Maura. F ela a dona da casa,
quem coloca ordem, quem reforma o que ndo estd direito, muda
uma coisa aqui outra ali, mas sempre na intencdo de deixar a
casa mais bonita. A Maura também é pra mim um grande
exemplo de ser humano e, com certeza, tem papel fundamental em
minha vida e em mais essa conquista.

Com a casa construida, faltam os acabamentos e esses,
espero que jamais terminem, pois muitas pessoas passaram e
ainda passardo pela casa, deixando algo de importante.

Dentre essas pessoas, gostaria de citar duas em especial,
que me deram a oportunidade de hoje estar concluindo essa
dissertacdo, as professovas Fabiana e Denise. A Fabiana foi quem
me fez despertar para essa drea, quem me mostrou a verdadeira
funcdo de um professor, o ensinar, ndo apenas com teoria, mas

principalmente com exemplos, sejam eles profissionais ou pessoais.



Com a Denise, além de todo conhecimento teorico, aprendi
que as pessoas boas sdo aquelas que mesmo em posicdo hierdrquica
superior permanecem humildes e sempre dispostas a ensinar e a
contribuir com o crescimento daqueles que o cercam.

Certa vez [i: “A marca mais importante que existe é a
marca que deixamos na historia de cada um que conhecemos. Esta
marca que deixamos para o outro tem um nome: exemplo”.

Esta frase ilustra bem como as pessoas contribuem para o
meu crescimento, jd que, sempre aprendi muito mais com os
exemplos do que, simplesmente, com palavras. Dessa maneira,
gostaria de agradecer e dedicar esse trabalho a Deus e a todos os
anjos enviados por Ele, que, mesmo sem perceberem, estavam
ajudando na construcdo e acabamento de minha casa, ou melhor,

de minha vida.



vi

Agradecimentos

Agradeco, primeiramente, a Deus por estar sempre ao meu lado e me guiar em
todas as vitérias até agora obtidas.

Aos meus familiares que sdo os grandes responsaveis pelo meu crescimento
como ser humano, em especial a minha mae Silvia, que eu amo muito, meus
queridos avés, Clemente e Inés e ao meu grande amigo e, gragas a Deus,
irmao Matheus.

A minha noiva e futura esposa Maura, por todos esses anos de convivéncia
que, com certeza, foram os melhores de minha vida. Te amo!

A professora e querida orientadora Maria Denise Lopes por ter acreditado em
mim, por ter me dado a oportunidade de desenvolver esse trabalho e por nunca
medir esforgos para que esse sonho se tornasse realidade. Obrigado por tudo!

A amiga e professora Fabiana Ferreira de Souza por ter me ensinado as
primeiras licbes e por todo apoio que sempre me ofereceu. Essa conquista
também é sua.

As amigas do Laboratério (REPAS) Vivi, Guta, Bethania e Ana Isabel por toda
ajuda, amizade e convivéncia em harmonia, pe¢as fundamentais em um
ambiente de trabalho.

Aos docentes responsaveis pelo Departamento de Reproducdo Animal, Jodo
Pinheiro Ferreira, Nereu Carlos Prestes, Fernanda da Cruz Landim e
Alvarenga, Cezinande de Meira, Frederico Ozanan Papa, Sony Dimas Bicudo,
Marco Antonio Alvarenga e, em especial, professora Eunice Oba, pela
importante ajuda na realizacdo das dosagens hormonais.

A todos os pos-graduandos do Departamento de Reproducédo Animal, Carmo,
Cely, Claudinha, Carla, Bruna, Wolff, Rodolfo, Marcel, Bruno, André, Gustavo,
Daniel, Duroc, lan, leda, Jeanne, Leandro, Rodrigo, Thiago, Luis, Zé e Camila.

Aos funcionarios do Departamento, especialmente, Valter, Cris, Edilson e Dona
Raquel pela amizade e convivio.

A Profa. Luzia Trinca por ter realizado as andlises estatisticas sem as quais os
resultados ndo seriam possiveis.

Obrigado a todos vocés!



vii

Sumario
Pagina

1 INTRODUGAO. ...ttt 01
2. REVISAO DE LITERATURA. .....oovmiteeececeetetetetetcte et 03
2.1. CICLO ESTRAL NA CADELA......utttiiteeeeie et ettt 03
2.2. PARTICULARIDADES REPRODUTIVAS DA CADELA.......uceeiieeeieeaeneenns 04
2.2.1. Duragéao do intervalo interestral..........ccccccoeviiiieeiiininnnne 04
2.2.2. Alta concentracao de progesterona...........cccvveeeeeerinnnee 04
2.2.3. Inicio da receptividade sexual...........ccoceeviiiiiiriiniiiee e 05
2.2.4. Inversao na esteroidogénese..........coocveeeiiiieeeeiiieeennneen. 05
2.2.5. Ovulagéo apds pico de LH.........cccceeeviiiiieieeiieeee, 06
2.3. INDUGAO DO ESTRO NA CADELA. ....cuueeeieaenieeeaiieeerieeeeeeeesneeeseeeenns 07
2.4. FARMACOS UTILIZADOS PARA INDUZIR O ESTRO NA CADELA............... 09
2.4.1. Inibidores da prolacting...........ccuveeeeiniiiiiiieeee e 09
2.4.2. Prostaglandinas € analogos............ceevieeeiriieeeneiieee e 14
2.4.3. GnRH, agonistas e superagonistas do GnRH................. 14
P N C To] g = Lo (o] o] o[ g F= 1< O PPRR 15
2.4.5. ESIOQEN0. ..cciiiiiiie ittt 16

2.5. PRINCIPAIS PROTOCOLOS UTILIZADOS NA INDUGAO DO ESTRO
NA CADELA. ... .eeeiuteeeutteetteeetteesateeesaeeesaaeeeaeeeenseeeasseeaseeeaneeeenseeannseeenneeeneeeanees 17
3. OBUETIVOS.....cc ettt ettt e et e e e e snae e enea e 18
4. MATERIAL E METODOS.......cocoiiieeeeeeeeeeeeeieeeeee e eenes s snenananees 19
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ooiieeeeeieeeeeeeeeeeee e eee e 31
B. CONCLUSAOD......cocceiieireieieiseeees sttt 47
7. REFERENCIAS. ..ottt 48

8. TRABALHO CIENTIFICO.......ouiueiueeeieeeieeceeeeeeeee e 53



viii

PAULA, M.C. Inducao do estro em cadela (Canis familiaris): aspectos
clinico, comportamental e hormonal. Botucatu, 2009. 76p. Dissertacao de
Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

A cadela apresenta particularidades no ciclo estral e, o conhecimento de tais
caracteristicas é fundamental para a implantagcdo de técnicas de reproducao
assistida. A inducao do estro € uma importante ferramenta tanto em pesquisas
quanto no manejo reprodutivo de canis. Portanto, o presente trabalho utilizou
um agonista da dopamina — cabergolina — 105 -120 dias ap6s o final do estro
na dose de 5ug/Kg por no maximo 15 dias ou até a fémea apresentar sinais de
estro, a fim de induzir e acompanhar os estros, espontaneo e induzido em
cadelas, desde o inicio do proestro até o final do estro. As fémeas foram
divididas em 2 grupos: controle (espontaneo) e experimental (induzido).
Amostras de sangue para a dosagem de progesterona e esfregaco vaginal
foram coletadas a cada 2 dias, além de, observagdo dos sinais clinicos e
comportamentais. Todas as 5 fémeas do grupo experimental responderam ao
tratamento com cabergolina em média apos 42,6 dias, sendo que em 2 fémeas
essa resposta foi mais rapida e ambas apresentaram sinais de estro antes do
final do tratamento. Ademais, o Intervalo Interestral (IIE) foi menor nas fémeas
do grupo experimental, 159 + 15.01, em relagdo as do grupo controle, 169 *
13.43 dias. O perfil da progesterona e o padrao citolégico ndo apresentaram
diferencas entre o0s grupos estudados bem como os sinais clinicos e
comportamentais. Em suma, a cabergolina pode ser empregada como agente
indutor do estro na cadela, a fim de diminuir o IIE e facilitar o manejo

reprodutivo.

Palavras chave: inducéo do estro, cabergolina, cadela.
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PAULA, M.C. Oestrus induction in the bitch (Canis familiaris): clinical,
behavioral and hormonal aspects. Botucatu, 2009. 76p. Master's Degree
Thesis — School of Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu, S&o
Paulo State University — UNESP.

Abstract

The bitch presents certain peculiarities in her estrus cycle that makes the
knowing of such differences a sine qua non condition to the ones that want to
implement assisted reproduction techniques. The estrus induction is an
important tool not only for researches but also for kennels’ reproductive
managements. Hence this present study has used the cabergoline, which is a
dopamine agonist, from 105 to 120 days after the end of the estrus at 5ug/Kg
until the bitch presented estrus signs (maximum of 15 days of injection). Both
spontaneous and induced estruses were observed from the beginning of
proestrus until the end of estrus. Bitches were divided into 2 groups: control
(spontaneous) and experimental (induced). Blood samples to check
progesterone levels and vaginal smears were taken every 2 days, and clinical
signs and behavioral changes were also observed and taken into consideration.
All 5 females from the experimental group responded to the cabergoline
treatment (42,6 days), but 2 bitches responded earlier than that and both
presented estrus signs before the end of the treatment. Not only that but also
the interestral interval (IEI) was shorter for the bitches in the experimental
group, 159 = 15,01, if compared to the control group, 169 = 13,43 days. The
progesterone profile and the cytological standard did not present any difference
among the studied groups, and so happened to the clinical and behavioral
signs. To sum up, cabergoline can be used as a tool to induce estrus in bitches
in order to reduce the IEI and facilitate the reproductive management.

Keywords: estrus induction, cabergoline, bitch.



Introdugéo

1. Introducao

No reino animal, existem dois tipos de ciclos reprodutivos
conhecidos: o ciclo estral e o ciclo menstrual. Os animais domésticos, como a
cadela, apresentam periodos limitados de receptividade sexual. Essa limitacao
classifica-os como animais de ciclo estral. Por outro lado, os animais que sao
receptivos durante a maior parte do ciclo reprodutivo sao classificados como
animais de ciclo menstrual, incluindo os primatas e o0s seres humanos
(CUNNINGHAM, 1999).

O entendimento do ciclo reprodutivo e de suas particularidades
torna-se fundamental na implantacdo de qualquer técnica de reproducao
assistida. Portanto, conhecer o histérico reprodutivo das fémeas e entender o
mecanismo responsavel por cada fase, bem como suas transi¢des, facilitam no
momento de se adotar procedimentos que visem a maximizagcdo do
desempenho reprodutivo.

A indugéo do estro é uma das técnicas utilizadas na maximizagéao
da eficiéncia reprodutiva das fémeas domésticas e, ano apds ano, vem sendo
cada vez mais solicitada, principalmente por criadores. A inducdo do estro nas
cadelas pode ser realizada por meio de medicamentos que estimulem o eixo
hipotalamo-hipoéfise, os ovarios ou ainda por grupos farmacolégicos que inibam
a prolactina (CONCANNON, 1993%. Além disso, existe o aspecto social
envolvido na indug¢do do estro em cadela, observado quando fémeas em estro
induzem a ciclicidade ovariana de outras cadelas (CONCANNON, 1986). Tem-
se estudado também o efeito do fotoperiodo na indugdo de um novo ciclo
folicular na cadela, porém, existem poucas evidéncias que confirmem essa
teoria (CONCANNON, 1993%).

A técnica de inducédo do estro nas cadelas tem como indicacbes
principais: tratamento do anestro primario e secundario; diminuicao do intervalo
interestral, a fim de se aumentar o numero de filhotes nascidos em um ano,
atendendo melhor a exigéncia do mercado; indu¢do de um novo ciclo quando
uma cobertura anterior nao foi possivel ou perdida, seja por indisponibilidade
de um macho ou por um estro silencioso; facilitar o manejo reprodutivo e
possibilitar a implantacdo de técnicas de reproducéo assistida, tanto para o cao

doméstico como para os carnivoros silvestres, principalmente aqueles em
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extincAo e o tratamento da piometra quando realizado clinicamente
(JOHNSTON, et al., 2001).

Os protocolos de inducdo do estro na cadela, embora eficazes,
ainda ndo estdo completamente elucidados quanto aos mecanismos
responsaveis pelo inicio de uma nova fase folicular, uma vez que o evento
responsavel pela transicdo do anestro para o proestro ndao é totalmente
conhecido (CONCANNON e VERSTEGEN, 1997). Além disso, muitos
farmacos ndo sao aprovados para 0 uso em pequenos animais, dificultando,

assim, o emprego de alguns protocolos.
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2. Revisao de Literatura
2.1. Ciclo estral na cadela

A fémea canina € um modelo fisiolégico reprodutivo Unico dentre
todas as outras espécies domésticas, pois algumas caracteristicas reprodutivas
sao particulares da espécie.

As cadelas sao classificadas como  monoéstricas,
predominantemente ndo sazonais, ou seja, apresentam um ciclo anual
independentemente da época do ano, com intervalos interestrais de 6-7 meses,
em meédia (SOKOLOWSKI, 1977). Contudo, algumas ragas, tais como o Dingo
Australiano e Baseniji Africano, demonstram sazonalidade reprodutiva (BELL e
CHRISTIE, 1971).

A puberdade é definida como o periodo inicial de capacidade
reprodutiva. Para as cadelas, esse periodo é reconhecido como o inicio do
primeiro proestro (SOKOLOWSKI, 1977), que normalmente ocorre entre os
cinco e 10 meses de idade, podendo variar de 18 a 24 meses, de acordo com a
raca, tamanho e peso (FELDMAN e NELSON, 2004), embora, em estudo
conduzido por Wildt et al. (1981), ndo tenha sido observada uma relagdo do
peso e a idade com o aparecimento do primeiro proestro.

Segundo Feldman e Nelson (2004), a cadela apresenta ciclos
estrais regulares entre dois e seis anos de idade, isto é, nessas idades, a
cadela apresenta o maior indice de fertilidade, caracterizando o melhor periodo
reprodutivo nessas fémeas.

O ciclo estral pode ser classificado quanto as caracteristicas
fisiol6gicas, enddcrinas e comportamentais, que sofrem alteracdes, fase apds
fase. De acordo com Feldman e Nelson (2004), o ciclo estral das cadelas é
composto por quatro fases: proestro, estro, diestro e anestro, sendo que o
periodo de receptividade sexual inicia-se no final do proestro e estende-se até
o final do estro.
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2.2. Particularidades reprodutivas da cadela
2.2.1. Duracao do intervalo interestral (lIE)

A cadela apresenta o ciclo estral mais longo dentre todas as
outras espécies domésticas, podendo durar até 10 meses, ou seja, um
intervalo interestral (lIE) que pode chegar até quase um ano, sendo que esse
periodo € observado tanto em fémeas gestantes como ndo gestantes
(JEFFCOATE, 1993). Esse periodo longo ocorre devido a fase de diestro, fase
de dominio progestacional, em que o corpo luteo apresenta, em média, uma
sobrevida de 63 dias nas cadelas prenhes e 100 dias nas ndo gestantes
(LACROIX, 2004), associado a uma fase de anestro, obrigatério, que, em
média, dura cerca de dois a trés meses, 0 que também contribui para um
periodo de interestro longo nessa espécie (JEFFCOATE, 1993).

Okkens e Kooistra (2006) descreveram que o periodo do anestro
influencia diretamente o IIE e que sua duracdo varia de animal para animal e
entre racas. Essas diferencas tornam a duracido do anestro uma caracteristica
genética individual e racial, visto que animais da mesma raga tendem a
apresentar um periodo médio do anestro similar, porém, ainda assim existem
as diferengas individuais.

Outra singularidade da cadela e que contribui para um ciclo estral
longo € a necessidade de um periodo de dois a dois meses e meio, apds o
diestro, para que ocorra uma regeneragdo endometrial, isto €, a cadela
necessita desse periodo de quiescéncia reprodutiva — correspondente ao
anestro — para que um novo ciclo seja iniciado e o processo de implantacdo
possivel (GUNZEL-APEL et al., 20086).

2.2.2. Alta concentracao de progesterona

Os altos niveis plasmaticos de progesterona sao observados nas
fémeas gestantes e ndo gestantes, pois nas duas condigdes existe a presenga
do corpo luteo iniciando a sintese de progesterona, a qual se eleva
gradativamente até o 30° dia do diestro, a partir dai apresenta um declinio na
sua concentracdo (CONCANNON, 1983). Essa alta concentragcdo de
progesterona é essencial para a manutengédo da gestacao, porém, nas fémeas
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nao gestantes, essa condicdo impede o inicio de um novo ciclo, visto que a
progesterona inibe o eixo hipotalamo-hipdfise.

Sabe-se, desde a década de 90, que alguns hormbnios, como a
prolactina, sdo capazes de manter o corpo luteo, sendo que, na cadela, esse
hormédnio é considerado o principal horménio luteotréfico (OKKENS et al.,
1990). A prolactina alcanca os niveis plasmaticos mais elevados durante o
diestro, auxiliando, assim, a manutencdo do corpo lateo, que continua
sintetizando progesterona (JEFFCOATE, 1993). A exemplo das fémeas em
gestacao, as cadelas nao gestantes também passam pelos mesmos eventos
hormonais, 0 que explica o longo intervalo interestral observados nessas
fémeas (LACROIX, 2004).

2.2.3. Inicio da receptividade sexual

Os primeiros sinais da fase folicular na cadela iniciam-se com o
proestro, consequéncia do crescimento folicular, juntamente com a sintese de
estrégeno, que é secretado pelas células foliculares (BELL e CHRISTIE, 1971;
FELDMAN e NELSON, 2004). Apesar disso, a cadela nao apresenta
receptividade ao acasalamento, como ocorre nas outras espécies domesticas
(RAYMER et al.,, 1986). Na cadela, a receptividade s6 ocorrera a partir do
momento em que o0s niveis de estrégenos comecarem a declinar e as
concentragdes de progesterona a se elevar, o que acontece na fase de estro
(CONCANNON e HANSEL, 1975).

2.2.4. Inversao na esteroidogénese

No final do proestro, os niveis de estrogeno ja atingiram seu pico
maximo e, nesse momento, ocorre uma diminuicao na sintese de estrégeno e
0s niveis de progesterona comecam a se elevar. Isso acontece devido ao
processo de luteinizagdo pré-ovulatéria das células foliculares. Tal mudanga no
perfil hormonal é denominada de inversao da esteroidogénese, fundamental no
processo de ovulacdo, haja vista o estimulo do pico pré-ovulatério do Horménio
Luteinizante (LH) (LUZ, 2004). No entanto, ainda existem discordancias a
respeito do fator responsavel pelo estimulo da onda pré-ovulatéria de LH. Para

Wildt et al. (1979), o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH ocorre apés o
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pico pré-ovulatério do 17B-estradiol, assim como em outras espécies, na
humana e na ovina. Em contrapartida, Concannon (1993%) afirma que o
surgimento da onda pré-ovulatéria de LH esta associado com a diminuicdo da
concentragdo plasmatica do 17B-estradiol, 0 que acontece em torno de 24-
48horas antes do pico pré-ovulatério de LH.

De qualquer maneira, sabe-se que a diminuicao de estrogeno e
aumento consequente de progesterona sao responsaveis pela receptividade da
fémea observada na fase do estro (FELDMAN e NELSON, 2004).

O LH é o hormbnio responsavel pela maturagao final dos foliculos
e pela ovulacao, sendo que na cadela esse Ultimo evento ocorre cerca de dois
a trés dias ap06s a onda pré-ovulatéria de LH (JOHNSTON et al., 2001).

As células foliculares, durante seu desenvolvimento, adquirem
caracteristicas de células do corpo luteo, dentre as quais a capacidade de
sintetizar progesterona. Essa mudanga funcional é importante, pois essas
células passam de produtoras de estrégeno para células produtoras de
progesterona, o que inicia o processo de inversdo da esteroidogénese,
responsavel pelo pico de LH (LACROIX, 2004).

2.2.5. Ovulacao apos pico de LH

Os mecanismos que controlam a ovulagdo na cadela sao
diferentes das outras espécies, bem como o processo de ovulagdo, que nao
ocorre, necessariamente, junto com a receptividade sexual. Na cadela, a
ovulacao pode ocorrer alguns dias antes ou alguns dias apds a fémea estar
receptiva, ou seja, o fato da cadela aceitar o acasalamento n&do indica que as
ovulacdes ja tenham ocorrido (FELDMAN e NELSON, 2004).

Em contrapartida, sabe-se que, de dois a trés dias ap6s o pico
pré-ovulatério de LH, os foliculos ovarianos da cadela comegam a liberar os
ovocitos. O processo de ovulacédo pode durar de 24 a 48 horas, pés-pico de LH
(JOHNSTON et al., 2001).

Apesar das ovulagcbes ocorrerem de maneira continua por até 48
horas, existe a necessidade de um periodo para a maturagdo ovocitaria,
nuclear e citoplasmatica que pode durar cerca de 24 a 48 horas. Portanto, na

cadela, os ovocitos recém-ovulados precisam de um periodo de maturacao
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para que a segunda meiose se complete, estando, assim, aptos a fertilizacao
espermatica (ENGLAND e CONCANNON, 2001).

2.3. Inducao do estro na cadela

Atualmente, tem-se discutido muito a respeito de quais sdo os
fatores responséaveis pelo inicio de um novo crescimento folicular na cadela.
Dessa maneira, alguns estudos vém sendo realizados na tentativa de se
estabelecer um protocolo de inducéo do estro, que seja seguro e eficaz. Apesar
disso, 0 mecanismo responsavel por induzir um novo ciclo ainda ndo esta
totalmente reconhecido, uma vez que os eventos envolvidos na transicdo do
anestro para o proestro ndo estdao completamente elucidados (CONCANNON,
1983).

De acordo com Concannon e Verstegen (1997), a transicao natural
do anestro para o proestro envolve alguns eventos como a elevacao pulsatil da
secrecao de GnRH e de LH por varios dias, desencadeando um aumento nos
niveis de FSH e, consequentemente, crescimento folicular, iniciando um novo
ciclo. Por outro lado, Kooistra et al. (1999) pontuam que essa transicdo, do
anestro para o proestro, esta associada ao aumento da concentracdo
plasmatica de FSH sem um aumento concomitante de LH. Dessa maneira, o
aumento circulante de FSH parece ser o evento principal para que uma nova
fase folicular se inicie, ou seja, quando a concentragcao plasmatica de FSH
aumenta durante o anestro da-se inicio a uma nova onda de crescimento
folicular e a um novo proestro.

Estudos baseados na indugcé&o do ciclo estral por meio de anti-
prolactinicos demonstraram que a prolactina participa dos mecanismos
responsaveis pela manutencado do corpo luteo e, consequentemente, faz com
que a sintese de progesterona ocorra durante um periodo maior do que em
outras espécies. A prolactina também atua inibindo o eixo hipotalamo-hipéfise
durante o anestro, o que leva a um aumento no intervalo interestral
(VESTERGEN et al., 1993). Portanto, os anti-prolactinicos tém sido utilizados
na tentativa de diminuir o intervalo interestral e, assim, induzir um novo ciclo.
Desse modo, pode ser hipotetizado que, em certo momento do anestro, a
elevagao nas concentragdes FSH podera exceder o valor limite da maioria dos



Reviséo de Literatura 16

foliculos da reserva — foliculos antrais — do ovario, provocando um estimulo
para o desenvolvimento desses foliculos. Um dos principais efeitos do FSH é a
aquisicao de receptores de LH nas células da granulosa. Apés essa fase, o LH
€ progressivamente capaz de substituir o FSH na maturacéo folicular (GIER et
al., 2008).

Além das modificagbes acima mencionadas no eixo
hipotalamo/hipéfise/ovéario, h& evidéncia do envolvimento de fatores
dopaminérgicos no inicio de uma nova fase folicular. A administragdo de
agonistas dopaminérgicos esta associada a inibicdo de prolactina e ao
encurtamento do intervalo interestral (CONCANNON, 1993°; GOBELLO et al.,
2006%; BEIJERINK et al., 2003). A despeito da inibicdo da prolactina causada
pela bromocriptina, o encurtamento do anestro nas cadelas esta também
associado a uma rapida elevagado do FSH, sem um aumento concomitante do
LH (GIER et al., 2008).

Outro fator importante nessa transicdo e que influencia
diretamente a inducao do estro fértil € o periodo necessario para a regeneracao
endometrial. Portanto, um tratamento de inducao de estro realizado antes do
anestro pode provocar falhas ovulatérias, desencadeando um estro nao feértil
(ROMAGNOLI et al., 1993).

Tem-se discutido também a influéncia ou ndo do fotoperiodo e
dos feroménios na indugdo do estro, como ocorre em outras espécies. Na
cadela, o ciclo estral ocorre durante todos os meses do ano, nao demonstrando
nenhuma sazonalidade, o que indica pouca influéncia do ambiente no ciclo
reprodutivo (BOUCHARD et al., 1991). Alguns animais criados em ambientes
livres tendem a apresentar uma sazonalidade reprodutiva, porém, a influéncia
do ambiente no controle neuroenddcrino reprodutivo dessas fémeas néo é
conhecida, embora Andersen e Simpson (1973) relatem que o nimero de estro
durante o primeiro semestre do ano é cerca de duas vezes maior em relagao
ao periodo de julho a dezembro.

Existem algumas ragas, como o Basenji, que apresentam ciclos
modulados pela sazonalidade, sendo, aparentemente, comandados pelas
mudancgas de fotoperiodo, quando o inicio do ciclo ocorre no inverno, estagao
que apresenta menor intensidade de luz (CHRISTIANSEN, 1984).
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O convivio social entre varias fémeas durante o proestro e estro —
quando ha liberagdo de feroménios — tem sido correlacionado com a
estimulacao do eixo hipotalamo-hipofise, sendo possivel observar fémeas que,
inicialmente, encontravam-se em anestro, apresentando sinais de cio. Esses
resultados corroboram a influéncia dos feromdnios na estimulagdo do eixo
hipotalamo-hipoéfise e, consequentemente, na inducdo de cio (CONCANNON,
1993%).

A influéncia do fotoperiodo e dos feroménios na estimulagéo de
um novo ciclo parece ser mais importante em algumas racas especificas
(CONCANNON, 1993%).

2.4. Farmacos utilizados para induzir o estro na cadela

Existem muitos protocolos indicados para induzir o estro nas
cadelas, porém, de acordo com Concannon e Verstegen (1997), esses
protocolos ainda ndo foram suficientemente testados para tornarem-se uma
pratica comum, visto que, além da dificuldade em realizar o tratamento, muitas
vezes, esses protocolos sdo caros, o que limita sua indicagéo.

Outra limitagdo ao se estabelecer um protocolo de indugdo do
estro nas cadelas é que alguns dos medicamentos utilizados na preparacao
desses protocolos ndo sdo legalmente aprovados ou licenciados em muitos
paises (CONCANNON e VERSTEGEN, 1997).

Segundo Kutzler (2005), dentro dos protocolos indicados, os
principais grupos farmacologicos que estimulam a indugdo do estro nas
cadelas sdo: os inibidores da prolactina, tanto os agonistas da dopamina, como
os antagonistas da serotonina; as prostaglandinas e analogos; GnRH,
agonistas e superagonistas do GnRH; as gonadotropinas e os estrogenos.
Ainda segundo o mesmo autor, a eficacia do tratamento e a indugdo de um
estro fértil sdo bastante varidveis, dependendo do protocolo utilizado e da fase

do ciclo estral que o tratamento for realizado.
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2.4.1. Inibidores da prolactina

Para entender a agdo dos antiprolactinicos, é importante saber
que a sintese de prolactina € controlada pela conversdo de serotonina em
prolactina, ou seja, a serotonina é a precursora da prolactina. Ademais, a acao
da dopamina também interfere nessa converséo, ja que é capaz de inibi-la.
Portanto, se um medicamento tem agado contraria a serotonina ou similar a
dopamina, provocara a inibicao da prolactina. (CONCANNON e VERSTEGEN,
1997).

Anteriormente, acreditava-se que a inibicdo da prolactina era
necessaria para a indugao da foliculogénese, ja que cadelas que nao
respondiam a terapia com 0 uso de agonistas dopaminérgicos também nao
apresentavam diminuigdo da concentragdo de prolactina (CONCANNON,
1993P). Entretanto, sabe-se que a concentracdo de prolactina durante o final do
anestro ndao se difere da concentragdo encontrada no inicio do proestro
(OLSON et al. 1982). Essa afirmagéao também foi observada por Spattini et al.
(2007), que relataram que a concentracdo de prolactina apresentou uma alta
variabilidade entre os animais pesquisados, 0 que levou a acreditar que esse
hormdnio ndo apresenta um papel importante no controle da foliculogénese nas
cadelas.

Os antiprolactinicos, como a metergolina, a bromocriptina e a
cabergolina, sao alcal6ides derivados do ergot. Contudo, apenas a cabergolina
tem alta especificidade aos receptores dopaminérgicos (Do) (RAINS et al.
1995), dessa forma, é o que tem apresentado os melhores resultados, além de
ser 0 mais seguro, pois apresenta os menores efeitos colaterais no sistema
nervoso central. Esses receptores estao localizados nas células lactotréficas e
no hipotalamo (FIENI et al., 1999).

Dentro do grupo farmacoldgico dos antiprolactinicos, estdo: os
agonistas da dopamina (cabergolina e bromocriptina) e os antagonistas da
serotonina (metergolina).

Os principais agonistas da dopamina utilizados em cadela séo a
bromocriptina e a cabergolina (ONCLIN e VESTERGEN, 1997) e ambos tém
acao na supressao da prolactina e, consequentemente, impedem que o corpo

liteo seja mantido por um periodo extremamente longo, uma vez que ela é
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luteotrofica. Essa agdo desencadeia uma diminuicdo da concentracdo de
progesterona conforme a atividade do corpo Iuteo diminui (OKKENS et al.,
1997°).

Devido a essa acgao antiprolactinica, os agonistas da dopamina
tém sido utilizados também na prevencdo de piometra e no tratamento pré-
cirurgico de mastectomia, diminuindo o tamanho da glandula mamaria e
também a incidéncia desses tumores em fémeas com pseudogestacido
(NOTHLING et al., 2003).

Mesmo com as recentes pesquisas realizadas para se determinar
0 mecanismo responsavel pela indugcdo do estro e diminuicdo do intervalo
interestral, em decorréncia do uso de agonistas da dopamina (ex: bromocriptina
e cabergolina), muitas hipéteses ainda nao foram esclarecidas. Entretanto,
sabe-se que a inducdo do estro com a cabergolina, realizada no diestro,
diminui o intervalo interestral em virtude da diminuicdo da progressao da fase
lutea (OKKENS et al., 1997%).

Essa eficacia dos agonistas da dopamina foi relatada em um
trabalho realizado por Beijerink et al., (2003), com o intuito de avaliar trés
protocolos diferentes no encurtamento do intervalo interestral. Para tal, foram
utilizadas trés doses de bromocriptina, 5, 20 e 50ug/Kg, as quais eram
administradas duas vezes ao dia até que o estro fosse induzido.

Os resultados desse trabalho demonstraram que os trés
protocolos foram eficazes na inducdo de um novo proestro, sendo que o
intervalo interestral foi, significativamente, reduzido quando comparado ao
grupo controle, em que as fémeas nado foram tratadas. Apesar disso, os autores
pontuaram que, embora a indugédo tenha sido alcangcada, a concentracdo de
prolactina dos animais do grupo tratado com 5ug/Kg nao foi diferente da
concentragao do grupo controle.

Isso sugere que o mecanismo responsavel pelo inicio de uma
nova fase folicular ndo estéd totalmente ligado a concentragdo de prolactina,
mas sim a algum efeito da dopamina no eixo hipotalamo-hipdfise.

O emprego da bromocriptina no tratamento da indugéo do estro
também aumenta a concentragdo plasmatica de FSH e, consequentemente, o
desenvolvimento folicular. Esse aumento de FSH ocorre sem qualquer

alteracao na concentragdo de LH. Esses eventos enddcrinos séo similares aos
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ocorridos no final do anestro de cadelas nao tratadas (KOOISTRA et al. 1999).
Dessa maneira, a hipétese de que os agonistas da dopamina tém efeitos no
hipotalamo é reforgada.

Em outro estudo, Beijerink et al. (2004) utilizaram a metergolina
em baixas doses, as quais ndo foram capazes de induzir um novo proestro,
apesar de terem promovido a diminuicdo das concentracbes de prolactina.
Essa informacdo mostra que o efeito indutor de estro por agdo dos agonistas
da dopamina parece ser devido a estimulagdo direta do eixo hipotalamo-
hipbfise e/ou agéo periférica nos ovarios (GOBELLO, 2006%).

Ao contrario do estudo anterior, quando administrada em altas
doses (12,5 pg/Kg, intramuscular, a cada trés dias até o inicio do proestro), a
inducéo foi obtida (KUTZLER, 2007).

Outro importante fator a ser destacado em relacdo aos protocolos
de inducao do estro é o periodo de inicio do tratamento, visto que devem ser
respeitados alguns parametros referentes a fisiologia normal da fémea. Dentre
esses parametros, deve ser ressaltado que, apdés um proestro e estro onde
houve crescimento endometrial, € necessario um periodo de involugéo
histol6gica do utero, antes de uma nova indugao, sendo que esse periodo dura
em média 135 dias (ANDERSON e SIMPSON, 1973). Os protocolos de
inducao iniciados antes desse periodo podem resultar em ciclos estrais com
baixa fertilidade (KUTZLER, 2007).

Embora a transicdo do anestro para o proestro seja pouco
conhecida (SPATTINI et al. 2007), tem sido observado um aumento na
concentragdo e na pulsatilidade de LH antes do proestro (CONCANNON,
1998), acompanhado de um aumento da concentragao circulante de FSH, que,
de acordo com Oclin et al. (2001) e com Gier et al. (2006), esse parece ser 0
principal evento responsavel pelo inicio da foliculogénese na cadela. Apesar
disso, quando doses de LH foram administradas em cadelas no anestro, houve
a indugdo de um crescimento folicular, o que resultou em novo proestro
(CONCANNON, 1993).

Spattini et al. (2007) desenvolveram um estudo para avaliar a
concentragdo plasmatica de LH e prolactina durante a transicdo do anestro
para o proestro e descreveram que a concentragdo média de LH aumentou

pouco antes do inicio do proestro induzido. Ainda que existam algumas
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divergéncias entre os autores a respeito do responsavel pelo inicio de um novo
ciclo reprodutivo, sabe-se que, na cadela, tanto o LH quanto o FSH sao
foliculotrépicos e tém papel fundamental no inicio de um novo ciclo estral
(CONCANNON, 1993%).

Conforme o anestro progride, existe um aumento concomitante da
amplitude e do numero dos pulsos de GnRH provenientes do hipotalamo
(TANI, et al. 1996). Além disso, a hipofise anterior encontra-se mais sensivel a
acao do GnRH e, como consequéncia, existe um aumento da sintese e
liberacdo de FSH e LH (VAN HAAFTEN et al. 1994).

Durante essa fase, foram observados também receptores da
dopamina nos ovarios e na hipéfise. Com a presenga desses receptores, a
administracdo de um agonista da dopamina consegue ligar-se a eles e essa
ligacao promove estimulo para a liberacao de FSH (KOOISTRA et al. 1999) e,
possivelmente, também aumenta a sensibilidade ovariana em resposta a agao
do FSH e LH (SPATTINI et al. 2007).

Segundo Spattini et al. (2007), por existirem receptores da
dopamina tanto nos ovarios quanto na hipofise, ndo se sabe ao certo se os
efeitos dos agonistas da dopamina ocorrem na hipéfise, nos ovarios ou em
ambos.

Nos tratamentos de indugdo do estro realizados durante o
anestro, acredita-se que a prolactina tenha uma acéo anti-gonadotréfica, sendo
capaz de inibir a sintese de FSH e LH. Baseado nisso, quando a concentracao
de prolactina é baixa, existe um estimulo do eixo hipotalamo-hipo6fise, o que
promove a indu¢cdo de um novo ciclo. Esses tratamentos sao mais eficazes em
cadelas com anestros longos (OKKENS et al., 1997?).

Em um estudo com 28 cadelas que apresentavam um anestro
prolongado, foi utilizado um protocolo de inducdo do estro a base de
cabergolina, na dose de 5ug/Kg/ uma vez ao dia por via oral. As fémeas
apresentaram sinais de proestro/estro cerca de cinco a 18 dias apés o
tratamento, sendo que todas as cadelas ficaram gestantes, indicando a inducao
de um estro fértil (ARBEITER e BARSCH, 1988).

Outro trabalho também com administragdo de cabergolina,
realizado 30 dias apdés a onda pré-ovulatéria de LH, portanto, na fase de

diestro, foi observada uma diminuicdo no intervalo interestral, passando de 216
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dias para aproximadamente 66 dias, porém, nem todas as fémeas tratadas
ficaram prenhes (JEUKENNE e VERSTEGEN, 1997).

Esses estudos revelam que a inducéo do estro pode ser realizada
durante o diestro ou anestro. Todavia, quando a indugao é feita no diestro,
falhas ovulatérias podem ocorrer, pois é necessario um tempo para a

ocorréncia da regeneracao endometrial (VERSTEGEN et al., 1999).

2.4.2. Prostaglandinas e analogos

As prostaglandinas sdo &cidos graxos insaturados e atingem o
6rgao-alvo por meio da corrente circulatéria. Dentre as muitas fungdes das
prostaglandinas, destaca-se a acao luteolitica, associada a fase luteinica do
ciclo estral das fémeas domésticas (HAFEZ, 2004).

Desta maneira, a acao pela qual a prostaglandina induz o estro é
seu efeito de lise sobre o corpo luteo, que nas cadelas estdo presentes durante
toda o diestro com duragdo de 63 (gestantes) a 100 dias (ndo gestantes)
(JOHNSTON et al. 2001). Embora lise o corpo luteo, o intervalo interestro pode
nao ser muito diminuido, ja que os eventos que controlam o inicio do novo ciclo

nao sao estimulados.

2.4.3. GnRH, agonistas e superagonistas do GnRH

O GnRH é um peptideo sintetizado no hipotalamo e que tem acgao
na hipdfise, onde se liga a receptores especificos. Essa ligacao € a
responsavel pela estimulacdo da sintese das gonadotrofinas (LH e FSH), as
quais agirdo nas gbénodas, regulando a sintese de hormoénios esteroides, a
espermatogénese, o desenvolvimento folicular e a ovulacdo (GOBELLO,
2006°).

A inducao do estro, por meio da administracao de GnRH, ocorre
devido a estimulacdo do eixo hipotalamo-hip6fise. Além disso, essa
administracdo deve ser feita ha dose de 0,2-0,4ug/Kg a cada 70-90 minutos por
mais de oito dias, mimetizando o que ocorre no ciclo espontaneo (HULL e
KENIGSBERG, 1987).

De acordo com Concannon e Verstegen, (1997), o tratamento

continuo de GnRH (40-400ng/Kg) durante 90 minutos induz o proestro em trés
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a seis dias apdés o inicio do tratamento. Todavia, essa administracao é
clinicamente inviavel, pois trata-se de um procedimento oneroso, com a
necessidade de se utilizar um equipamento que faca a infusdo do GnRH de
maneira continua e pulsati o que na maioria das vezes, é inviavel
(CONCANNON, 1989).

Além dessa técnica de administracdo continua de GnRH, existem
outras, porém, que também apresentam efeitos colaterais indesejaveis, como
falhas e diminuicdo da fase latea com subsequente perda embrionaria,
diminuicdo da estimulacdo do hipotadlamo, supressdo da secrecao de LH,
redugdo da resposta do foliculo ao LH e diminuigdo da secregdo de
progesterona (JACOBI e WENDEROTH, 1982), o que limitam o uso desse
grupo de drogas. Ademais, quando utilizado o emprego de altas doses, 24-
48ug/Kg, de um agonista do GnRH foi observado ser pouco eficaz na inducao
do estro, uma vez que foram evidenciadas falhas ou liberacao insuficiente de
LH (CONCANNON et al. 2006). Outro fator negativo quando se utiliza os
agonistas do GnRH para induzir o estro, é que também foi observada lutedlise

prematura com subsequente perda gestacional.

2.4.4. Gonadotropinas

Durante o final do anestro, existe um aumento pulséatil na
liberacdo de LH (CONCANNON, 1993°). Tanto o LH quanto FSH sdo
hormdnios foliculotropicos, capazes de induzir o estro, pois promovem o
crescimento folicular. No entanto, os protocolos utilizados com gonadotrofinas
nao apresentam resultados satisfatérios (KUTZLER, 2005), sendo observadas
reacOes alérgicas agudas apds a administracdo endovenosa de 5mg de LH
(BARDENS, 1971).

Os principais protocolos para a indugcao do estro por meio das
gonadotropinas sdo baseados na combinagdo entre doses de FSH e LH
(SHILLE et al. 1984), porém, de acordo com Bouchard et al. (1991), esses
protocolos ndo apresentam muita eficacia em virtude da interferéncia dos
produtos exdgenos na liberagdo do LH enddgeno.

A dose recomendada de LH para se induzir um novo ciclo
reprodutivo é de 5-10mg/Kg (BARDENS, 1971).
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2.4.5. Estrégeno

O mecanismo pelo qual o estrégeno controla o ciclo estral ndo é
totalmente esclarecido. Por toda a fase latea, existe uma pulsatilidade da
secrecao de estrégeno e durante o anestro essa pulsatilidade diminui.
Entretanto, cerca de 30 dias antes do pico pré-ovulatério de LH, foi observado
a existéncia de um novo aumento no padrédo pulsatil de estrégeno, o qual é,
aparentemente, o responsavel pelo estimulo do eixo hipotalamo-hipofise e o
inicio da pulsatilidade e liberagcao do LH (JEFFCOAT, 1993).

Ainda de acordo com Jeffcoat, (1993), ndo existe um consenso a
respeito da concentragdo de estrégeno durante o anestro, ja que alguns
autores descrevem que o estrégeno sérico permanece baixo durante todo esse
periodo (HADLEY, 1975), enquanto outros acreditam que a concentragdo, no
anestro, € bastante variavel (GRAF, 1978).

Em um estudo realizado por Hatoya et al. (2003), verificou-se um
aumento de receptores de estrégeno no hipotdlamo, na hipéfise e nos ovarios,
no terco final do anestro. Essa afirmacédo levanta a hipbtese de que o
estrégeno possa estar envolvido na sintese e liberacdo dos pulsos de LH
(KUTZLER, 2007). Além do mais, cadelas em anestro tratadas com 17-p
estradiol apresentaram um aumento na concentracao de GnRH (KUMAR, et al,
1980).

Os principais protocolos de indugcdo do estro que utilizam
estrégeno sdo, geralmente, associados a doses de FSH ou PMSG para a
foliculogénese e LH ou hCG para a indugéo da ovulagao (KUTZLER, 2007).

Bouchard et al. (1991), conseguiram induzir um estro fértil com o
emprego do dietilestilbestrol (DES). No entanto, a indicacao do estrogeno na
inducdo do estro em cadela pode desencadear alguns efeitos colaterais,
especialmente quando utilizados por mais de sete dias. Dentre os principais
efeitos observados, estdo: incontinéncia urinaria, alopecia e supressao da
medula 6ssea (DAVIS, 1984).
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2.5. Principais protocolos utilizados na inducao do estro na cadela

Na Tabela 1, estdo descritos protocolos de indugao do estro na
fémea canina, principalmente aqueles que obtiveram as maiores porcentagens

de éxito.

TABELA 1: Principais protocolos utilizados na indugdo do estro na cadela, adaptado de
JOHNSTON et al., 2001. Botucatu, 2009.

Protocolo Proestro (%) Ovulacao (%) Gestacao (%)
PMSG 44U1/Kg/SID/IM/9 dias + hCG 500Ul/IM 100% 84%
PMSG 44UI1/Kg/SID/SC/9 dias + hCG 500Ul/IM 60% 80%
PMSG 250U1/Kg/SC/20 dias ou até indugao do
62,5% 40%
proestro + hCG 500UIl/SC
PMSG 500UI/Kg/IM/10 dias + hCG 500U1l/IM 100% 20%
PMSG 500UI/Kg/IM/10 dias + GnRH 50ug 100%
hMG 75U1/SID/IM/9 dias 90% 67% 44%
LH 0,1Ul/Kg/TID/7 dias 100% 31%
FSH 25-50U1/SC ou IM + estrégeno 0,1- 940,
0,5mg/SC ou IM °
DES 5mg/SID/VO/6-9 dias até a indugao do
100% 100%
proestro
GnRH 0.04-0,43ug/Kg/SC/90 em 90 minutos/6-
83% 80% 60%
12 dias
GnRH 280-500ng/Kg/SC/90 em 90 minutos/7-9
i 100% 80% 33%
dias
GnRH 85-270ng/Kg/SC/90 em 90 minutos/7-9
] 84% 42% 8%
dias
Bromocriptina 20ug/Kg/BID/VO/21 dias 100% 83%
Bromocriptina 20pg/Kg/BID/VO/21 dias + PMSG 219 570,
300U1/3 vezes em dias alternados ° °
Bromocriptina 100ug/Kg/SID ou BID/VO/até a 1005
inducéo do proestro °
Bromocriptina 250ug/Kg/BID/VO/até a indugao 100%

do proestro
Cabergolina 5ug/Kg/SID/VO/7-10 dias 100% 93%
Cabergolina 5ug/Kg/SID/VO/até a indugao do

proestro

93% ---- 86%
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3. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo:

- Fazer uso da cabergolina durante a fase de anestro (105 a 120
dias), para a indugao de um estro fértil em fémeas com idade reprodutiva entre
2 a 6 anos, a fim de verificar a eficacia desse protocolo na diminuicdo do

intervalo interestral, além de verificar possiveis efeitos colaterais;

- Identificar as fases de proestro e estro das fémeas em estro
espontaneo e estro induzido por meio dos sinais clinicos — edema de vulva e
secrecao vaginal — mudancas comportamentais, citologia vaginal e dosagem

de progesterona;

- Comparar o perfil da progesterona e o padrao citolégico entre as
fémeas dos dois grupos — estro espontaneo e estro induzido — a fim de verificar
possiveis diferengas.
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4. Material e métodos

O presente trabalho foi aprovado sem restricbes pela Camara de
Etica em Experimentacdo Animal — CEEA — da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootécnica — UNESP Campus de Botucatu. Essa aprovacgao é de
fundamental importancia, pois fiscaliza a execugéo e a ética dos experimentos,

além de garantir o bem-estar dos animais envolvidos.

4.1. Animais

Foram utilizadas oito fémeas da espécie canina, com idade entre
dois a seis anos. Dos animais utilizados, cinco eram da raca Pastor Aleméao,
pertencentes ao Canil Germany Golden e trés da ragca Shih Tzu do Canil
Leticia. Os canis se localizam na cidade de Sao José do Rio Preto, estado de
Sao Paulo. Os proprietarios dos referidos canis estavam cientes do protocolo
experimental, concordaram com os procedimentos da pesquisa e autorizaram a
utilizacdo de seus caes neste estudo.

Os animais sao alojados em sistema outdoor e expostos a luz
natural; sdo alimentados com racdao comercial duas vezes ao dia em
quantidades ideais para manutencdo do peso corpéreo e agua disponivel ad
libtum.

Os animais foram inicialmente submetidos a um exame clinico
completo, a fim de se verificar as condicdes de saude dessas fémeas. Apds

esses procedimentos as fémeas foram divididas em dois grupos:

G1 — GRUPO CONTROLE OU ESTRO ESPONTANEO: constituido de cinco
fémeas na fase inicial do proestro, identificado por meio da observacdo de

edema de vulva e secre¢ao sanguinolenta.

G2 — GRUPO EXPERIMENTAL OU ESTRO INDUZIDO: constituido por
cinco cadelas em anestro, identificado pelo histérico reprodutivo e
comportamento. Apos identificagdo da fase de anestro, esses animais
receberam 5pg/Kg de cabergolina (Dostinex®), via oral, uma vez ao dia durante
15 dias consecutivos. O inicio do protocolo hormonal foi realizado entre os dias
105 a 120 apés o final do estro anterior, ou seja, no terco inicial do anestro

(VERSTEGEN et al., 1999). Terminado o protocolo hormonal, os animais foram
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observados diariamente, uma vez ao dia para identificacdo do inicio do

proestro induzido.

Duas das oito fémeas utilizadas no experimento foram incluidas
nos dois grupos, ou seja, em duas cadelas foram avaliados o estro induzido e
espontaneo.

Uma vez detectado o proestro, espontdneo ou induzido, os dois

grupos foram submetidos as mesmas avaliagdes:

1. DURAGCAO DAS FASES, FOLICULAR E LUTEAL: periodo entre o inicio
da fase do proestro até o termino da fase de estro, evidenciados pelo
comportamento de rejeicdo e aceitacdo aos machos, secrecao sanguinolenta,

edema de vulva.

2. COMPORTAMENTO: duas vezes ao dia (manha e tarde) as
cadelas foram observadas para receptividade ao macho. As fémeas foram
colocadas préximas de dois machos para observagcdo do comportamento de
atracao/aceitacao e postura. As cadelas também foram pressionadas na regiao
lombar e vulvar e observadas para modificacbes na postura como desvio de

cauda, exposicao de vulva e abertura dos membros posteriores.

3. SINAIS CLiNICOS: foram observados, diariamente, edema de

vulva, secre¢do vaginal.

4 . CITOLOGIA VAGINAL: apds a identificagcdo do inicio do proestro
até o final da fase de aceitacao do macho, esfregagos vaginais foram coletados
a cada 48 horas. A coleta de material para a citologia vaginal foi realizada
através de uma escova ginecologica, citobrush e as células foram transferidas
para uma lamina de vidro através de movimentos giratérios. Os esfregagos
foram fixados em metanol e corados com a técnica de Panético ('Panétipo
Réapido®), observados em microscépio de luz, com aumento de 400X para

caracterizar a morfologia das células epiteliais. Para cada exame, 100 células

' Panético Rapido — Laboratério LaborClin — Parana — Brasil.
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foram contadas e classificadas com base na morfologia em células parabasais,

intermediarias, superficiais e escamas (JOHNSTON et al., 2001).

6. DOSAGEM DE PROGESTERONA SERICA: amostras de sangue foram
coletadas através de venopungdo da jugular em tubos sem anticoagulante.
Foram retiradas amostras de 3,0 mL com seringas de 5,0 mL e agulhas 30x08.
O sangue foi centrifugado (centrifuga Excelsa Baby — 206R — FANEM®) por 10
minutos, para obtencdo do soro. A dosagem de progesterona foi determinada
pela técnica do radioimunoensaio (RIA) em fase sélida, por meio do Kit
comercial - Diagnostics Procedure Corporation — progeterone Coat — a — Count,
Los Angeles, USA.

As amostras de sangue foram retiradas a cada dois dias, colhidas
a partir do inicio da observacao dos sinais caracteristicos do proestro, ou seja,
edema de vulva e secrecdo sanguinolenta até o inicio da fase de diestro
citolégico, determinado pelo comportamento de ndo aceitagdo e pelas

caracteristicas da citologia vaginal.

4.2. Estatistica

Inicialmente, foi verificada a hip6tese de existir diferencas
referentes ao perfil de progesterona nos dois grupos estudados. Para testar
essa hipotese foi realizada uma andlise de variancia, ignorando-se o fato de
dois animais pertencerem a ambos os grupos — controle e experimental. Os
valores da concentracdo de progesterona foram transformados em escala
logaritmica e a anélise de medidas repetidas 2 no tempo foi aplicada.

Foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney 2, para
verificar o dia em que o padrdo citolégico apresentou o maior nimero de
células superficiais e/ou escamas, a fim de indicar semelhancgas ou diferencas
entre 0s grupos.

Ainda em relacao a citologia vaginal, foi realizada uma analise da

taxa de progressao das células superficiais, usando uma escala transformada

2 (PROC MIXED do SAS) SAS Institute Inc., Statistical Analysis System, Cary, NC, USA. 2002-2003.

% (Programa R) R Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org.
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[arcoseno de raiz (%/100)], até o valor maximo de células superficiais em

funcdo do tempo, por meio da anélise de medidas repetidas *.

* (PROC MIXED do SAS) SAS Institute Inc., Statistical Analysis System, Cary, NC, USA. 2002-2003.
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5. Resultados e discussao

A indugédo do estro na cadela é uma ferramenta importante no
desenvolvimento do mercado pet, desde que sejam adotadas medidas
criteriosas a respeito do emprego dos protocolos disponiveis para esse fim.

Ainda hoje, existem dificuldades quanto ao emprego de um
protocolo de inducdo do estro que seja seguro e eficaz, principalmente pelo
fato de alguns farmacos nao serem aprovados para uso no Brasil. Além disso,
as principais drogas disponiveis sdo consideradas caras pelos criadores, mas
quando esse problema é analisado do ponto de vista custo/beneficio, pode ser
uma saida para resolucao de alguns problemas vivenciados pelos criadores,
como: possibilidade de melhora do manejo reprodutivo, disponibilidade de
filhotes durante todo o ano e maior adaptacdo diante das exigéncias de
mercado.

As recentes pesquisas realizadas com protocolos de indugdo do
estro em cadela mostram que, embora o ciclo estral seja conhecido, os
mecanismos responsaveis pelas transicoes das fases ainda ndo sao
completamente elucidados, especialmente os responsaveis pela transicdo do
anestro para o proestro. Essa incognita é uma das principais fontes de
pesquisa, visto que a possibilidade de diminuicdo do intervalo interestral (lIE)
poderia aumentar o numero de gestagcées durante um ano e, dessa forma,
gerar mais filhotes por uma mesma fémea.

O IlIE, cujo periodo corresponde ao final do estro e inicio do
proestro do ciclo subsequente, foi analisado e comparado entre os dois grupos
estudados: o grupo controle apresentou média de 169 + 13,43 dias e o grupo
experimental apresentou média de 159 + 15,01 dias, ndo diferindo entre si (p=
0,37) ap6s andlise de variancia. A variacdo meédia do IIE descrita por
Sokolowski (1977) é de 180 a 210 dias, podendo chegar a 300 dias, conforme
aponta Jeffcoate (1993).

Apesar dos intervalos interestrais nos dois grupos nao terem
apresentado diferengas, quando analisamos esses resultados de forma pratica,
isso se constitui em um dado importante, visto que a diminui¢éo do IIE pode ser
alcangada e, portanto, ser uma ferramenta para criadores e profissionais no

planejamento do manejo reprodutivo.
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Certamente, para uma melhor padronizacdo dos dados seria
interessante acompanhar o estro espontaneo e induzido, nas mesmas fémeas,
a fim de verificar a existéncia ou nao de diferenca entre as duas condigdes.
Nesse sentido, foi possivel acompanhar duas fémeas em estro espontaneo e
induzido e os resultados mostraram que, apds o protocolo de indugéo, o IIE foi
reduzido em até 56 dias (Tabela 2). A andlise individual desses resultados,
para os criadores, € ainda mais relevante, ja que possibilita melhorar e
racionalizar o manejo reprodutivo dos canis, em virtude, principalmente, da
possibilidade de controlar os cronogramas de acasalamento e nascimentos e,
dessa maneira, atender a demanda de mercado.

As demais fémeas do grupo experimental foram acompanhadas
apenas durante o estro induzido e os dados referentes ao IIE, do estro anterior,

foram obtidos por meio do histérico reprodutivo fornecido pelos criadores.

TABELA 2: Valores referentes aos intervalos interestrais (lIE) das 2 fémeas acompanhadas em

estro esponténeo e induzido. Botucatu, 2009.

Diferenca do

. Intervalo interestral Intervalo interestral . .
Animal estro espontaneo (dias) estro induzido (dias) mterval(céin:st;a restral
Bayla 168 112 56
Quena 156 117 39

A reducdo do IIE das duas fémeas que foram acompanhadas
durante os estros espontaneo e induzido foi superior a média obtida das
demais fémeas submetidas ao tratamento com cabergolina. No estro
espontdneo, ambas as fémeas (Bayla e Quena) ndo foram acasaladas e a
inducdo do estro teve inicio 105 dias apds o término do estro anterior, data
considerada inicio de anestro por Verstegen et al., (1999).

Embora existam diferengas entre os autores e o presente trabalho
em relacdo a duracao do IIE (169 + 13,43 dias), sabe-se que esse intervalo é
influenciado pela duracdo do anestro e esse, por sua vez, varia na
dependéncia tanto da raga quanto da individualidade (OKKENS e KOOISTRA,

2006). Ademais, conforme a fémea se torna mais velha, o anestro apresenta
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maior variagcdo (FELDMAN e NELSON, 2004) e, consequentemente, o IIE
também.

Quando o protocolo para a indugdo do estro foi realizado, os
resultados apontaram uma diminuicdo do IIE em todas as cinco fémeas
submetidas ao tratamento (Tabela 3). No entanto, a resposta ao tratamento,
isto €, o periodo entre o inicio da administracdo da cabergolina e o inicio dos
primeiros sinais de proestro, variou entre os animais e esses resultados podem
ser observados na Tabela 4.

O inicio do tratamento para a inducao do proestro foi realizado
entre 105 a 120 dias ap6s o final do estro, ou seja, durante a fase do anestro e
o IIE médio foi de 159 + 44,5 dias. Em um estudo realizado por Verstegen et al.
(1998), a inducao do estro realizada em diferentes fases do anestro, inicio (93
a 108), meio (123 a 156) e final (161 a 192), apontaram IIE, nos 3 grupos, de
131 £5,166 £ 7 e 196 £ 2 dias, respectivamente.

Em outro trabalho, realizado por Spattini et al. (2007), foi
empregada a cabergolina (5ug/Kg) em 2 racas diferentes — Beagles e
Greyhounds — para a indug&o do proestro. O inicio do tratamento ocorreu em
torno de 95 dias apés o final do estro. Conforme os autores, o intervalo
interestral foi de 132 £ 5 e 169 * 7 dias, para as respectivas ragas.

Em ambos os trabalhos citados, a cabergolina foi o horménio
utilizado, porém, o inicio e duragédo do tratamento variaram em comparacao ao
presente trabalho. Os nossos resultados foram semelhantes aos de Verstegen
et al. (1998), quando realizados no meio do anestro e aos de Spattini et al.
(2007), para a raga Greyhounds.

Todas as cinco fémeas submetidas ao tratamento com
cabergolina apresentaram sinais de estro e, portanto, foram acasaladas
durante o estro induzido. Apés 0 manejo de acasalamento, quatro das cinco
fémeas tornaram-se gestantes e pariram normalmente. Apenas uma (Quena)
fémea do grupo experimental ndo se tornou gestante. Entretanto, o manejo de
acasalamento dessa fémea foi diferente ao das demais, essa cadela foi
transportada para a cidade de Nipoa (interior de Sao Paulo) para ser coberta.
Provavelmente o protocolo de cobertura ndo foi adequado, o estresse da
viagem, possibilidade de infertilidade do macho e ainda o estro induzido ndo

fértil sdo provaveis causas desse diagndstico negativo de gestacao.
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TABELA 3: Valores referentes aos intervalos interestrais (lIE) das fémeas do grupo experimental

tanto no estro espontaneo quanto no induzido e a diferenga entre ambos Botucatu, 2009.

Diferenca do

B e ) oove maome oy erilonreta

llka 186 170 16

Bayla 168 112 56

Yngra 199 195 04
Stephanie 210 201 09

Quena 156 117 39

Média 183,8 159 24,8

O intervalo médio entre o final do tratamento com a cabergolina e
o inicio dos sinais clinicos de proestro foi de 42,6 dias. No presente trabalho, os
resultados mostraram uma variagdo individual mesmo quando considerados
animais da mesma raca.

Gunay et al. (2004), desenvolveram um trabalho em que foram
utilizadas fémeas em diferentes fases do anestro, inicio (108 a 124 dias) e final
(160 a 187 dias). Nesse estudo, os autores fizeram uso da cabergolina
(Galastop, Vetern, Milano) na dose de 6ug/Kg, via oral, por no maximo 14 dias.
Os resultados obtidos mostraram que a duracdo média da resposta ao
tratamento foi de 11,3 = 2,8 dias para as fémeas do primeiro grupo e 6,6 = 0,8
dias para os animais do segundo grupo. Provavelmente, a dose utilizada pelos
autores mencionados foi responsavel pela diferenca dos resultados obtidos.

Cirit et al. (2006) utilizaram 0,6ug/Kg/dia de cabergolina em 27
animais e, desses, 22 apresentaram sinais de proestro entre quatro e 48 dias
apds o inicio do experimento. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
nessa pesquisa e abrem uma perspectiva de uma nova dosagem, quase dez
vezes inferior a utilizada.

Os resultados referentes a resposta de agcdo da cabergolina
descritos por Spattini et al., (2007), foram de 13,3 + 1,9 em Beagles e 20,3 *
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1,7 em animais da raca Greyhounds. Uma possivel explicagdo para as
diferencas observadas é o periodo de duracdo do tratamento, ja que, os
autores acima realizaram a administracdo de cabergolina por até 4 semanas,

enquanto, nesse trabalho, o tratamento foi por no maximo 15 dias.

TABELA 4: Valores referentes ao intervalo interestral (IIE) das fémeas do grupo experimental

durante o estro induzido, a duragéo do tratamento da cabergolina e o intervalo entre o inicio do

tratamento e os primeiros sinais de proestro. Botucatu, 2009.

il S onai oy aamentaBrocst
lka 170 15 51

Bayla 112 04 04

Yngra 195 15 91
Stephanie 201 15 54
Quena 117 13 13
Média 159 12,4 42,6

As concentragbes plasmaticas de progesterona apresentadas
pelas cadelas dos grupos estudados foram semelhantes as obtidas por Gier et
al. (2008), sendo possivel observar em ambos 0s grupos 0 mesmo padrao de
curva, em que durante quase todo proestro a concentracdo permanece em
niveis basais e, somente no final do proestro e inicio do estro, as
concentragdes aumentam gradativamente. Na Tabela 5, pode-se visualizar as
concentragdes de progesterona em ambos o0s grupos analisados.
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Quando a curva de progesterona das fémeas do grupo
experimental foi analisada e comparada com a curva do grupo controle,
constatou-se que, embora apresentem o mesmo padrdo, a concentracdo de
progesterona no grupo experimental demora mais tempo para atingir os
mesmos valores das fémeas do grupo controle (Figura 1). Essa caracteristica
poderia indicar um retardamento das ovulacbes levando a concentragdes
menores de progesterona.

Contudo, mesmo que a concentragdo de progesterona do grupo
controle tenha atingindo valores mais elevados no mesmo periodo em relagao
as fémeas do grupo experimental, os resultados ndo apontaram diferencas
entre os grupos (p = -0,63) quanto ao perfil de progesterona (Figura 2).

Para a analise do perfil da progesterona, apenas o efeito do
tempo foi evidenciado (p<0,0001) e verificou-se a necessidade de um
nuamero maior de animais para se obter mais informacbes a respeito do
perfil hormonal, j& que a variagdo de animal para animal € muito alta. Para a
andlise desse perfil, foram consideradas apenas quatro cadelas do grupo
experimental; a fémea Yngra nao foi considerada, uma vez que nao se
dispunha de todas as dosagens hormonais. Duas fémeas do grupo
experimental apresentaram perfis semelhantes as fémeas do grupo controle
(lka e Quena) enquanto outras duas apresentaram perfis diferentes (Bayla e
Stephanie). Tanto a Bayla quanto a Stephanie foram cobertas no estro induzido
e tornaram-se prenhes, confirmando que mesmo existindo diferencas
temporais entre os dois grupos, essas ndo foram suficientes para impedir a

fertilidade do estro induzido.
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TABELA 5: Concentragdes médias de progesterona das fémeas do grupo controle e do grupo
experimental durante as coletas iniciadas a partir do primeiro dia do proestro até o final do

estro, com intervalos de 48 horas. Botucatu, 2009.

Grupo controle Grupo experimental
progesterona (ng/mL) progesterona (ng/mL)

Bayla Anita Maisha Pietra Quena | llka Bayla Yngra Stephanie Quena

0,14 0,48 055 023 | 063 0,05 - 0,64 0,10
0,19 050 027 036 027 | 091 0,09 - 1,43 0,30
136 063 05 166 047 | 109 0,13 - 0,04 0,43
236 095 2,71 284 397 | 425 0,12 - 0,18 1,46

868 191 648 7,19 734 (10,65 0,15 1,33 0,16 2,70

15,01 3,46 10,66 23,42 19,38 | 27,48 1,01 2,93 0,46 10,82

25,74 16,08 ---- 32,90 35,13|29,93 1,80 8,10 1,57 22,38

24,85 36,24 26,32 37,70 37,34 29,62 6,73 12,78 4,51 26,23

e e e e e | o 1357 1867 13,31
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FIGURA 1: Concentragbes plasmaticas médias de progesterona das fémeas do grupo controle
frente as concentragdes individuais de progesterona das fémeas do grupo experimental
durante as fases de proestro e estro. Cada coleta corresponde a um intervalo de 48 horas.
Botucatu, 2009.

Em relacdo as duas fémeas pertencentes aos grupos controle e
experimental, a curva da progesterona foi maior no estro espontaneo conforme
mostra a Figura 3. Essa diferenca, possivelmente, foi em virtude de um numero
maior de foliculos ovulados no estro espontaneo, levando a um numero maior
de corpos luteos sintetizando progesterona. Além disso, outra hipétese para
explicar tal diferenga nessa curva € a possibilidade das ovulagdes ocorrerem
mais tardias no estro induzido em relacdo ao estro espontdneo e, dessa

maneira, a formacao dos corpos luteos ocorreria também mais tardiamente e,
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consequentemente, a elevagcdo da progesterona levaria mais tempo para

ocorrer.
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FIGURA 2: Perfil das concentragdes plasmaticas de progesterona das fémeas do grupo controle

e do grupo experimental durante as fases de proestro e estro em relagdo ao tempo (dias)
conforme o ciclo estral evolui. O aumento da concentragdo de progesterona torna-se mais
evidente por volta do dia 7, periodo correspondente ao final do proestro inicio do estro.
Botucatu, 2009.
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FIGURA 3: Perfil das concentragbes plasmaticas de progesterona das 2 fémeas acompanhadas
durante o proestro e estro dos cios, espontaneo e induzido. Botucatu, 2009.

A citologia vaginal foi uma das ferramentas utilizadas no presente
trabalho para o acompanhamento das fases do ciclo estral. Embora quando
utilizada isoladamente ndo seja um critério fidedigno (JOHNSTON et al. 2001),
os esfregacos vaginais associados a outros exames complementares foram
utilizados para a deteccao das fases do ciclo estral das fémeas de ambos os

grupos.
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Os resultados referentes ao perfil citolégico eram interpretados de
acordo com Feldman e Nelson (2004), que consideram como estro citolégico o
momento em que o numero de células superficiais e/ou escamas € igual ou
superior a 80%. Na Figura 4, é possivel observar a evolugdo do padrdo
citolégico concomitantemente ao desenvolvimento do ciclo estral e fica clara a
semelhanca entre as duas condigdes.

Os resultados estatisticos dos exames citol6gicos apontaram uma
similaridade entre os grupos, embora os resultados sugiram a existéncia de um
possivel retardamento do grupo experimental em relagdo ao controle quanto ao
momento de surgimento da maior porcentagem de células superficiais em
relagédo aos dias do ciclo estral (p = -0,10).

Esse resultado indica que os perfis de citologia nos grupos
estudados sao paralelos (p= -0,77) nao sendo constatado efeito do grupo (p= -
0,34). Em sintese, esses resultados apontam que ambos 0s grupos se
comportam de maneira semelhante ao longo do tempo, havendo diferenga
significativa apenas relacionada ao tempo (p= <0,0001).
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FIGURA 4: Padrao citolégico das 2 fémeas acompanhadas durante o proestro e estro
espontaneo e induzido. Botucatu, 2009.
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FIGURA 5: Microscopia éptica de esfregago vaginal de fémea do grupo controle durante as fases
de proestro, estro e inicio de diestro. A, B e C: células parabasais, intermediarias pequenas e
eritrocitos indicando proestro citolégico; D e E: células intermediarias grandes (final do proestro
citoldgico); F: células superficiais e escama (estro citolégico); G: células intermediarias grandes
e pequenas, neutrdéfilos; H e I: células intermediarias pequenas, células parabasais, neutrdfilos,

e células do metaestro (inicio de diestro citolégico). Botucatu, 2009.
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FIGURA 6: Microscopia Optica de esfregago vaginal de fémea do grupo experimental durante as
fases de proestro, estro e inicio de diestro. A, B e C: células parabasais, intermediarias
pequenas e eritrocitos indicando proestro citolégico; D, E e F: células intermediarias pequenas
e grandes e eritrocitos (meio do proestro citologico); G: células intermediarias grandes e células
superficiais (final de proestro citolégico); H: mais de 80% de células superficiais (estro
citologico) I: célula superficial; J e K: células intermediarias pequenas e grandes, células
parabasais, neutréfilos (inicio de diestro citologico); L: células intermediarias pequenas, células

parabasais e célula do metaesro (diestro citologico). Botucatu, 2009.
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FIGURA 7: Perfil da citologia vaginal das fémeas do grupo controle e do grupo experimental
durante as fases de proestro e estro em relagdo ao tempo (dias) conforme o ciclo estral evolui.
A curva da citologia aumenta durante o proestro onde existe a dominancia do estrégeno. Ap6s

esse periodo, a concentracdo de progesterona aumenta inversamente proporcional ao padrao
citolégico. Botucatu, 2009.

Na analise de correlagédo entre as concentragdes de progesterona
com os demais parametros observados, edema vulvar e secre¢do vaginal,
tanto para os animais do grupo controle quanto do grupo experimental. Os
resultados mostraram uma correlagdo negativa entre o escore de progesterona
e 0 edema de vulva para ambos os grupos r=-0,62, p=0,0088 (controle) e r =-
0,61, p=0,0055 (experimental).

O edema de vulva observado durante o proestro e estro ocorre
em virtude da vasodilatagdo e do aumento da permeabilidade capilar
promovido pelo estrégeno (JOHNSTON et al.,, 2001). Portanto, o edema
presente durante essas fases ndao mantém relagdo com a progesterona, o que

explica a ja esperada correlacdo negativa entre progesterona e edema de vulva
(Figura 8).
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FIGURA 8: Graficos para visualizar o perfil da progesterona e o escore para edema vaginal
durante as fases de proestro e estro, separados por grupo. O escore do edema vaginal
apresenta valores de 0 a 5 correspondentes a intensidade observada durante as coletas. Os
valores foram separados da seguinte maneira: 0 (auséncia -), 1 (leve +), 3 (moderado ++) € 5
(intenso +++). Botucatu, 2009.

Para a correlagdo entre o escore de progesterona e secrecao
vaginal, os resultados apontaram ndo existir correlagdo significativa para o
grupo controle (r=-0,26, p=0,35); para o grupo experimental, a correlacao foi de
=-0,52, p=-0,52) (Figura 9). Esse resultado era esperado, ja que, assim como
o edema de vulva, a secre¢ao vaginal também apresenta correlagdo com o
estrégeno e ndo com a progesterona. A medida que o estrégeno aumenta
durante o proestro, 0 edema de vulva e a secrecao vaginal também aumentam
e, conforme a progesterona aumenta durante o final do proestro e estro, os
sinais clinicos diminuem (FELDMAN e NELSON, 2004; LACROIX, 2004).
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FIGURA 9: Gréficos para visualizar o perfil da progesterona e o escore da secregao vaginal
durante as fases de proestro e estro, separados por grupo. O escore da secregdo vaginal
apresenta valores de 0 a 5 correspondentes a intensidade observada durante as coletas. Os
valores foram separados da seguinte maneira: 0 (auséncia -), 1 (leve +), 3 (moderado ++) € 5
(intenso +++). Botucatu, 2009.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram interessantes e
mostraram a eficacia da cabergolina na inducao do estro em cadela, visto que
em todas as cinco fémeas submetidas ao tratamento, o estro pode ser
observado e acompanhado. Além disso, o IIE pode ser diminuido em até 56
dias, o que pode representar uma melhor adaptacao a demanda do mercado.

Embora o tratamento para a inducdo do estro em cadela ainda
seja considerado oneroso, os resultados positivos podem melhorar e facilitar o
manejo dos canis e, consequentemente, diminuir o custo de producédo de

filhotes. Além disso, alguns trabalhos estdo sendo desenvolvidos para verificar
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a eficacia do tratamento com cabergolina em baixas dosagens e, dessa
maneira, diminuir custo desses tratamentos.

As pesquisas com foco na reproducao dos pequenos animais tém
apresentado resultados favoraveis, o que contribui com o0s avangos
biotecnoldgicos. Assim como nas demais espécies, o completo conhecimento
do ciclo estral da espécie canina é fundamental antes de haver a implantacao
das biotecnologias e, para tal, sdo necessarias mais pesquisas, cujo enfoque
seja a comparagao entre o ciclo espontaneo e induzido, a fim de minimizar

efeitos colaterais e maximizar os resultados.
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6. Conclusoes

- A cabergolina, quando administrada durante o inicio anestro, é
capaz de induzir um estro fértil, uma vez que todas as cinco fémeas
submetidas ao tratamento de indugdo apresentaram sinais de estro e quatro

fémeas, apds cobertura, tornaram-se gestantes e pariram normalmente;

- O IIE foi menor em todas as cinco fémeas tratadas com
cabergolina em relagédo ao estro espontaneo, sendo observada uma diminui¢cao

de até 56 dias, ou seja, quase dois meses;

-O perfil da progesterona ndo apresentou diferengas entre os
grupos estudados, assim como o padrao citolégico. Entretanto, a curva de
crescimento da progesterona, em duas das cinco fémeas, levou mais dias para

atingir os mesmos valores obtidos no estro esponténeo;

- Os animais tratados com a cabergolina ndo apresentaram
nenhum efeito colateral, o que mostra a seguranca desse farmaco para a

induc&o do estro.

- O presente trabalho possibilitou o acompanhamento e
observacao do ciclo estral de fémeas caninas e mostrou uma semelhanca entre
os estros espontaneo e induzido quanto aos sinais clinicos, as mudancas

comportamentais, ao padrao citolégico e a concentracao de progesterona.
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Resumo

A cadela apresenta particularidades no ciclo estral e conhecé-las € fundamental para a
implantacdo de biotécnicas reprodutivas. A inducdo do estro é uma importante
ferramenta em pesquisas e no manejo reprodutivo de canis. O presente trabalho utilizou
a cabergolina durante o anestro (Sug/Kg por 15 dias ou até a fémea apresentar sinais de
estro), a fim de induzir e acompanhar as fases de proestro e estro em ambos grupos. As
fémeas foram divididas em: grupo controle (n=5) e grupo experimental (n=5). O
acompanhamento das fases foram realizados por meio de: dosagem de progesterona,
esfregaco vaginal, sinais clinicos e comportamento. As 5 fémeas do grupo experimental
responderam ao tratamento, apés 42,6 dias, em média, e em 2 fémeas essa resposta foi
mais rdpida apresentando sinais de estro antes do final do tratamento. O Intervalo
Interestral (IIE) foi menor nas fémeas do grupo experimental, 159 + 15.01, em relagdo
as do grupo controle, 169 + 13.43. O perfil da progesterona e o padrio citolégico ndo
apresentaram diferencas entre os grupos, bem como os sinais clinicos e
comportamentais. Em suma, a cabergolina pode ser empregada como agente indutor do
estro na cadela, diminuindo o IIE e facilitando o manejo reprodutivo.

Palavras-chave: indugio do estro, cabergolina, cadela.

Abstract

The bitch presents peculiarities estrus cycle that makes the knowing of such differences
a sine qua non condition to the ones that want to implement assisted reproduction
techniques. The estrus induction is an important tool in research and reproductive
managements. Hence this present study has used the cabergoline during anoestrus
(Sug/Kg for 15 days or until the bitch presented estrus signs). Bitches were divided in:
control group (n=5) and experimental group (n=5). Blood samples to check
progesterone levels and vaginal smears, and clinical signs and behavioral changes were
also observed and taken into consideration. All 5 females from the experimental group
responded to the treatment (42,6 days), but 2 bitches responded earlier than that and
both presented estrus signs before the end of the treatment. The interestral interval (IEI)
was shorter for the bitches in the experimental group, 159 + 15,01, if compared to the
control group, 169 + 13,43 days. The progesterone profile and the cytological standard

did not present any difference, and so happened to the clinical and behavioral signs. To
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sum up, cabergoline can be used as a tool to induce estrus in bitches in order to reduce
the IEI and facilitate the reproductive management.

Keywords: estrus induction, cabergoline, bitch.

Introducao
Os animais domésticos, como a cadela, apresentam periodos limitados de receptividade
sexual. Essa limita¢do classifica-os como animais de ciclo estral. Por outro lado, os
animais que sdo receptivos durante a maior parte do ciclo reprodutivo sio classificados
como animais de ciclo menstrual, incluindo os primatas e os seres humanos
(CUNNINGHAM, 1999).
O entendimento do ciclo reprodutivo e de suas particularidades torna-se fundamental na
implantacdo de qualquer técnica de reproducdo assistida. Portanto, conhecer o histérico
reprodutivo das fémeas e entender o mecanismo responsdvel por cada fase, bem como
suas transicdes, facilitam no momento de se adotar procedimentos que visem a
maximizagdo do desempenho reprodutivo.
A inducdo do estro é uma das técnicas utilizadas na maximizacdo da efici€ncia
reprodutiva das fémeas domésticas e, ano apds ano, vem sendo cada vez mais solicitada,
principalmente por criadores. A induc¢do do estro nas cadelas pode ser realizada por
meio de medicamentos que estimulem o eixo hipotdlamo-hipdfise, os ovérios ou ainda
por grupos farmacolégicos que inibam a prolactina (CONCANNON, 1993). Além
disso, existe o aspecto social envolvido na indugdo do estro em cadela, observado
quando fémeas em estro induzem a ciclicidade ovariana de outras cadelas
(CONCANNON, 1986). Tem-se estudado também o efeito do fotoperiodo na inducao
de um novo ciclo folicular na cadela, porém, existem poucas evidéncias que confirmem
essa teoria (CONCANNON, 1993).
A técnica de indug@o do estro nas cadelas tem como indicag¢des principais: tratamento
do anestro primdrio e secunddrio; diminuicdo do intervalo interestral, a fim de se
aumentar o ndmero de filhotes nascidos em um ano, atendendo melhor a exigéncia do
mercado; indu¢do de um novo ciclo quando uma cobertura anterior ndo foi possivel ou
perdida, seja por indisponibilidade de um macho ou por um estro silencioso; facilitar o
manejo reprodutivo e possibilitar a implantacdo de técnicas de reprodugdo assistida,

tanto para o cdo doméstico como para os carnivoros silvestres, principalmente aqueles
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em extingdo e o tratamento da piometra quando realizado clinicamente (JOHNSTON, et
al., 2001).

Os protocolos de inducdo do estro nessa espécie, embora eficazes, ainda ndo estdo
completamente elucidados quanto aos mecanismos responsdveis pelo inicio de uma
nova fase folicular, uma vez que o evento responsavel pela transicdo do anestro para o
proestro ndo € totalmente conhecido (CONCANNON e VERSTEGEN, 1997). Além
disso, muitos farmacos ndo sdo aprovados para O usO em pequenos animais,

dificultando, assim, o emprego de alguns protocolos.

Material e Métodos
O presente trabalho foi aprovado sem restricdes pela Cimara de FEtica em
Experimenta¢dao Animal — CEEA — da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootécnica
- Unesp campus de Botucatu. Essa aprovacdo € de fundamental importancia, pois
fiscaliza a execucdo e a ética dos experimentos, além de garantir o bem estar dos
animais envolvidos.
Animais
Foram utilizadas oito fémeas da espécie canina, com idade entre dois a seis anos. Dos
animais utilizados, cinco eram da raca Pastor Alemao.
Os animais sdo alojados em sistema outdoor e expostos a luz natural; sdo alimentados
com ragdo comercial duas vezes ao dia em quantidades ideais para manuten¢do do peso
corpéreo e dgua disponivel ad libtum.
Os animais foram inicialmente submetidos a um exame clinico completo, a fim de se
verificar as condicdes de satide dessas fémeas. Apés esses procedimentos as fémeas

foram divididas em dois grupos:

G1 — GRUPO CONTROLE OU ESTRO ESPONTANEO: constituido de cinco fémeas na fase
inicial do proestro, identificado por meio da observacdo de edema de vulva, secrecdo

sanguinolenta e citologia vaginal.

G2 — GRUPO EXPERIMENTAL OU ESTRO INDUZIDO: constituido por cinco cadelas em
anestro, identificado pelo histérico reprodutivo, comportamento e citologia vaginal.
Ap6s identificagdo da fase de anestro, esses animais receberam 5ug/Kg de cabergolina

(Dostinex®), via oral, uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos ou até apresentarem
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sinais de proestro. O inicio do protocolo hormonal foi realizado entre os dias 105 a 120
ap6s o final do estro anterior, ou seja, no terco inicial do anestro (VERSTEGEN et al.,
1999). Terminado o protocolo hormonal, os animais foram observados diariamente,

uma vez ao dia para identificacio do inicio do proestro induzido.

Duas das oito fémeas utilizadas no experimento foram incluidas nos dois grupos, ou
seja, em duas cadelas foram avaliados o estro induzido e espontineo.
Uma vez detectado o proestro, espontdneo ou induzido, ambos os grupos foram

submetidos as mesmas avaliacdes:

1. DURACAO DAS FASES, FOLICULAR E LUTEAL: periodo entre o inicio da fase do proestro
até o termino da fase de estro, evidenciados pelo comportamento de rejeicao e aceitagao

aos machos, secrecdo sanguinolenta, edema de vulva.

2. COMPORTAMENTO: duas vezes ao dia (manhi e tarde) as cadelas foram observadas
para receptividade ao macho. As fémeas foram colocadas préximas de dois machos para
observagdo do comportamento de atragdo/aceitacio e postura. As cadelas também foram
pressionadas na regido lombar e vulvar e observadas para modificacdes na postura

como desvio de cauda, exposicdo de vulva e abertura dos membros posteriores.

3. SINAIS CLINICOS: foram observados diariamente edema de vulva, secre¢do vaginal.

4 . CITOLOGIA VAGINAL: esfregacos vaginais foram coletados a cada 48 horas apés a
identificac@o do inicio do proestro até o final da fase de aceitacdo do macho. A coleta de
material para a citologia vaginal foi realizada através de uma escova ginecologica,
citobrush e as células foram transferidas para uma lamina de vidro através de
movimentos giratérios. Os esfregacos foram fixados em metanol e corados com a
técnica de Pandtico (SPan(’)tipo Répid0®), observados em microscopio de luz, com
aumento de 400X para caracterizar a morfologia das células epiteliais. Para cada exame,
100 células foram contadas e classificadas com base na morfologia em células

parabasais, intermedidrias, superficiais e escamas (JOHNSTON et al., 2001).

>Panético Rapido — Laboratério LaborClin — Parané — Brasil.
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6. DOSAGEM DE PROGESTERONA SERICA: amostras de sangue foram coletadas através de
venopuncio da jugular em tubos sem anticoagulante. Foram retiradas amostras de 3,0
mL com seringas de 5,0 mL e agulhas 30x08. O sangue foi centrifugado (centrifuga
Excelsa Baby — 206R — FANEM®) por 10 minutos, para obtengdo do soro. A dosagem
de progesterona foi determinada pela técnica do radioimunoensaio (RIA) em fase
sélida, por meio do Kit comercial - Diagnostics Procedure Corporation — progeterone

Coat — a — Count, Los Angeles, USA.

As amostras de sangue foram retiradas a cada dois dias, colhidas a partir do inicio da
observacdo dos sinais caracteristicos do proestro, ou seja, edema de vulva e secrecdo
sanguinolenta até o inicio da fase de diestro citologico, determinado pelo

comportamento de ndo aceitacio e pelas caracteristicas da citologia vaginal.

Estatistica

Inicialmente, foi verificada a hipétese de existir diferencas referentes ao perfil de
progesterona nos dois grupos estudados. Para testar essa hipétese foi realizada uma
andlise de variancia, ignorando-se o fato de dois animais pertencerem a ambos o0s
grupos — controle e experimental. Os valores da concentragdo de progesterona foram
transformados em escala logaritmica e a andlise de medidas repetidas % no tempo foi
aplicada.

Foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ’, para verificar o dia em que o
padrdo citoldgico apresentou o maior nimero de células superficiais e/ou escamas, a fim
de indicar semelhancas ou diferengas entre os grupos.

Ainda em relacdo a citologia vaginal, foi realizada uma andlise da taxa de progressdo
das células superficiais, usando uma escala transformada [arcoseno de raiz (%/100)], até
o valor mdximo de células superficiais em func¢do do tempo, por meio da andlise de

medidas repetidasg.

® (PROC MIXED do SAS) SAS Institute Inc., Statistical Analysis System, Cary, NC, USA. 2002-2003.

7 (Programa R) R Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http:/www.R-project.org.

8 (PROC MIXED do SAS) SAS Institute Inc., Statistical Analysis System, Cary, NC, USA. 2002-2003.
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Resultados e Discussao
A indugdo do estro na cadela é uma ferramenta importante no desenvolvimento do
mercado pet, desde que sejam adotadas medidas criteriosas a respeito do emprego dos
protocolos disponiveis para esse fim.
Ainda hoje, existem dificuldades quanto ao emprego de um protocolo de indugdo do
estro que seja seguro e eficaz, principalmente pelo fato de alguns farmacos nao serem
aprovados para uso no Brasil. Além disso, as principais drogas disponiveis sdo
consideradas caras pelos criadores, mas quando esse problema ¢ analisado do ponto de
vista custo/beneficio, pode ser uma saida para resolucdo de alguns problemas
vivenciados pelos criadores, como: possibilidade de melhora do manejo reprodutivo,
disponibilidade de filhotes durante todo o ano e maior adaptagdo diante das exigéncias
de mercado.
As recentes pesquisas realizadas com protocolos de inducdo do estro em cadela
mostram que, embora o ciclo estral seja conhecido, os mecanismos responsaveis pelas
transi¢cdes das fases ainda ndo sdo completamente elucidados, especialmente os
responsdveis pela transicio do anestro para o proestro. Essa incognita é uma das
principais fontes de pesquisa, visto que a possibilidade de diminui¢do do intervalo
interestral (IIE) poderia aumentar o nimero de gestacdes durante um ano e, dessa
forma, gerar mais filhotes por uma mesma fémea.
O 1IIE, cujo periodo corresponde ao final do estro e inicio do proestro do ciclo
subsequente, foi analisado e comparado entre os dois grupos estudados: o grupo
controle apresentou média de 169 + 13,43 dias e o grupo experimental apresentou média
de 159 + 15,01 dias, ndo diferindo entre si (p= 0,37) apds andlise de variancia. A
variagcdo média do IIE descrita por Sokolowski (1977) é de 180 a 210 dias, podendo
chegar a 300 dias, conforme aponta Jeffcoate (1993).
Apesar dos intervalos interestrais nos dois grupos ndo terem apresentado diferencas,
quando analisamos esses resultados de forma prética, isso se constitui em um dado
importante, visto que a diminuicdo do IIE pode ser alcancada e, portanto, ser uma
ferramenta para criadores e profissionais no planejamento do manejo reprodutivo.
Certamente, para uma melhor padronizacdo dos dados seria interessante acompanhar o
estro espontineo e induzido, nas mesmas fémeas, a fim de verificar a existéncia ou nao
de diferenca entre as duas condicdes. Nesse sentido, foi possivel acompanhar duas

fémeas em estro espontaneo e induzido e os resultados mostraram que, apds o protocolo
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de inducdo, o IIE foi reduzido em até 56 dias (Tabela 1). A andlise individual desses
resultados, para os criadores, é ainda mais relevante, j4 que possibilita melhorar e
racionalizar o manejo reprodutivo dos canis, em virtude, principalmente, da
possibilidade de controlar os cronogramas de acasalamento e nascimentos e, dessa
maneira, atender a demanda de mercado.

As demais fémeas do grupo experimental foram acompanhadas apenas durante o estro
induzido e os dados referentes ao IIE, do estro anterior, foram obtidos por meio do

histérico reprodutivo fornecido pelos criadores.

TABELA 1: Valores referentes aos intervalos interestrais (IIE) das 2 fémeas acompanhadas em estro

espontineo e induzido. Botucatu, 2009.

Animal Intervalo interestral Intervalo interestral Diferenca do intervalo
estro espontineo (dias) estro induzido (dias) interestral (dias)
Bayla 168 112 56
Quena 156 117 39

A reducdo do IIE das duas fémeas que foram acompanhadas durante os estros
espontineo e induzido foi superior 2 média obtida das demais fémeas submetidas ao
tratamento com cabergolina. No estro espontidneo, ambas as fémeas (Bayla e Quena)
nao foram acasaladas e a indug@o do estro teve inicio 105 dias apdés o término do estro
anterior, data considerada inicio de anestro por Verstegen et al., (1999).

Embora existam diferengas entre os autores e o presente trabalho em relagdo a duragdo
do IIE (169 + 13,43 dias), sabe-se que esse intervalo € influenciado pela duracdo do
anestro e esse, por sua vez, varia na dependéncia tanto da raga quanto da
individualidade (OKKENS e KOOISTRA, 2006). Ademais, conforme a fémea se torna
mais velha, o anestro apresenta maior variacio (FELDMAN e NELSON, 2004) e,
consequentemente, o IIE também.

Quando o protocolo para a indugdo do estro foi realizado, os resultados apontaram uma
diminui¢do do IIE em todas as cinco fémeas submetidas ao tratamento (Tabela 2). No
entanto, a resposta ao tratamento, isto é, o periodo entre o inicio da administracdo da
cabergolina e o inicio dos primeiros sinais de proestro, variou entre 0s animais e esses

resultados podem ser observados na Tabela 3.
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O inicio do tratamento para a indug@o do proestro foi realizado entre 105 a 120 dias
ap6s o final do estro, ou seja, durante a fase do anestro e o IIE médio foi de 159 + 44,5
dias. Em um estudo realizado por Verstegen et al. (1998), a indu¢@o do estro realizada
em diferentes fases do anestro, inicio (93 a 108), meio (123 a 156) e final (161 a 192),
apontaram IIE, nos 3 grupos, de 131 =5, 166 +7 e 196 + 2 dias, respectivamente.

Em outro trabalho, realizado por Spattini et al. (2007), foi empregada a cabergolina
(5pug/Kg) em 2 racas diferentes — Beagles e Greyhounds — para a inducdo do proestro. O
inicio do tratamento ocorreu em torno de 95 dias apds o final do estro. Conforme os
autores, o intervalo interestral foi de 132 £ 5 e 169 + 7 dias, para as respectivas ragas.
Em ambos os trabalhos citados, a cabergolina foi o hormonio utilizado, porém, o inicio
e duracdo do tratamento variaram em comparacdo ao presente trabalho. Os nossos
resultados foram semelhantes aos de Verstegen et al. (1999), quando realizados no meio
do anestro e aos de Spattini et al. (2007), para a raga Greyhounds.

Todas as cinco fémeas submetidas ao tratamento com cabergolina apresentaram sinais
de estro e, portanto, foram acasaladas durante o estro induzido. Apdés o manejo de
acasalamento, quatro das cinco fémeas tornaram-se gestantes e pariram normalmente.
Apenas uma (Quena) fémea do grupo experimental nao se tornou gestante. Entretanto, o
manejo de acasalamento dessa fémea foi diferente ao das demais, essa cadela foi
transportada para a cidade de Nipod (interior de Sdo Paulo) para ser coberta.
Provavelmente o protocolo de cobertura ndo foi adequado, o estresse da viagem,
possibilidade de infertilidade do macho e ainda o estro induzido ndo fértil sdo provaveis

causas desse diagndstico negativo de gestagao.
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TABELA 2: Valores referentes aos intervalos interestrais (IIE) das fémeas do grupo experimental tanto no

estro espontaneo quanto no induzido e a diferenga entre ambos Botucatu, 2009.

Diferenca do

B o) sove maome oy ervlo st

llka 186 170 16

Bayla 168 112 56

Yngra 199 195 04
Stephanie 210 201 09

Quena 156 117 39

Média 183,8 159 24,8

O intervalo médio entre o final do tratamento com a cabergolina e o inicio dos sinais
clinicos de proestro foi de 42,6 dias. No presente trabalho, os resultados mostraram uma
variacdo individual mesmo quando considerados animais da mesma racga.

Gunay et al. (2004), desenvolveram um trabalho em que foram utilizadas fémeas em
diferentes fases do anestro, inicio (108 a 124 dias) e final (160 a 187 dias). Nesse
estudo, os autores fizeram uso da cabergolina (Galastop, Vetern, Milano) na dose de
6ug/Kg, via oral, por no maximo 14 dias. Os resultados obtidos mostraram que a
duracdo média da resposta ao tratamento foi de 11,3 + 2,8 dias para as fémeas do
primeiro grupo e 6,6 + 0,8 dias para os animais do segundo grupo. Provavelmente, a
dose utilizada pelos autores mencionados foi responsdvel pela diferenca dos resultados
obtidos.

Cirit et al. (2006) utilizaram 0,6ug/Kg/dia de cabergolina em 27 animais e, desses, 22
apresentaram sinais de proestro entre quatro e 48 dias apés o inicio do experimento.
Esses resultados s@o semelhantes aos obtidos nessa pesquisa e abrem uma perspectiva
de uma nova dosagem, quase dez vezes inferior a utilizada.

Os resultados referentes a resposta de a¢do da cabergolina descritos por Spattini et al.,
(2007), foram de 13,3 + 1,9 em Beagles e 20,3 £ 1,7 em animais da raga Greyhounds.

7

Uma possivel explicacdo para as diferencas observadas é o periodo de duracdo do
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tratamento, ja que, os autores acima realizaram a administragio de cabergolina por até 4

semanas, enquanto, nesse trabalho, o tratamento foi por no maximo 15 dias.

TABELA 3: Valores referentes ao intervalo interestral (IIE) das fémeas do grupo experimental durante o

estro induzido, a duragdo do tratamento da cabergolina e o intervalo entre o inicio do tratamento e os

primeiros sinais de proestro. Botucatu, 2009.

. Intervalo interestral Duracao do tratamento Intervalo
Animal . . . . tratamento/proestro
estro induzido (dias) (dias) .
(dias)

Ilka 170 15 51
Bayla 112 04 04
Yngra 195 15 91
Stephanie 201 15 54
Quena 117 13 13

Média 159 12,4 42,6

As concentragdes plasmadticas de progesterona apresentadas pelas cadelas dos grupos
estudados foram semelhantes as obtidas por Gier et al. (2008), sendo possivel observar
em ambos os grupos o mesmo padrdo de curva, em que durante quase todo proestro a
concentragdo permanece em niveis basais e, somente no final do proestro e inicio do
estro, as concentracdoes aumentam gradativamente. Na Tabela 4, pode-se visualizar as
concentracdes de progesterona em ambos os grupos analisados.

Quando a curva de progesterona das fémeas do grupo experimental foi analisada e
comparada com a curva do grupo controle, constatou-se que, embora apresentem o
mesmo padrdo, a concentracdo de progesterona no grupo experimental demora mais
tempo para atingir os mesmos valores das fémeas do grupo controle (Figura 1). Essa
caracteristica poderia indicar um retardamento das ovulagdes levando a concentracdes

menores de progesterona.
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Contudo, mesmo que a concentracio de progesterona do grupo controle tenha atingindo
valores mais elevados no mesmo periodo em relag@o as fémeas do grupo experimental,
os resultados ndo apontaram diferencas entre os grupos (p = -0,63) quanto ao perfil de
progesterona (Figura 2).

Para a andlise do perfil da progesterona, apenas o efeito do tempo foi evidenciado (p <
0,0001) e verificou-se a necessidade de um nimero maior de animais para se obter mais
informacdes a respeito do perfil hormonal, ja que a variacdo de animal para animal é
muito alta. Para a andlise desse perfil, foram consideradas apenas quatro cadelas do
grupo experimental; a fémea Yngra ndo foi considerada, uma vez que nio se dispunha
de todas as dosagens hormonais. Duas fémeas do grupo experimental apresentaram
perfis semelhantes as fémeas do grupo controle (Ilka e Quena) enquanto outras duas
apresentaram perfis diferentes (Bayla e Stephanie). Tanto a Bayla quanto a Stephanie
foram cobertas no estro induzido e tornaram-se prenhes, confirmando que mesmo
existindo diferengas temporais entre os dois grupos, essas ndo foram suficientes para

impedir a fertilidade do estro induzido.
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TABELA 5: Concentragdes médias de progesterona das fémeas do grupo controle e do grupo experimental

durante as coletas iniciadas a partir do primeiro dia do proestro até o final do estro, com intervalos de 48

horas. Botucatu, 2009.

Grupo controle
progesterona (ng/mL)

Grupo experimental
progesterona (ng/mlL)

Bayla Anita Maisha Pietra Quena | Ilka Bayla Yngra Stephanie Quena
0,14 048 -- 0,55 023 | 0,63 0,05 -- 0,64 0,10
0,19 050 027 036 027 | 091 0,09 -- 1,43 0,30
1,36 0,63 056 1,66 047 | 1,09 0,13 -- 0,04 0,43
236 095 2771 2,84 397 | 425 0,12 - 0,18 1,46
8,68 191 648 7,19 7,34 | 10,65 0,15 1,33 0,16 2,70
15,01 3,46 10,66 2342 19,38 | 27,48 1,01 2,93 0,46 10,82
25,74 16,08 ---- 3290 35,13 2993 1,80 8,10 1,57 22,38
24,85 36,24 26,32 37,70 37,34 | 29,62 6,73 12,78 4,51 26,23
— 13,57 18,67 1331 -
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FIGURA 1: Concentra¢des plasmdticas médias de progesterona das fémeas do grupo controle frente as
concentragdes individuais de progesterona das fémeas do grupo experimental durante as fases de proestro

e estro. Cada coleta corresponde a um intervalo de 48 horas. Botucatu, 2009.

Em relacdo as duas fémeas pertencentes aos grupos controle e experimental, a curva da
progesterona foi maior no estro espontineo conforme mostra a Figura 3. Essa diferenca,
possivelmente, foi em virtude de um nimero maior de foliculos ovulados no estro
espontaneo, levando a um ndmero maior de corpos liteos sintetizando progesterona.
Além disso, outra hipétese para explicar tal diferenca nessa curva € a possibilidade das
ovulacdes ocorrerem mais tardias no estro induzido em relagdo ao estro espontaneo e,
dessa maneira, a formacdo dos corpos liteos ocorreria também mais tardiamente e,

consequentemente, a elevacio da progesterona levaria mais tempo para ocorrer.
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FIGURA 2: Perfil das concentragdes plasmdticas de progesterona das fémeas do grupo controle e do grupo
experimental durante as fases de proestro e estro em relacdo ao tempo (dias) conforme o ciclo estral
evolui. O aumento da concentra¢do de progesterona torna-se mais evidente por volta do dia 7, periodo

correspondente ao final do proestro inicio do estro. Botucatu, 2009.
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FIGURA 3: Perfil das concentra¢des plasmaticas de progesterona das 2 fémeas acompanhadas durante o

proestro e estro dos cios, espontaneo e induzido. Botucatu, 2009.

A citologia vaginal foi uma das ferramentas utilizadas no presente trabalho para o
acompanhamento das fases do ciclo estral. Embora quando utilizada isoladamente nao
seja um critério fidedigno (JOHNSTON et al. 2001), os esfregacos vaginais associados
a outros exames complementares foram utilizados para a detec¢do das fases do ciclo
estral das fémeas de ambos os grupos.

Os resultados referentes ao perfil citolégico eram interpretados de acordo com Feldman
e Nelson (2004), que consideram como estro citolégico o momento em que o nimero de
células superficiais e/ou escamas € igual ou superior a 80%. Na Figura 4, é possivel
observar a evolucdo do padrdo citolégico concomitantemente ao desenvolvimento do

ciclo estral e fica clara a semelhanca entre as duas condicdes.
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Os resultados estatisticos dos exames citolégicos apontaram uma similaridade entre os
grupos, embora os resultados sugiram a existéncia de um possivel retardamento do
grupo experimental em relacdo ao controle quanto ao momento de surgimento da maior
porcentagem de células superficiais em relacdo aos dias do ciclo estral (p = -0,10).

Esse resultado indica que os perfis de citologia nos grupos estudados sdo paralelos (p =
-0,77) ndo sendo constatado efeito do grupo (p = -0,34). Em sintese, esses resultados
apontam que ambos os grupos se comportam de maneira semelhante ao longo do tempo,

havendo diferenca significativa apenas relacionada ao tempo (p = <0,0001).
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FIGURA 4: Padrio citolégico das 2 fémeas acompanhadas durante o proestro e estro espontineo e

induzido. Botucatu, 2009.
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FIGURA 5: Microscopia Optica de esfregaco vaginal de fémea do grupo controle durante as fases de
proestro, estro e inicio de diestro. A, B e C: células parabasais, intermedidrias pequenas e eritrécitos
indicando proestro citolégico; D e E: células intermedidrias grandes (final do proestro citolégico); F:
células superficiais e escama (estro citoldgico); G: células intermedidrias grandes e pequenas, neutréfilos;
H e I: células intermedidrias pequenas, células parabasais, neutrdfilos, e células do metaestro (inicio de

diestro citoldgico). Botucatu, 2009.
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FIGURA 6: Microscopia Optica de esfregaco vaginal de fémea do grupo experimental durante as fases de

proestro, estro e inicio de diestro. A, B e C: células parabasais, intermedidrias pequenas e eritrécitos
indicando proestro citolégico; D, E e F: células intermedidrias pequenas e grandes e eritrécitos (meio do
proestro citoldgico); G: células intermedidrias grandes e células superficiais (final de proestro
citologico); H: mais de 80% de células superficiais (estro citolégico) I: célula superficial; J e K: células
intermedidrias pequenas e grandes, células parabasais, neutréfilos (inicio de diestro citolégico); L: células

intermedidrias pequenas, células parabasais e célula do metaesro (diestro citolégico). Botucatu, 2009.
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FIGURA 7: Perfil da citologia vaginal das fémeas do grupo controle e do grupo experimental durante as
fases de proestro e estro em relacéio ao tempo (dias) conforme o ciclo estral evolui. A curva da citologia
aumenta durante o proestro onde existe a dominancia do estrégeno. Apds esse periodo, a concentragdo de

progesterona aumenta inversamente proporcional ao padrdo citolégico. Botucatu, 2009.

Na andlise de correlagcdo entre as concentra¢des de progesterona com os demais
parametros observados, edema vulvar e secrecdo vaginal, tanto para os animais do
grupo controle quanto do grupo experimental. Os resultados mostraram uma correlagdo
negativa entre o escore de progesterona e o edema de vulva para ambos os grupos r = -
0,62, p=0,0088 (controle) e r =-0,61, p = 0,0055 (experimental) (Figura 8).

O edema de vulva observado durante o proestro e estro ocorre em virtude da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade capilar promovido pelo estrégeno
(JOHNSTON et al., 2001). Portanto, o edema presente durante essas fases nio mantém
relacdo com a progesterona, o que explica a ji esperada correlacdo negativa entre

progesterona e edema de vulva.
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FIGURA 8: Gréficos para visualizar o perfil da progesterona e o escore para edema vaginal durante as fases

de proestro e estro, separados por grupo. O escore do edema vaginal apresenta valores de 0 a 5

N

correspondentes a intensidade observada durante as coletas. Os valores foram separados da seguinte

maneira: 0 (auséncia -), 1 (leve +), 3 (moderado ++) € 5 (intenso +++). Botucatu, 2009.

Para a correlagdo entre o escore de progesterona e secrecdo vaginal, os resultados
apontaram nao existir correlagdo significativa para o grupo controle (r = -0,26, p =
0,35); para o grupo experimental, a correlagdo foi de r = -0,52, p = -0,52) (Figura 9).
Esse resultado era esperado, ja que, assim como o edema de vulva, a secre¢do vaginal
também apresenta correlagdo com o estrégeno e nio com a progesterona. A medida que
o estrégeno aumenta durante o proestro, o edema de vulva e a secre¢do vaginal também
aumentam e, conforme a progesterona aumenta durante o final do proestro e estro, os

sinais clinicos diminuem (FELDMAN e NELSON, 2004; LACROIX, 2004).
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FIGURA 9: Gréficos para visualizar o perfil da progesterona e o escore da secreciio vaginal durante as

fases de proestro e estro, separados por grupo. O escore da secre¢do vaginal apresenta valores de 0 a 5

correspondentes a intensidade observada durante as coletas. Os valores foram separados da seguinte

maneira: 0 (auséncia -), 1 (leve +), 3 (moderado ++) e 5 (intenso +++). Botucatu, 2009.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram interessantes e mostraram a
eficdcia da cabergolina na indug@o do estro em cadela, visto que em todas as cinco
fémeas submetidas ao tratamento, o estro pode ser observado e acompanhado. Além
disso, o IIE pode ser diminuido em até 56 dias, o que pode representar uma melhor
adaptacdo a demanda do mercado.

Embora o tratamento para a inducdo do estro em cadela ainda seja
considerado oneroso, os resultados positivos podem melhorar e facilitar o manejo dos
canis e, consequentemente, diminuir o custo de producdo de filhotes. Além disso,
alguns trabalhos estdo sendo desenvolvidos para verificar a eficicia do tratamento com

cabergolina em baixas dosagens e, dessa maneira, diminuir custo desses tratamentos.
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As pesquisas com foco na reproducdo dos pequenos animais tém
apresentado resultados favordveis, o que contribui com os avancos biotecnolégicos.
Assim como nas demais espécies, o completo conhecimento do ciclo estral da espécie
canina é fundamental antes de haver a implantacdo das biotecnologias e, para tal, sao
necessdrias mais pesquisas, cujo enfoque seja a comparagdo entre o ciclo espontaneo e

induzido, a fim de minimizar efeitos colaterais e maximizar os resultados.

Conclusoes
A cabergolina quando administrada durante o inicio anestro é capaz de induzir um estro
fértil, uma vez que todas as cinco fémeas submetidas ao tratamento de indugdo
apresentaram sinais de estro e quatro fémeas, apds cobertura, tornaram-se gestantes e
pariram normalmente;
O IIE foi menor em todas as cinco fémeas tratadas com cabergolina em relacio ao estro
espontineo, sendo observado uma diminuicao de até 56 dias, ou seja, quase dois meses;
O perfil da progesterona ndo apresentou diferencas entre os grupos estudados, assim
como o padrdo citolégico. Entretanto, a curva de crescimento da progesterona, em duas
das cinco fémeas, levou mais dias para atingir os mesmos valores obtidos no estro
espontaneo;
Os animais tratados com a cabergolina ndo apresentaram nenhum efeito colateral o que
mostra a seguranga desse fAirmaco para a inducio do estro.
O presente trabalho possibilitou o acompanhamento e observacdo do ciclo estral de
fémeas caninas e mostrou uma semelhanca entre os estros, espontaneo e induzido,
quanto aos: sinais clinicos, mudangas comportamentais, padrdo citologico e

concentragdo de progesterona.
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