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Eu amo tudo o que foi
Tudo o que ja nao é

A dor que ja ndao me doi

A antiga e errénea fé

O ontem que a dor deixou
O que deixou alegria

S6 porque foi, e voou

E hoje é ja outro dia

Fernando Pessoa



Mesmo quando tudo pede um pouco mais de calma
Mesmo quando o corpo pede um pouco mais de alma
Eu sei, a vida ndo para

Enquanto o tempo acelera e pede pressa
Eu me recuso faco hora vou na valsa
A vida e to rara

Até quando o corpo pede um pouco mais de alma
A vida nao para

Enquanto todo mundo espera a cura do mal

E a loucura finge que isso tudo é normal

Eu finjo ter paciéncia

O mundo vai girando cada vez mais veloz

A gente espera do mundo e o mundo espera de nés

Um pouco mais de paciéncia

Sera que é o tempo que lhe falta pra perceber
Sera que temos esse tempo pra perder

E quem quer saber

A vida é tao rara

Mesmo quando tudo pede um pouco mais de calma
Mesmo quando o corpo pede um pouco mais de alma
Eu sei, a vida ndo para (a vida ndo para néao)

Sera que é tempo que me falta pra perceber
Sera que temos esse tempo pra perder

E quem quer saber

A vida é tjo rara

Mesmo quando tudo pede um pouco mais de calma

Até quando o corpo pede um pouco mais de alma
Eu sei,a vida nao para...a vida nao para

Lenine- Paciéncia
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DERUSSI, A.A.P. Efeitos da aplicacdo do benzoato de estradiol na
prevencao de gestagcdo em cadelas. Botucatu, 2008. 99 p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do benzoato de estradiol na prevencgéo de
gestacdo em cadelas recém-acasaladas. Utilizou-se 24 fémeas: GRUPO |
(Experimental) — 12 cadelas que receberam uma unica aplicagdo de benzoato de
estradiol, dose de 0,2 mg/Kg, via intramuscular, entre o 2° e 7° dia da data da ultima
cobertura. GRUPO Il (Controle)- 12 cadelas que receberam solucéo oleosa diluente,
dose de 0,2 mlI/Kg, via intramuscular, entre os dias 2 e 7 da ultima data de cobertura.
A ovariohisterectomia (OSH) foi realizada entre os dias 6 a 16 apds a ultima cobertura
e foram avaliadas: taxa de recuperagdo e degeneracdo ovocitaria/ embrionaria;
viabilidade embrionaria e a influéncia do farmaco sobre a migracdo, clivagem e
implantagcao embrionaria. Foi examinado, também, os efeitos do benzoato de estradiol
no sistema hematologico apo6s a utilizagdo da droga. Para avaliacdo dos hemogramas
foi realizado anélise de varidncia —~ANOVA (p< 0,05) para medidas repetidas e o teste
de Tukey para os parédmetros hematoldgicos. Para as variaveis recuperacao ovocitaria
e embrionaria foi utilizado o coeficiente de correlagédo de Pearson; para migragcao
embrionaria e clivagem embrionaria foi realizado o teste de qui-quadrado, na analise
de viabilidade embrionaria foi utilizado teste exato de Fisher e na analise da
implantacado foi utilizada analise descritiva dos dados. Todos os testes foram
realizados a 5% de nivel de significancia. Obteve-se 03 embrides no grupo
experimental e 52 no grupo controle; o benzoato de estradiol exerceu influencia sobre
0 numero de estruturas recuperadas, porém nao influenciou a migracao, clivagem e a
viabilidade embrionaria quando utilizado até o 7°dia apdés a cobertura. Nao foi
detectada a presenca de vesiculas embrionarias implantadas em ambos os grupos,
porém, acredita-se que as OSHs foram realizadas precocemente, impossibilitando a
verificacdo da atuacéo do farmaco sobre essa variavel. Os paradmetros hematologicos
mostraram diferenca significativa em relagdo ao volume globular e hemoglobina 15
dias apds a aplicagdo do farmaco, apenas nas cadelas que receberam a droga 4 a 5
dias apés a ultima cobertura, no entanto, ao final do experimento todas as fémeas

apresentavam hemogramas normais.

Palavras- chave: benzoato de estradiol, prevengéo, embrides, cadelas



DERUSSI, A A.P. Effects of estradiol benzoate on prevention of canine
pregnancy. Botucatu, 2008. 99 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista

ABSTRACT

The purpose of this experiment was to evaluate the effects of the estradiol benzoate
on the prevention of pregnancy in mismantig dogs. For that, 24 bitches were divided,
in: Experimental Group - 12 bitches that has received a single application of the
estradiol benzoate (dose of 0,2 mg/Kg, intramuscular application), in a 2 to 7° days
after the last mating. Control Group - 12 bitches received an oily solution (dose of 0,2
mL/Kg, intramuscular application) on the same period (between 2 to 7 days after the
last mating). Ovariohysterectomy (OSH) has performed, between days 6 and 16 after
the last mating and the parameters evaluated were the recovery rate and the
embryonic/ oocytary degeneration rate and the influence of the drug on the migration,
the viability, clivage and embryonic implantation. The effect of the estradiol benzoate
on the hematologic system after the use of the drug was also investigate. For the
oocytary and embryonic recovery variables the coefficient of Pearson correlation was
used, in the analysis of the embryonic migration and embryonic clivage a qui-square
test was carried qui-square test, in the analysis of embryonic viability were used the
Fisher's exact test were used and in the analysis of the implantation descriptive
analysis o was used. All the tests used 5% of significance level.Three embryos in the
experimental group and 52 embryos in the control group were acquired; estradiol
benzoate did practise influences on the number of structures recouvered, but, nor on
the migration, clivage and embryonic viability, when used until the 7° day after the
mating. There was no detection the presence of embryonic vesicles in both the groups,
Apparently, OSHs were performed to soon for the detection of embryonic vesicle
during implantation, disabling the verification on the atuation of this drug on this
variable. In the hematologic variables, differences were observed differences in
relation with the blood count and haemoglobin count, only in bitches that were
received the drug on the 4 and 5 days after mating, however, at the end of this

experiment, all the bitches were healthful, presenting a normal hemogram

Key- Words: estradiol benzoate, prevention, embryos, bitches



INTRODUCAO

Por muito tempo, as atitudes primarias de controle das populagbes de
cées e gatos estiveram pautadas somente na captura e na eutanasia desses
animais, entretanto, essas acdes tradicionais, simplesmente eliminavam o
excedente populacional, sem a preocupagéo de atuar diretamente no foco do
problema.

Atualmente, o controle populacional ocorre em um periodo transicional
na saude publica veterinaria, focando esses animais ndao apenas como
potenciais zoon6ticos, mas sim, como integrantes das familias e comunidades,
que pelo estreitamento de convivio e intensificagdo do vinculo entre seres
humanos e animais, gerou um alto valor intrinseco agregado (GARCIA, 2006).

Recentemente foi sancionado o projeto de lei 12.916 (16 de abril de
2008) que proibe a eutanasia em animais saudaveis em 645 municipios do
estado de Sao Paulo, medida que de certa forma, atende as determinacgbes da
Organizagdo Mundial da Saude que sempre preconizou a esterilizacdo de
animais, conscientizagcao na protecao e posse responsavel.

Esta nova viséo, no entanto, exige do ser humano uma atuagdo mais
eficaz e direcionada ao foco do problema: a procriagdo animal sem controle e a
falta de responsabilidade quanto a posse, propriedade ou guarda de um animal
de estimacao.

Crias indesejaveis sempre fizeram parte das grandes preocupacgdes de
proprietarios de caes e gatos, no entanto, quando o assunto & contracepcéo,
em especial 0 uso de anticoncepcionais, ha um conflito e a discordancia do uso
desses farmacos, mesmo dentro da classe médica veterinaria.

E fato que o uso indiscriminado de farmacos contraceptivos geram
efeitos colaterais importantes, incluindo enfermidades do sistema reprodutivo
ou até mesmo a morte do animal, porém, € notavel que maiores informacdes a
respeito dessas drogas também sdo necessarias, ja que varias dessas drogas

nao definem claramente a fase do ciclo estral que devem ser utilizadas.

by

As categorias de drogas destinadas a interrupcdo da gestacédo e/ou
abortamento na cadela tém seu mecanismo de agdo dependente do estagio

gestacional em que sao utilizadas, a capacidade de gerar a morte fetal, da



absorgéo e/ou abortamento ou até mesmo a indugdo do parto (HOFFMAN,
2004).

Alguns estudos estdo sendo realizados na tentativa de resgatar a
popularidade do estrégeno exdgeno como método de abortamento ou
prevencédo da implantagdo, pois por muitos anos esta medida era considerada
ineficiente e insegura. Publicagbes recentes evidenciam o uso de baixas doses
de estrogenos em cadelas acasaladas e demonstram resultados seguros e
efetivos (LOFSTEDT, 2004; TSUTSUI, 2006).

A utilizacdo do benzoato de estradiol na prevengao da implantacédo em
cadela recém acasalada € uma forma de contracepgéo, que pode atuar de
forma menos dispendiosa sobre o controle populacional dos caes, ja que
muitas vezes a implantagdo de um programa de controle animal através do uso
de esterilizacao cirurgica, além da alocacao de recursos financeiros, técnicos e
humanos, exige planejamento que englobe diagnostico, agcbes preventivas,
monitoramento, avaliacdo e dedicacdo permanentes, seguindo as exigéncias
da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo.

Pesquisa recente indica que em média 95% das cadelas
reprodutivamente normais que sdo acasaladas em seu periodo fértil tornam-se
gestantes (REYNAUD et al.,, 2006). O tempo relativamente longo de
permanéncia dos ovdcitos nas tubas uterinas, associado a longevidade da
capacidade fecundante dos espermatozéides e o rapido transporte espermatico
nos cornos uterinos sugerem que um unico acasalamento é suficiente para
produzir uma gestagao.

A utilizagc&o do benzoato de estradiol em cadela recém acasalada é uma
forma de contracepcao e estudos sobre a dose, efeitos colaterais, aplicagédo em
momento adequado do ciclo estral, poderiam intensificar o uso desse horménio
e aumentar sua eficacia. O estudo sobre o uso correto deste farmaco tem
como intencédo facilitar a utilizacdo do produto, contribuindo diretamente para
controle populacional de caes, especificamente em casos de coberturas

recentes nao desejadas.



REVISAO DE LITERATURA

O progresso na reproducdo de pequenos animais tem gerado maior
interesse no manejo gestacional de fémeas caninas e felinas, tanto no sentido
do acompanhamento da gestagéo, quanto na determinagéo de sua interrupgéo
precoce. O maior conhecimento a respeito da fisiologia reprodutiva canina
associado a disponibilidade de preparagdes farmacolégicas hormonais tém
contribuido para o controle e manipulacdo do ciclo estral destas fémeas
(CONCANNON, 2004).

Caracteristicas reprodutivas como uma longa viabilidade gametogénica,
ciclos ovarianos que envolvem variagdo na maturacao ovocitaria, periodo de
fertilizagdo prolongado, desenvolvimento embrionario lento e um periodo
anterior a implantacéo particularmente demorado, fazem dos cées uma espécie
com grande variagcado individual e tornam o controle sobre sua reproducéo
extremamente desafiador (CONCANNON e VERSTEGEN, 2005).

Fertilizacao

O processo de maturagdo ovocitaria possui aspectos peculiares a
espécie canina, pois diferentemente das demais espécies, os ovocitos caninos
sao liberados na porcéo inicial das tubas uterinas ainda em estado imaturo, néo
podendo, portanto, serem fecundados imediatamente ap6s a liberagcdo. Os
ovocitos em estagio de vesicula germinativa (VG) sao observados ainda cerca
de 44 horas ap0s a ovulagao, ou seja, 2 dias apos a onda pré-ovulatéria de LH
(LUVONI et al., 2006).

A extrusdo do primeiro corpusculo polar, resultante da metafase | ocorre
dentro de 44 a 48 horas da ovulagcdo e o segundo corpusculo polar é
observado somente ap6s a metafase Il, ou seja, 54 horas apds a ovulacao
(LUVONI et al., 2006). A maturagéo nuclear nas cadelas ocorre apenas quando
os ovocitos atingem a porgdo média das tubas uterinas, cerca de 48 a 72 horas
das ovulagdes e neste momento identifica-se um elevado nivel de progesterona
na circulagcao (CONCANNON et al., 1989; REYNAUD et al., 2005).

O mecanismo de transporte espermatico nos caes esta relacionado a

uma rapida propulsdo dos gametas. Contragdes vaginais e miometriais que



ocorrem durante o coito contribuem com este processo, ja que,
espermatozoides sédo encontrados nas tubas uterinas, cerca de 20 a 50
segundos, apdés o acasalamento (ENGLAND et al., 2006). O decréscimo da
fertilidade espermatica é observado cerca de 1 a 2 dias ap6s esses gametas
serem depositados no trato genital da fémea, porém o0 numero de
espermatozoides férteis ainda permanece alto e sao passiveis de fecundidade
podendo sobreviver em média por 6 a 7 dias (CONCANNOM, 2000; REYNAUD
et al., 2006).

No momento da fecundagéo, os ovdcitos secundarios estdo localizados
na por¢cdo média a distal das tubas uterina (cerca de 60 horas apds a ovulagao)
e possuem a zona pelucida (ZP), como matriz extracelular, exercendo um
importante papel durante a interagdo gametogénica e fertilizagdo (DE LOS
REYES e BARROS, 2000), ja que, a identificagéo entre os gametas é realizada
por moléculas complementares associadas a ZP e a membrana plasmatica do
espermatozo6ide (MOORE, 2001).

O processo da fecundacdo €& caracterizado pela penetracdo do
espermatozoide na ZP do ovécito, chegando ao espago perivitelinico,
proporcionando interagdo entre oolema e plasmalema na regidao apical do
segmento equatorial do espermatoz6ide (MOORE, 2001). Este fenébmeno é
fundamentado na fusdo dos pro-nucleos feminino e masculino e liberagcado do
segundo corpusculo polar, caracterizando a fertilizagdo completa, formando o
nucleo de uma nova célula embrionaria, ou seja, o zigoto (CONCANNON,
2000; CONCANNON, 2004; REYNAUD et al., 2005; TSUTSUI et al., 2006).

O periodo de fertilizacdo das cadelas é extremamente prolongado, ou
seja, de aproximadamente 12 a 14 dias, no entanto, segundo Concannon
(2004) e England et al., (2006), o apice de fertilidade estd compreendido entre
o dia do surgimento da onda de LH, considerado como dia 0 (D0) do ciclo estral
nas cadelas até o 5° dia apds, pois nesse intervalo estdo incluidos o pico
hormonal de LH e a ovulagdo. Cinco dias ap6s a ovulagao, ja se observa o
declinio da viabilidade ovocitaria, sendo que sete dias apds a ovulagcdo a
chance de fertilizagdo é considerada rara (CONCANNOM, 2000; ENGLAND e
CONCANNON, 2002). No entanto, as cadelas ainda podem ter ovécitos aptos

a serem fecundados com até sete a oito dias ap6s a ovulagéo e acasalamentos



apos nove a 10 dias do pico de LH podem ainda ser fertéis e resultar em
gestacdo (CONCANNON, 2004; TSUTSUI et al., 2006).

Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario é dividido em trés periodos: periodo de

desenvolvimento do ovoécito fertilizado (2 a 17 dias), caracterizado pela

presencga do zigoto até a formacgéo do blastocisto; periodo de desenvolvimento

embrionario propriamente dito (19 a 35 dias), iniciado pelo processo de

implantagcdo do blastocisto até a completa organogénese e periodo de

desenvolvimento fetal (35 dias ao nascimento), no qual, as caracteristicas

fetais sdo evidenciadas e ocorre um rapido crescimento fetal (PRETZER,
2008).

O inicio das clivagens ocorre por volta de 72 a 96 horas apds as
ovulagbes e segundo Tsutsui et al., (2006), os zigotos apresentam-se
bipartidos na porcdo média distal da tuba uterina. Apdés 120 horas das
ovulacbes, estas estruturas possuem diametro variando de 110 a 170 ym e
permanecem um longo periodo na juncao utero-tubarica (7 a 10 dias), quando
comparados a demais espécies (3 a 4 dias) (PRETZER, 2008).

De acordo com Reynaud (2006), as clivagens prosseguem atingindo o
estagio de oito células embrionarias, cerca de 124 a 288 horas apds as
ovulagdes e esta fase corresponde a ativagdo do genoma embrionario. Nessa
etapa alguns embrides ainda est&o envolvidos por uma camada de células do
cumulus. A divisdo subsequiente em 16 células ocorre na porgao distal da tuba
uterina e o embrido possui diametro variando de 188 a 200 ym, incluindo a ZP.

As morulas ja sao visiveis, com 192 a 216 horas ap6és as ovulagdes, 8,5
a 10 dias apds as ovulagdes e permanecem acumuladas no segmento distal da
tuba uterina, sendo dependentes da secre¢ao local para garantir sua nutricdo
(TSUTSUI et al., 1989; SONGSASEN e WILDT, 2007). Embrides podem iniciar
a entrada nos cornos uterinos, em estagio de 16 células, porém, moérulas ou
blastocistos inicias s&o as estruturas mais comumente encontrados adentrando
ao utero (PRETZER, 2008).

Aparentemente, a clivagem embrionaria de duas a 16 células ocorre

mais rapidamente apos a fertilizagdo de ovocitos com maturagdo mais



avangada, quando comparado a de ovdcitos também ja maturados, porém, em
uma fase menos avangada e segundo Concannon et al. (2001), este achado
pode explicar, em parte, porque a duragdo da gestagcdo € similar entre
acasalamentos que ocorrem antes ou dias ap6s a maturagdo ovocitaria;
também o fato do periodo entre as fertilizagbes ocorrerem com uma duragao
limitada de cinco a sete dias apds a onda pré - ovulatoria de LH, gera clivagens
mais rapidas no periodo pré-implantagdo que tendem a tornar os estagios de
desenvolvimento embrionarios similares, antes de serem efetivamente
implantados.

Com 10 a 12 dias apdés as ovulagbes, uma cavidade se desenvolve
rapidamente no centro da moérula e € denominada de blastocele originando o
blastocisto, caracterizado por conter em média 32 a 64 células. O blastocisto
expandido ja pode ser encontrado no 12° dia apds as ovulagdes (REYNAUD et
al., 2006).

A fase posterior do desenvolvimento embrionario é caracterizada pelo
processo de gastrulacdo, ou formagdo das camadas germinativas. Nesse
estagio, a simples camada formadora da blastula, é convertida em uma
estrutura tri-laminar constituida externamente pelo ectoderma, camada média
pelo mesoderma e uma camada interna denominada de endoderma
(PRETZER, 2008). O diédmetro do blastocisto inicial € de 215 a 350 pm,
chegando a 500 a 750 ym na fase de blastocisto expandido, porém podem
atingir 1000 um no estagio de blastocisto tardio (REYNAUD et al., 2005).

Entre os estagios de blastocisto inicial e expandido, ocorre uma
diminuicdo da espessura da zona pelucida, provavelmente por consequéncia
de acao enzimatica e movimentos embrionarios. Os embriées entram no lumen
uterino e permanecem livres por um periodo variavel de 12 a 17 dias apos as
ovulagbes; nesta fase, os embrides atingem um didmetro de 2300 ym com
ocorréncia de migracao trans-cornual (REYNAUD et al., 2005).

O blastocisto atinge 2500 um, com 16 a 20 dias e sua conformacao
expandida dificulta sua passagem corpo uterino. Nesta fase, o blastocisto pode
se apresentar sem a ZP, porém, a existéncia de uma ruptura da zona pelucida
devido a ac&o de enzimas proteoliticas que degradam essa estrutura ainda é
pouco conhecida nos caes (REYNAUD et al., 2005).



Na maioria das espécies a migracao uterina ocorre em 40% ou mais dos
animais gestantes, principalmente quando o numero de ovulagbes entre o
ovario direito e esquerdo sao diferentes. A migracao embrionaria uterina visa a
distribuicdo fetal igualitaria entre os cornos direito e esquerdo, permitindo o
espagamento equidistante entre os fetos, possibilitando o desenvolvimento
embrionario normal (TSUTSUI et al., 2001).

A fase de ocorréncia da implantagdo nas cadelas segundo Allen (1995),
Concannon (2000), Reynaud et al., (2006), Gunzel-Apel (2008), Pretzer (2008)
e Verstegen-Oclin e Verstegen (2008) ocorre 18 a 21 dias ap6s as ovulagoes,
ou seja, 20 a 23 dias da onda pré-ovulatoéria de LH.

Os caes sao extremamente férteis, com uma taxa de fertilidade em torno
de 95%. Essa fertilidade alta é devido provavelmente as coberturas poderem
ocorrer tdo cedo como 5 dias antes das ovulagdes ou t&o tarde como 6 dias
apos as ovulacdes e também devido a sobrevida longa dos espermatozoides
no utero (aproximadamente 7 dias) e os odécitos nas tubas uterinas
(aproximadamente 7 a 8 dias, incluindo 5 dias ap6s a maturagcédo oocitaria
(CONCANNON et al., 2009)

Ainda de acordo com Concannon et al. (2009) o parto nas cadelas
ocorre 65 dias + 1 dia ap6s a onda pré-ovulatéria de LH (D0), em média 63 dias
apo6s a ovulagao, 64 dias apdés o tempo médio da primeira cobertura e 43 dias
apos a implantacgéo.

O desenvolvimento embrionario inclui o periodo de tempo necessario
para que as trés camadas germinativas se diferenciem (PRETZER, 2008). A
invasdo endometrial se inicia por volta do 13° dia de gestacéo e é caracterizada
pelo aparecimento de massas de sinciciotrofoblasto que penetram entre as
células epiteliais maternas de forma crescente em diregcdo ao perimétrio,
espalhando-se pelo lumen das glandulas endometriais.

Neste periodo compreendido entre 10 a 14 dias ap6s a fertilizagao,
reagdes inflamatorias locais, caracterizadas pelo aparecimento de edema,
infiltragcdo neutrofilica e linfocitaria, com congestéo ja sao notadas nos cornos e
corpo uterino, indicando os possiveis locais de futura implantagcéo
(VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008). Entre o 21° e 40° dia apds a
fertilizacdo, cada embrido em crescimento adquire um formato esférico e

durante esta fase ja ha uma pequena diferenciagdo anatémica. Até o 35° dia ha



uma constricdo entre cada vesicula embrionaria e apos este periodo com o
crescimento dos embrides ha uma expansao dessas constricées, de forma que
as membranas corio-alantoideas adjacentes entram em contato umas com as
outras e ambos os cornos uterinos tornam-se uniformemente distendidos,
permanecendo assim até o final da gestacao (ALLEN, 1995).

O periodo de desenvolvimento fetal ocorre ap6s a finalizagdo da
organogénese e nesta fase as caracteristicas como pigmentagao, crescimento
dos pélos e unhas, fechamento e fusdo de palpebras, formagcédo do ouvido
externo, alongamento corpéreo (principalmente entre 32° e 55° dia da
fertilizagcéo), diferenciacéo entre cabeca, tronco, abdémen e uma diferenciacao
sexual ja podem ser notados (LOFSTEDT, 2004; PRETZER, 2008).

A gestacao pode variar de 57 a 72 dias quando se considera o intervalo
entre cobertura e parto, porém, quando as ovulagdes ocorrem de 48 a 60 horas
apés a onda pré-ovulatéria de LH, ou mais precisamente, quando a
concentragcdo plasmatica de progesterona atinge 2ng/ml, o intervalo entre a
ovulagdo e o parto parece ser constante, ou seja, em média de 64 dias
(TSUTSUI et al., 2006). Da mesma forma uma grande variagdo na duracéo da
gestacao pode ser observada quando a contagem se inicia no primeiro dia de
multiplos acasalamentos ou na ultima cobertura de varios acasalamentos, os

extremos encontrados diferem de até duas semanas (CONCANNON, 2000).

Endocrinologia da gestacao canina

A integridade gestacional é mantida por uma interacdo delicada de
horménios do eixo hipotalamo-pituitario-gonadal associada a fatores
placentarios, imunologicos, paracrinos e autdcrinos entre mae e fetos
(SCHAFER-SOMI, 2008).

A regulagdo dos corpos luteos na fase do diestro, na cadela, € um
processo dinamico, baseado em uma inter-relacdo complementar entre
horménios, como a progesterona, prolactina, LH, estradiol e relaxina
(VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008).

A concentragcdo plasmatica de progesterona aparentemente & similar
tanto em cadelas gestantes quanto nas nado gestantes, porém é pouco

elucidado o reflexo dessa concentragcdo, tanto na fungdo luteal, como no



préprio metabolismo hormonal. O curto periodo de elevagédo da progesterona
plasmatica e o declinio abrupto sdo considerados fisiolégicos, desde que a
concentracéo de progesterona aumente no final do proestro, apresenta um pico
em torno do 20° ao 30° dia apds o surgimento da onda pré-ovulatéria de LH e
declineo, atingindo niveis basais em torno dos 60 a 70 dias. A quantificacdo de
metabolicos da progesterona medida através de analise fecal é
significativamente maior em animais gestantes, porém a metabolizagcédo
periférica deste hormdnio na regido placentaria, faz com que 0s niveis séricos
permanecam similares (VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008).

A produgédo de progesterona durante a gestagao € maior do que no ciclo
nao gestante, embora essa diferenca ndo seja observada nas concentra¢des
de progesterona periférica, devido a um aumento do metabolismo da
progesterona e da diluicdo pelo aumento do volume e da distribuicdo
plasmatica o que poderia reduzir cerca de 25 % ou mais da concentracéo de
progesterona circulante. Além disto, o clearence hepato biliar da progesterona
é duas vezes mais alto em cadelas gestantes do que cadelas nao gestantes
(CONCANNON et al., 2009).

A progesterona é absolutamente imprescindivel na manutencado da
gestacéo nas cadelas, pois a secrecéao insuficiente deste hormdnio influéncia o
desenvolvimento do corpo luteo, podendo causar morte embrionaria precoce
mesmo que o processo de implantagéo tenha sido adequado (GUNZEL-APEL,
2008). Niveis abaixo de 2 ng/ ml geram uma insuficiéncia luteal, que segundo
Tibold e Thurdéczy (2008) podem ocasionar reabsor¢gdo ou morte fetal,
principalmente durante a segunda metade da gestacéo.

A progesterona garante a diferenciagdo endometrial e secregcéo das
glandulas endometriais, necessarias ao processo de gestacdo e adeséo
placentaria. A supressdo da contratilidade uterina também é auxiliada pela
progesterona, devido a sua acdo preventiva da atividade uterogénica do
estrégeno, que apesar de diminuida no fim da fase estral € aumentada
significativamente ap6s 10° a 15° dias do surgimento da onda pré-ovulatéria de
LH (VERSTEGEN-ONCLIN e VERSTEGEN, 2008).

A contrac&o uterina depende de um mecanismo hormonal resultante da
interagdo complexa entre a actomiosina e o ATP, num meio i6nico adequado.

O estrégeno faz a sintese da proteina contratil, auxiliado pela concentracao de
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actomiosina e do sistema adenosina trifosfatase (ATP) e o bloqueio
progesterdnico atua no potencial da membrana alterando o gradiente iénico,
diminuindo a sensibilidade da célula miometrial ao estimulo contratil, através do
bloqueio dos canais de Ca ** (hiperpolarizando a membrana), bloqueando a
conducéo da atividade elétrica de uma célula muscular a outra, impedindo a
contratilidade, mantendo a gestacdo (CLARK e MARKAVERICH, 1988).

A secrecdo hormonal de FSH, LH e prolactina durante o periodo
gestacional ainda nao esta completamente esclarecida, no entanto, sabe-se
que a prolactina é extremamente requerida na gestacado, principalmente no
segundo terco gestacional, permanecendo elevada durante o final da gestacao
e lactagcéo, enquanto a presenca de LH é facultativa (VERSTEGEN-ONCLIN e
VERSTEGEN, 2008). O corpo luteo canino requer o suporte de horménios
luteotréficos, como o LH e prolactina, ap6s o 18° dia de gestagado, pois uma
diminuicdo da concentracdo destes horménios geram declinio das
concentragcdes de progesterona nesta fase, o que pode gerar reabsorgao fetal
(KUSTRITZ, 2001).

Apobs o 25° dia de gestagado ocorre aumento especifico da gestagédo nas
concentracbes de prolactina, elevando a producgao total de progesterona e
prolongando a vida funcional do CL até o final da gestacdo. Nao esta
completamente entendido se esta elevagdo de prolactina; especifica da
gestacéao € estimulada e mantida pela secreg¢édo de relaxina placentaria que se
inicia simultaneamente entre os dias 25 e 30 da gestagao e persiste até o final
da mesma (CONCANNON et al., 2009).

A relaxina é detectada especificamente em cadelas gestantes e esta
elevada proxima aos dias 21 a 24 do surgimento da onda pré-ovulatéria de LH,
permanecendo alta, até o final da gestacdo, diminuindo apés o parto, mas
ainda detectavel ate 30° dia de lactacdo (VERSTEGEN-ONCLIN e
VERSTEGEN, 2008). Em ratas e coelhas, a secre¢éo de relaxina é realizada
por células luteais e iniciam a regulac&o luteal, ja em porcas a associagdo
deste hormbnio com a prolactina estimula a secre¢do de progesterona, porém
a relacao deste horménio em cadelas necessita de maiores estudos.

O papel do 17-B estradiol na regulagédo da funcéo luteal ainda néo esta
totalmente esclarecido. Segundo Verstegen-Onclin e Verstegen (2008), o

aumento deste hormdnio ocorre por volta do 10° ao 64° dia do diestro, se



11

mostrando mais elevado em animais gestantes, provavelmente originario do CL
gestacional, desde que nao se observa a mesma elevagédo na fase luteal de
animais nao gestantes. As principais modificagbes hormonais durante a fase do

estro e da gestacado da cadela encontram-se resumidos no grafico 1.

Anestro | Proestro Estro | Diestro Gestacional / Lactacdo [/ Anestro

Progesterona _
Gestagédo canina

Estrégeno

Parto

LH Ovulacéo Prolactina Desmame
Nidagéo

Fertilizacao

Grafico 1. Modificagées enddcrinas durante o estro e gestacdo na cadela. Adaptacdo de Root
Kustritz, M.V. Use of Supplemental Progesterone in Management of Canine Pregnancy. In:

Concannon P.W., England G., Verstegen Il J., et al. (Eds.), Recent Advances in Small Animal

Reproduction. Ithaca: International Veterinary Information Servic Gestacéocanina .

Document No. A1220.0401.(Accessed: 25 Aug 2008).

Drogas abortivas

As razdes que levam os proprietarios de caes a optar pela interrupgéo
da gestacdo séo bastante variaveis. A causa mais comum € o acasalamento da
fémea com um macho nao desejado, porém fatos como a prenhez no primeiro
cio, anormalidades pélvicas, ou acasalamento com um macho de porte maior
que a fémea também fazem parte das justificativas (FELDMAN e NELSON,
2004).

O planejamento da interrupcdo da gestacdo da fémea canina deve

obedecer a alguns critérios, tais como: a confirmacdo da gestacdo ou da
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possibilidade de ocorréncia da coépula em periodo fértil, o uso de um farmaco
eficaz, com acdo em um curto periodo de tempo, a facil administracdo, a
auséncia ou presenca minima de efeitos colaterais deste farmaco e a
manutencgao da fertilidade futura da fémea, porém sem dispensar entretanto, a
aplicagcdo e o acompanhamento por um médico veterinario (FELMAN e
NELSON, 2004).

Desde que a copula tenha ocorrido dentro do periodo fértil do ciclo
estral, existem varias alternativas para interromper uma possivel gestacéo,
porém informagdes a respeito das opgdes terapéuticas sdo necessarias, pois
muitos medicamentos indicados para a interrupgéo da gestacdo, ndo definem
claramente a fase do ciclo estral que devem ser utilizados. A falta de
informacgdes leva ao uso incorreto destes farmacos, gerando efeitos colaterais
importantes, incluindo enfermidades do sistema reprodutivo ou até mesmo a
morte do animal (SUTTON et al., 1997).

As categorias de drogas que sado utilizadas para a interrupcdo da
gestacdo na cadela tém seu mecanismo de agao dependente do estagio
gestacional em que sdo utilizadas, a capacidade de gerar a morte fetal,
absorcdo e/ou abortamento ou até mesmo a indugdo do parto (HOFFMAN,
2004). Dentre estas categorias destacam-se os esterdides, as gonadotrofinas e
seus analogos, as prostaglandinas, os antiprogestagenos e o0s
corticoesteréides (ROMAGNOLI e CONCANNON, 2003; GOBELLO, 2006).

A interrupcédo da gestacao em seu terco inicial € discutivel pela prépria
impossibilidade da confirmacdo da gestacdo antes da utilizagdo do farmaco.
Nesta fase ainda deve ser considerada a agéo refrataria natural do corpo luteo
a medicagcdo exdgena. As medicacbes recomendadas neste periodo incluem
os estrogenos, prostaglandinas e inibidores de progesterona (FELDMAN e
NELSON, 2004).

Os estrogenos endoégenos séo responsaveis pelo hipertrofia uterina, pela
producgéo de ferormdnios, pelo hpiertrofia/ hiperplasia da mucosa vaginal, pela
secrecao das glandulas cervicais e pelo desenvolvimento mamario. Altas doses
de estrégeno causam retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamico-
hipofisario-ovariano (HHO) suprimindo a secrecdo de gonadotrofinas, ao
contrario, baixas dosagens de estrbgeno elevam a secre¢cdo de FSH
(JEFFCOATE, 1998).
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Os estrégenos exdégenos administrados logo apdés o acasalamento
alteram a motilidade gametogénica e o microambiente tubarico levando a um
retardo no transporte e a degeneragdo de odcitos. Além disso, alteragcées na
relacéo estrégeno/ progesterona afetam ou atrasam o mecanismo de abertura
da juncdo utero-tubarica e alteram os efeitos da progesterona no utero,
incluindo desenvolvimento endometrial, secregdo de proteinas e motilidade
uterina, fato que prolonga a retencdo dos embribes nas tubas uterinas,
impedindo a migragao para o utero. Podem, ainda, exercer um efeito toxico
direto sobre os embrides, interrompendo desta forma, a prenhez e induzindo ao
relaxamento cervical (RASKIN, 1998; BRUNCKHORST et al., 2000; FELDMAN
e NELSON, 2004),

Das categorias de estrogenos conhecidas, sabe-se que a estrona é duas
vezes menos potente que o estradiol e possui forte acdo estrogénica. O
estradiol € dez vezes mais ativo que o estriol, pois possui maior afinidade e
dissociacdo mais lenta com o receptor. O etinilestradiol é o sintético mais
potente, pois possui absorgéo intestinal elevada e pequena metabolizagdo na
primeira passagem pelo figado (CHUERY, 2008).

Em mulheres usuarias de estrogeno, para terapia de reposicdo hormonal
(TRH), foi observada a ocorréncia de hipertensdo, trombose venosa e
manifestacbes alérgicas, sendo que, a elevagdo da pressao arterial era
rapidamente reversivel com a interrup¢cao da TRH. O retorno do sangramento
vaginal também faz parte dos principais problemas da TRH e o
desenvolvimento de cancer endometrial com uso de estrogénio é 2 a 8 vezes
maior, porém o risco de varios graus de hiperplasia endometrial ainda &€ maior
que o cancer de endométrio (CHUERY, 2008).

Os métodos de interrupgado da gestacao visam principalmente reduzir os
niveis circulantes de progesterona, ja que a gestacédo na cadela € dependente
da atividade progesterdnica do corpo luteo. Nos estudos de Olson et al. (1989)
foi relatada a regressao luteal com o uso de estrogenos (cipionato de estradiol)
na primeira fase do diestro, no entanto, esse protocolo hormonal ndo se
mostrou viavel, ja que nesse periodo, ndo ha uma dependéncia do corpo luteo
aos hormonios hipofisarios, ressaltando a hipotese de que os estrégenos

atuariam de forma mais eficaz nas fases iniciais da gestagao.



14

Estdo disponiveis atualmente trés diferentes categorias de estradiol,
entre ela o benzoato de estradiol que se caracteriza por ser de meia vida mais
curta (3 dias), o valerato de estradiol que possui meia vida mais longa, variando
entre 7 a 9 dias e o cipionato de estradiol que se caracteriza por ter meia vida

muito longa, variando entre 10 a 12 dias (grafico 2).

Grafico 2: Periodo de meia vida de diversas categorias de Estradiol. Fonte: Boletim
Informativo: Tecnopec. Uso de diferentes tipos de estrégenos na IATF. Disponivem em:
http://www.tecnopec.com.br/index.php?aid=84. acesso em 23 de agosto de 2008.

Nos estudos de Sutton (1995) foram utilizadas doses de benzoato de
estradiol em cadelas que variavam de 05 a 10 mg/Kg em uma unica aplicacao,
quatro dias apos o Uultimo acasalamento. Posteriormente essa dose foi
substituida por 0,3 mg/kg, ndo excedendo a 10mg/ animal entre 24 horas a 4
dias ap0s as ovulagdes. Foi testada também, a dose de 0,01mg/kg no terceiro,
quinto e sétimo dia da cobertura e esse protocolo foi considerado eficaz, porém
associado a um prolongamento do comportamento estral. Estudos recentes
recomendam a administracado de 1-3 mg de benzoato de estradiol por animal
ou 0,01 mg/kg, via subcuténea, em trés aplicacbes em dias alternados a partir
do primeiro ou segundo dia apds a cobertura, ou no quinto, sétimo e nono dia
apos a cobertura ou ainda, a aplicagdo de 44 ug/kg de cipionato de estradiol
durante o estro em dose unica intramuscular (BRUNCKHORST et al., 2000).

Essas modificacdes de dosagens contribuiram para reduzir a dose total
da droga em pequenos animais, na tentativa de minimizar os riscos de
toxicidade, sem alterar a eficacia do produto. Alguns autores contra indicam o

uso de estroégenos para a interrupgéo da gestacéo devido a ocorréncia de seus
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efeitos colaterais, como anemia aplasica da medula 6ssea, cistos ovarianos,
endometrites e piometras (CONCANNON, 1995, FELMAN e NELSON, 2004).

A anemia aplasica da medula éssea é definida como a doengca em que
se observa faléncia de todas as linhagens de células sanguineas, associada a
citopenias e substituicdo da medula hipocelular por tecido adiposo (WEISS e
KLAUSNER, 1990). A sensibilidade da medula 6ssea ao estrégeno ainda ndo é
compreendida, mas sabe-se que a doses crescentes tanto de origem endbégena
como exogena principalmente de cipionato de estradiol causam danos a
medula éssea (FELMAN e NELSON, 2004).

A anemia aplasica geralmente € fatal, pela ocorréncia da pancitopenia,
ha uma imunossupressao crénica e anemia e os tratamentos geralmente sao
paliativos, gerando alto custo, tempo, frustracdo e muitas vezes resultando em
eutanasia do animal (FELMAN e NELSON, 2004).

Em estudos realizados por Weiss e Klauner (1990), com relacédo a
drogas associadas a ocorréncia de anemia aplasica, verificou-se que a acao do
estrogeno sobre a medula 6ssea realmente ocasiona alteragbes sanguineas
iniciais como trombocitopenia, anemia progessiva, leucocitose, porém essa
supressao é transitoria, pois com 30 a 40 dias ap6s a aplicacéo, os parametros
retornam ao normal, concluindo que os efeitos dos estrogenos sao transitérios
e que existe uma variacdo individual de sensibilidade ao estrogeno. E
importante ressaltar que caes com diagnostico definitivo de anemia aplasica,
somente 0,033% possuem relacdo com aplicagdo anterior de algum tipo de
droga e no caso do estrogeno as doses usadas geralmente estavam acima do
recomendado como seguras (WEISS e KLAUNER, 1990).

A ocorréncia de piometra cerca de uma a 10 semanas apos a utilizagao
de estrogeno é atribuida ao fato de que o farmaco, principalmente cipionato de
estradiol e dietilbestrol, geram um aumento na sensibilidade de receptores de
progesterona e aumentam a ligagado da progesterona ao endométrio, gerando
hiperplasia endometrial cistica, porém a patogenia ndo € completamente
elucidada, acredita-se que a fase de aplicagdo da droga interfira bastante na
ocorréncia desta doenga (FELMAN e NELSON, 2004).

Estudos recentes, realizados por Schotanus et al., (2008) avaliaram uma
cadela tratada com estrolium para incontinéncia urinaria por um longo periodo

e associaram a apresentacao de secrec¢do purulenta ao uso do farmaco. Outros
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efeitos colaterais associados ao uso do estrolium incluiram alteragbes de
comportamento, edema vulvar e mamario, raramente secreg¢do vaginal
sanguinolenta e rarefacao pilosa, porém a ocorréncia de anemia aplasica néo
foi relatada. As alteracbes comportamentais apdés o uso de estrogenos sao
relacionadas ao prolongamento da fase estral da fémea por cerca de sete a 10
dias a mais que o normal (FELMAN e NELSON, 2004).

De acordo com Lofstedt (2004), pesquisas foram realizadas na tentativa
de resgatar a popularidade do estrbgeno exdgeno, como método de
abortamento, ja que durante muitos anos este tratamento foi considerado
ineficiente e inseguro. Publicagbes mais recentes entretanto, evidenciaram o
uso de baixas doses de estrébgenos em cadelas recém-acasaladas e tém
demonstrado resultados seguros e efetivos (LOFSTEDT, 2004; TSUTSUI,
2006).

Tsutsui et al., (2006), utilizaram dosagens entre 0,025 a 0,2 mg/Kg de
benzoato de estradiol no 5° dia da ovulagédo. A dose de 0,2 mg/kg foi
considerada a dose de eficiéncia maxima, ou seja, a dose em que houve
prevencao de 100% da gestacédo, sem a observacgéo de efeitos colaterais. Foi
verificado que nessa dose, os embrides encontravam-se degenerados com
atraso de um dia na clivagem e com a migragdo embrionaria mais lenta em
relagédo ao grupo controle. A utilizagcdo do benzoato de estradiol na prevencéo
de gestagcdo em cadela recém-acasalada € uma forma de contracep¢ao, menos
dispendiosa, que atua no controle populacional dos caes.

Estudos avaliaram a eficacia de uma nova categoria de drogas, os anti-
estrogénicos, que sdo compostos sintéticos e n&o esteroidais que agem
competitivamente com o estrégeno, sobre os seus receptores (GOBELLO,
2006).

Gobello (2006) explica esta dupla agdo com relacédo a espécie em
que é utilizada, orgao, tecido e tipo celulares alvos. Sdo exemplos destes
farmacos o clomifene e o citrato de tamoxifen, utilizado principalmente em
mulheres no tratamento de infertilidade. Em animais, € um farmaco eficaz na
prevencao ou término de gestacdo, quando administrados durante o proestro,
estro ou diestro, apresentando efeitos semelhantes ao dos estrogenos, por

agirem sobre o transporte do zigoto e/ ou implantagcédo. Seus efeitos colaterais



17

estdo associados a ocorréncia de endometrites, piometra e cistos ovarianos
(FELMAN e NELSON, 2004).

As prostaglandinas (PGF2-a) possuem atividades luteolitica e
espasmogénica causando o término da prenhez ou da fase luteal em cadelas
nao-prenhes (ROMAGNOLI et al., 1993). As PGF2- a agem da seguinte forma :
indugdo de uma vasoconstricgao, reduzindo o aporte sanguineo ao corpo luteo
e causando degeneracgédo celular e interferéncia na sintese de progesterona e
a acao direta no miométrio causando contragdo da sua musculatura (FELMAN
& NELSON, 2004).

O tratamento com PGF2-a logo apdés o acasalamento nao é
recomendado (FELDMAN e NELSON, 2004). Segundo Concannon et al.,
(2001) o corpo luteo requer um suporte luteotréfico a partir do 18° dia de
prenhez, portanto, o tratamento com prostaglandina sera mais eficaz se
realizado ap6s o 25° dia de gestacdo, quando o corpo luteo apresenta uma
sensibilidade maior a sua agdo. Entretanto, Romagnoli et al., (1991)
demonstraram que doses elevadas de prostaglandinas podem interromper a
gestacao antes da implantagdo do embrido.

Os anti-progestagenos sao esterdides sintéticos que se fixam com
grande afinidade aos receptores da progesterona sem desencadear, entretanto
os efeitos da progesterona. Administrados na fase inicial da gestagao, inibem
as modificagcbes endometriais e as secregcbes uterinas necessarias a
implantacdo do embrido, causando reabsor¢édo embrionaria (FIENI et al., 2001).
Os sinais de aborto, apresentam-se semelhantes a ocorréncia de um parto,
com secrecdo vaginal podendo ser persistente por 3 a 5 dias (GOBELLO,
2006). O uso deste farmaco torna o tratamento extremamente dispendioso,
principalmente quando realizado em cadelas de porte médio a grande, devido
ao alto custo do produto.

O mifepristone e o aglepristone sdo exemplos de anti-progestagenos
existentes no mercado que podem ser usados tanto na indugdo do parto
quanto na interrupgdo da gestacdo. Alguns animais apresentam como efeitos
colaterias um grau moderado de anorexia, depressdo e congestdo das
glandulas mamarias (CONCANNON, 1995).

A utilizacdo de farmacos com agédo abortiva no segundo terco da

gestacéo, é vantajoso devido a possibilidade de se diagnosticar a gestagao
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antes da utilizacdo da droga. Nesse caso o aborto pode ser induzido com
prostaglandinas (naturais ou sintéticas) e agentes inibidores da prolactina ou
anti-serotoninérgicos como a metergolina (FELDMAN e NELSON, 2004).

Os agonistas de dopamina sao utilizados na interrup¢cado da gestacao,
apos o 30° dia de prenhez, por serem farmacos que promovem reducdo de
prolactina. A bromocriptina e a cabergolina sdo exemplos desta categoria de
droga (CHUERY et al., 2008). O uso da bromocriptina ndo é licenciado no
Brasil, para uso em animais, porém, seus efeitos incluem inapeténcia, anorexia
e vOmitos. Essa droga é 100% eficiente para promover aborto e o tratamento
deve ser realizado antes do 40° dia de gestagédo. A cabergolina também atua
como inibidor da prolactina gerando decréscimo nas suas concentracdes
séricas e acao abortiva mais eficaz no final da gestacéo, porém trata-se de
uma medicagéo extremamente dispendiosa (FELDMAN e NELSON, 2004).

No ultimo terco gestacional, ja ha a calcificacdo das estruturas
esqueléticas fetais e neste caso o aborto € associado com a expulséo fetal e a
realizacdo do parto prematuro. De acordo com Feldman e Nelson (2004) &
recomendado o uso de alguns farmacos no inicio desta fase (cerca de 30 a 35
dias do inicio do diestro ou do ultimo acasalamento).

As dosagens das diferentes drogas mais comumente utilizadas em

cadelas para promover a interrupcéo da gestagdao encontram-se na tabela 7.
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Tabela 1: Dosagens das diferentes drogas utilizadas em cadelas para

promover a interrupgéo da gestacao

Droga ’ Principio Ativo ’ Dose recomendada ‘

Estrogenos Dietilbestrol e 2 mg/Kg SID ou BID até 5 dias apés o

acasalamento

Cipionato de Estradiol e  Dose total de 0,25 até no maximo 1 mg

e 0,02- 0,04 mg/Kg ate 3 dias apds o
acasalamento

Benzoato de Estradiol e 0,20 mg/Kg SID até 7 dias ads a cobertura

. 3 a7 mg /Kg ate 10 dias apdés o
acasalamento

e 0,2 a1 mg/Kg total (ndo excedendo 1 mg/
animal), dividindo em 2 a 3 aplicagdes
SUC com intervalo de 48 horas até no
maximo 4 dias apds o acasalamento

e 0,5 a 3 mg total dividido em 3 aplicagbes

até 4 dias ap6s o acasalamento

Anti-estrogénicos Citrato de tamoxifen . 1 mg/Kg BID por 10 dias
Prostaglandinas Lutalyse e 0,1 mg/ Kg SC TID por 2 dias ou 0,25
mg/Kg BID
Cloprostenol e 0,01 a 0,04 mg/Kg Sc ou intravaginal,
dose Unica

. 0,1 a 0,2 mg/ Kg SUC SID por 5 a 7 dias,
30 dias apés o acasalamento

£-prostol e 20 ug/ Kg SID ou BID, por 5 dias apés o

décimo dia do diestro

Antiprogestagenos mifepristone e 2,5 mg/ Kg BID por 4 a 5 dias ap6s o

trigésimo segundo dia da gestagéo

aglepristone . 10 mg/ Kg em duas aplicagbes com

intervalo de 24 horas

epostane e 50 mg/dia VO por 7 dias do inicio do
diestro
Agonistas de dopamina | Bromocriptina e 0,1 mg/Kg/ dia VO por 6 dias iniciando no

trigésimo quinto dia de gestagéao

e 0,08 mg/ Kg VO BID, por 4 dias
comegando no quadragésimo dia da
gestagao

Cabergolina e 0,5 mg/ Kg SID até 40 dias ap6s do
surgimento da onda pré-ovulataria de LH

e 0,165 mg/ Kg em dias alternados, por 5
dias ap6s 40 dias do surgimento da onda

pré-ovulataria de LH
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OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho fundamentou-se em avaliar os efeitos do

benzoato de estradiol na prevencdo da implantagcdo embrionaria nas cadelas,

auxiliando desta maneira o controle populacional desta espécie.

O objetivo especifico constituiu -se em avaliar os seguintes parametros:

Taxa de recuperacdo e degeneragdo ovocitaria e embrionaria

apds a terapia com benzoato de estradiol

Viabilidade, classificacdo do estagio de desenvolvimento e
comportamento migratério dos embrides das tubas uterinas para

0 utero apos a terapia estrogénica

Verificagdo de implantagdo embrionaria apdés a terapia

estrogénica

Alteracbes hematologicas decorrentes da aplicagdo do benzoato

de estradiol.

Relacdo da eficiéncia do protocolo hormonal com o periodo de

aplicagao da droga.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Reproducdo de Pequenos
Animais e Silvestres (REPAS), no Laboratorio de Fertilizagao in vitro (FIV) e no
Laboratério de Endocrinologia da Reprodugdo do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da Faculdade de Medicina
Veterinaria, UNESP, Botucatu.

Selecdo dos animais

Todas as cadelas foram inicialmente submetidas a um exame clinico
geral, ginecoloégico completo e exame de citologia vaginal para a confirmagéo
da fase do ciclo estral. Apdés os exames foram coletadas amostras sanguinea
para realizagdo de hemograma completo e dosagem de progesterona sérica.
De posse dos resultados do hemograma completo, apenas os as fémeas que

possuiam hemograma considerado normal eram selecionadas.

Foram utilizadas 12 cadelas, sem raca definida, com idade entre um e
oito anos, atendidas no Ambulatério de Reproducdo de Pequenos Animais,
com historico de coberturas recentes (entre 2 a 7 dias) ndo desejada pelo
proprietario. Outras 12 fémeas, foram atendidas ainda na fase folicular do ciclo,
sem histérico de cobertura; nesses animais foi realizada inseminacao artificial
(ILA.), intravaginal e com sémen fresco. Essas cadelas foram distribuidas
aleatoriamente entre os grupos, que continham portanto, tanto fémeas em que
foram realizadas a |I.A como fémeas que passaram pelo processo de monta

natural (tabela 2)

O macho utilizado como doador de sémen foi um cao treinado para a
coleta manual e rotineiramente usado em outros experimentos no Laboratorio
de Reprodugédo de Pequenos Animais e Silvestres (REPAS), com fertilidade
comprovada. O protocolo de I.A. utilizado nessas fémeas foi: duas I.A, com
intervalo de 48 horas, nos dias D4 e D6 da onda pré-ovulatéria de LH. A dose
inseminante foi aproximadamente de 330 x 10° espermatozdides moveis. Apds

esse procedimento as cadelas foram distribuidas em 2 grupos:



22

GRUPO | (Experimental) — 12 cadelas que receberam uma unica aplicagéo de
benzoato de estradiol na dose de 0,2 mg/Kg (Estrogin®)’, por via intramuscular,
no periodo compreendido entre o 2° ao 7° dia da data da ultima cobertura. Este

grupo foi subdividido em:

+ grupo la- 4 cadelas que receberam benzoato de estradiol na
dose de 0,2 mg/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 2 °

e 3 ° dia da data da ultima cobertura

grupo Ib- 4 cadelas que receberam benzoato de estradiol na
dose de 0,2 mg/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 4 °

e 5° dia da data da ultima cobertura

grupo lc- 4 cadelas que receberam benzoato de estradiol na
dose de 0,2 mg/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 6 °

e 7 ° dia da data da ultima cobertura

GRUPO Il (Controle)- 12 cadelas que receberam solugéo oleosa diluente, na
dose de 0,2 ml/Kg, por via intramuscular, entre os dias 2 a 7 da ultima data de

cobertura. Esse grupo também foi subdividido em:

+ grupo lla - 4 cadelas que receberam solugéo oleosa diluente, na dose de
0,2 ml/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 2° e 3° dia da data da
ultima cobertura

+ grupo llb — 4 cadelas que receberam solug&o oleosa diluente, na dose de
0,2 ml/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 4° e 5° dia da data da
ultima cobertura

+ grupo llc - 4 cadelas que receberam solugéo oleosa diluente, na dose de
0,2 ml/Kg, por via intramuscular, no periodo entre o 6° e 7° dia da data da

ultima cobertura.

! Estrogin®, Farmavet Produtos Veterinarios, Sdo Paulo
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Tabela 2- Caracterizagdo dos grupos experimental e controle com relagéo a

cobertura natural ou Inseminacéo Atrtificial (I.A). Botucatu, 2008.

Grupo Experimental

Manejo reprodutivo adotado

Grupo controle

Manejo reprodutivo adotado

EO1 Cobertura natural CO1 LA
EO02 LA Cco02 LA
EO3 LA Co3 Cobertura natural
EO4 Cobertura natural Cco4 Cobertura natural
EO5 LA CO05 Cobertura natural
EO6 LA C06 Cobertura natural
EQ7 Cobertura natural co7 Cobertura natural
E11 LA Co09 LA
EO8 Cobertura natural C10 LA
EO9 Cobertura natural C11 LA
E10 LA C12 LA
E13 Cobertura natural C13 LA
Total de cadelas do 12 Total de cadelas 12
grupo experimental do grupo controle
LA 6 LA 7
COBERTURA 6 COBERTURA 5
NATURAL NATURAL

A porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal e as

dosagens de progesterona sérica foram os dois critérios utilizados para a

determinagao da onda pré-ovulatoria de LH (Dia 0 do ciclo estral) e encontram-

se descritos nas tabelas 3 e 4:
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Tabela 3- Determinacdo da onda pré-ovulatéria de LH (Dia 0) baseada na

porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal, dosagens de

progesterona sérica

identificadas no primeiro dia de consulta e tipo de manejo

reprodutivo (I.LA ou cobertura natural) adotado nos animais do grupo experimental

(G1). Analise baseados nos critérios descrito por Feldman e Nelson (1996) e
Johnston et al., (2001). Botucatu, 2008.

Grupo Data % células Progesterona Previsio dia da onda Manejo reprodutivo
Experimental superficiais (ng/ml) pré-ovulatéria de LH em adotado
relacao a citologia
vaginal e
dosagem e progesterona
EO1 19/ago 17.00% 20,11 [Dia +4 a +8] Cobertura natural
EO2 12/mar 100% 27,01 [Dia -2 a +8] LA
EO3 16/mar 92.0% 1,63 [Dia -4 a +1] LA
EO04 27/mar 95.0% 33,04 [Dia +7 a +8] cobertura natural
EO5 03/abr 90.0% 5,78 [Dia 0 a +3] LA
E06 11/abr 100% 3,13 [Dia -2 a +2] LA
EQ7 06/abr 100% 0,94 [Dia -2 a -1] cobertura natural
EO8 03/ago 99.0% 0,52 [Dia -4 a -2] cobertura natural
E09 08/ago 100% 2,90 [Dia +2 a +1] cobertura natural
E10 14/ago 100% 0,87 [Dia -1 a 0] LA
E11 29/ago 100% 0,59 [Dia -3 a -1] LA
E13 16/fev 86.0% 1,83 [Dia -2 a -1} cobertura natural
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Tabela 4- Determinacdo da onda pré-ovulatéria de LH (Dia 0) baseada na

porcentagem de células superficiais no exame de citologia vaginal, dosagens de

progesterona sérica

identificadas no primeiro dia de consulta e tipo de manejo

reprodutivo (I.A ou cobertura natural) adotado nos animais do grupo experimental

(G1). Analise baseados nos critérios descrito por Feldman e Nelson (1996) e

Johnston et al., (2001). Botucatu, 2008.

Grupo Data % células Progesterona Variagdo do provavel Manejo reprodutivo
Controle superficiais (ng/ml) dia da onda preé- adotado
ovulatéria de LH com
relacdio a citologia
vaginal e dosagem e
progesterona
CO1 16/10 86 % 2,6760 [Dia-2 a +1] LA
C02 29/10 50 % 0,30411 [Dia-9a-4] LA
C03 28/10 0% 24,8525 [Dia +7 a +8 ] cobertura natural
co4 07/11 7% 7,3550 [Dia +4 a +7 ] cobertura natural
C05 06/11 52% 0,6710 [Dia -6 a-2] cobertura natural
C06 17/11 93% 7,3550 [Dia +2 a +4 ] cobertura natural
Cco7 22/11 0% 37,9 [Dia +9] cobertura natural
C09 29/11 41% 7,4231 [Dia -7 a +4] LA
C10 05/12 90 % 6,7818 [Dia +1 a +3 ] LA
C11 31/01 12% 2,8468 [Dia -7 a +2] LA
C12 08/02 13% 0,4704 (Dia0a-3] LA
C13 10/09 5% 22.75 [Dia +8 ] LA
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Ovariosalpingohisterectomia (OSH)

A OSH convencional foi realizada em todos os animais, entre os dias 6 a
16 apds a ultima cobertura (figura 1), ou seja, 12 a 24 dias ap6s a onda pré-
ovulatéria de LH. Recomendou-se jejum sdélido de 12 horas e jejum hidrico de 3
horas. O procedimento anestésico foi o mesmo utilizado em todos as cadelas e
consistia em: 0,05mg/Kg acepromazina e 0,5 g/Kg morfina, por via
intramuscular como medicacéo pré-anestésica e apdés 10 minutos foi realizada
aplicacéo de 5 mg /kg ketamina e 0,25 mg/Kg de diazepam por via intravenosa
e manutencdo da anestesia inalatéria com halotano. Como terapia poés-
operatoria, foi recomendado 0,1 mg/Kg de meloxican durante 2 dias e
antibioticotrapia utilizando penicilina benzatina 30.000 Ul / Kg por via

intramuscular cada 48 horas, por trés dias.

A técnica de OSH sem pincas foi utilizada, no intuito de preservar ao
maximo as estruturas (figura 2). Utilizou-se fio de nylon pescal 0,60 pra
fechamento de parede muscular, fio de nylon pescal 0,30 para fechamento de
subcuténeo e nylon monofilamentoso 3-0 para a pele. Foi adotado o tratamento
pos-operatorio padrdo, recomendando o uso de colar Elizabetano, repouso e
contencdo de movimentos. Realizou-se tratamento da ferida cirurgica,
utilizando-se iodo povidine diluido em solugéo fisiologica. Os pontos cirurgicos
foram retirados apds 7 a 10 dias da cirurgia. As cadelas foram acompanhadas

através de retornos em dias alternados.

Determinacao do dia da OSH

Para a determinacédo do dia da realizagdo da OSH foi elaborado um
eneagrama, onde foi estimado o provavel dia da fertilizagdo (quadro 1). Para
cada cadela do grupo controle (Gll) que foi castrada em determinado periodo,

uma cadela do grupo experimental foi castrada no mesmo periodo.
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Quadro1: Eneagrama elaborado para determinagéo do dia da OSH em relacao
a onda pré-ovulatéria de LH (D0O) nas cadelas do Grupo Experimental e

Controle. Baseado nos critérios de Concannon et al (2000)

80 % de
o -
gﬁ;e?'f?ciais Pico de LH I I ovulagdes Nome do animal
Periodo de maior fertilidade
Dia -2 Dia 0 Dia +2 Dia+4 (1°1.A) Dia +6 (2 ° ILA) Dia +7

ol ol o

—

T—
~
~
~
~
~
~

Provavel dia do acasalamento Implantagdo

Dia+2(.) | Dia+3(.) | Dia+4(.) [ Dia+5(.) | Dia+6 () [ Dia+7 () | [pa+10 ] [oa+i17 ]| |oia+2s

Ovécito ja apto a : ) : Mérula na
ser fecundado Bipartidos na tuba tuba

RAWATEEE N lod... Bi e Bex
na luz do
utero
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Tabela 5- Determinagao da provavel idade embrionaria baseado no surgimento

da onda pré-ovulatéria de LH (Dia 0 do ciclo estral) das cadelas dos grupos

experimental (subgrupo la, Ib e Ic) e controle (subgrupo lla, llb e lic)
Botucatu, 2008.

animal Provavel idade Dias apos a onda pré- Dias apés a ovulacio
embrionaria ovulatoria de LH
Grupola E 05 18 22 20
E 07 15 19 17
E0 6 18 22 20
El1 08 12 10
Grupo I b E 01 14 18 16
E 02 16 20 18
E03 17 21 19
E 04 18 22 20
Grupolc E 08 13 17 15
E 09 13 17 15
E 10 15 19 17
E 13 17 21 19
Grupo IT a C13 20 24 22
C 01 15 19 17
co7 18 22 20
Cl11 09 13 10
Grupo II b Cco03 14 18 16
C 02 16 20 18
C 08 20 24 22
C 04 18 22 20
Grupo II ¢ C12 13 17 15
C 09 13 17 15
C 05 15 19 17
C 06 20 24 22

Exames de citologia vaginal:

Os exames citologicos foram realizados com o uso de escova
ginecologica. As laminas foram coradas pelo Panético 2 e a identificagdo dos
tipos celulares foram baseadas nos critérios adotados por Johnston et al.,
(2001), ou seja, levando em consideragdo a porcentagem de células
superficiais sob microscopia de luz (aumento de 200x) para animais em fase
folicular (figura 3) e na porcentagem de células parabasais e intermediarias
para animais em diestro e ou anestro (figura 4). A coleta para o exame
citologico foi realizada em dias alternados desde o primeiro dia da consulta até

o dia da OSH, com a finalidade da determinagcédo do provavel dia 0 do ciclo

? Panético (Hematocor®— Biocolor)



29

estral, de acordo com Feldman e Nelson (1996).

Célula Superficial

Escama

N
Figura 3- Citologia vaginal do animal C9, indicando Figura 4- Citologia vaginal do animal C9,
presenca de 80% de células superficiais que sdo indicando mudanga abrupta dos tipos celulares
indicativas da fase folicular do ciclo estral (400x) para células parabasais e intermediarias

indicativa da fase luteal do ciclo estral (400x)

Dosagem de progesterona sérica

As amostras sanguineas foram coletadas através de puncgado da veia
jugular em frascos sem anticoagulante. Foram retirados em média um volume
de 3,0 ml de sangue com seringas de 5,0 mL e agulhas 30x08. O sangue foi
centrifugado (Centrifuga LS-3 — Celm) por 10 minutos para obtencao soro. Este
soro foi armazenado sob temperatura de congelagéo.

A dosagem de progesterona foi realizada pela técnica do
radioimunoensaio (RIE) em fase sélida, sem extragcdo quimica ou processo de

purificacdo. Para isso foram utilizados Kits comerciais >.

Hemograma completo:

Foram coletados amostras de sangue (1 a 2 ml), proveniente de puncgao
da veia jugular, em tubos com EDTA, para a realizagdo de hemograma
completo, utilizando método automatizado com estudo morfolégico em
esfregacos corados. Os valores de referéncia foram os adotados pelo

Laboratério Clinico do Hospital Veterinario- Unesp /Botucatu, os mesmos de

’ Kit comercial- Diagnostics Procedure Corporation — progeterone Coat - a — Count, Los
Angeles, USA
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Meinkoth e Clinkenberard, 2000. Os hemogramas foram coletados no dia da
primeira consulta em ambos os grupos e repetidos no dia da OSH e no 45° dia
apo6s aplicagcdo do farmaco, apenas no grupo experimental, totalizando 48

amostras.

Coleta de estruturas ovocitarias e embrionarias:

Apb6s a OSH, as tubas uterinas e o utero foram devidamente isolados
(figuras 5 e 6) e observados quanto a seus aspectos (figuras 7,8,9,e 10) , os
cornos uterinos foram divididos em duas partes e abertos em sentido
longitudinal, em placas de Petri (figura 6). As tubas uterinas e o utero foram
lavados cuidadosamente para a recuperagdo de complexo cumulos odcitos
(CCO) e/ ou embrides com uma solugéo de PBS, acrescida de alcool polivinil e
heparina, a temperatura de 30°C. Realizaram-se duas lavagens, uma em cada
corno uterino, uma em sentido cranio-caudal e outra caudal-cranial. Apds esse
procedimento, realizou-se a abertura cuidadosa do corpo e cornos uterino, que
foram novamente lavados, utilizando uma seringa de 10 ml contendo o meio
acima descrito e adaptada a uma sonda uretral felina (Tomcat ®)*.

Apo6s delicada dissecacéo foi realizada a lavagem das tubas uterinas
também em ambos os sentidos usando uma seringa de 1 ml e agulha de
insulina. Nao foi realizada a abertura das tubas uterinas devido a fragilidade
dessas estruturas.

Em seguida, os complexos cumulus odcitos (CCOs) e os embrides,
foram transferidos para placas de Petri, contendo o mesmo meio descrito
anteriormente, sendo observados em Lupa estereomicroscopica para a
contagem e avaliagdo morfoldgica das estruturas (figura 7). As placas foram
previamente identificadas com o nome da por¢ao correspondente. As células
da granulosa remanescentes nos CCOs, foram retiradas em meio TL-HEPES-
PVA contendo 2 mg/ml de hialuronidase ®. Os ovocitos entdo desnudos, foram

lavados trés vezes em meio TL-HEPES-PVA e transferidos para as microgotas.

4 Tomcat®, Provar, Sao Paulo
3 Hialuronidase- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, H-4272
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Figura 1 : Procedimento da OSH Figura 2 :Tubas uterinas e Utero

Figura 5: Identificagédo das tubas uterinas Figura 6: Separagéo e secgao dos cornos uterinos
Figura 7: Ovario e tuba uterinas Figura 8: Cornos uterinos de cadela do grupo
de cadela do grupo experimental experimental
Figura 9: Ovario e tuba uterinas de cadelas Figura 10: Cornos uterinos de cadela do grupo controle

grupo controle
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Contagem de estruturas ovocitarias e embrionarias:

Os ovdcitos foram entdo avaliados sob Lupa estereomicroscopica (Leica
MZ 12,5) (figura 11) quantificados e classificados de acordo com critérios
morfolégicos de Hewitt e England (1997) em: Grau |- COC com ooplasma
homogéneo, escuro e rodeado completamente por uma ou mais camadas de
células do cumulus; Grau II- COC com ooplasma levemente pigmentado, com
camadas de células do cumulus incompletas e Grau lll- ooplasma palido,
freqientemente disforme e sem células do cumulus (figura 12).

As estruturas embrionarias também foram observadas, quantificadas e
avaliados sob Lupa estereomicroscopica quanto a viabilidade e fase de
desenvolvimento: Mérula (figura 13), Blastocisto inicial (figura 14), Blastocisto
expandido (figura 15) e Blastocisto eclodido (figura 16), seguindo a
classificagao preconizada por Stringfellow e Seidel (1999).

A taxa de recuperagdo embrionaria foi calculada baseando-se na
contagem do numero de corpos luteos apds a secgéo dos ovarios dividido pelo
numero de estruturas coletadas (TSUTSUI et al., 2001).

Fig 11: Lupa estereomicroscopica Fig 12: Ovacitos classificadas em grau Il (aumento 10x) Fig 13: Mérula (aumento 22,5x)

Fig 14: Blastocistos iniciais (aumento 12,5 x) Fig 15: Blastocistos expandidos (aumento 22,5 x) Fig 16: Blastocistos eclodidos (aumento 22,5x]
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Viabilidade embrionaria:

A viabilidade embrionaria foi realizada através da visualizagdo da
integridade da cromatina nuclear através da coloragdo com iodeto de propideo
e Hoechst 33342.

Para a contagem do numero de células embrionarias e analise de sua
viabilidade, os embrides foram incubados em DPBS acrescido de 1% de BSA e
125 pg/ml de iodeto de propideo por 15 minutos e transferidos para gotas
depositadas sobre lamina histoldgica contendo solu¢cao de 90% de glicerol em
DPBS com 100 pg /ml de Hoechst 33342; em seguida as gotas foram
recobertas com laminula e examinados em microscépio invertido equipado com

luz fluorescente (filtro azul 535 e 617 nm).

As estruturas embrionarias que fluoresceram em azul foram
consideradas viaveis (Figura 17, 19 e 21), com membrana plasmatica integra,
enquanto aquelas que fluoresceram em vermelho ou rosa foram considerados
inviaveis (figura 18 e 20). Embrides com menos de 50 % de células vermelhas

foram considerados viaveis.

Figura 17- Ovécito corado com Hoescht Figura 18- Mérula corada com Hoescht e Figura 19- Blastocisto inicial corado com
e lodeto de propidio (aumento 400x) lodeto de propidio (aumento 400x) Hoescht e lodeto de propidio (aumento
400x)

Figura 20- Blastocisto expandido corado Figura 21- Blastocisto eclodido corado com Hoescht e
com Hoescht e lodeto de propidio lodeto de propidio (aumento 400x)
(aumento 400x)
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Comportamento migratorio dos embrides

A verificagdo do comportamento migratério dos embrides da tuba uterina
ao utero foi realizada através da observagédo do local em que os embribes se
encontravam apos a lavagem em relagéo a fase embrionaria em que o embrido
foi recuperado, estabelecendo desta forma, a ocorréncia ou ndo de atraso na
migragdo embrionaria. Os embrides considerados com comportamento
migratorio normal e compativel com o descrito na literatura foram aqueles
encontrados na tuba uterina no estagio de moérula até aproximadamente 10
dias apds o processo de fertilizagdo. Apds 10 dias, os embrides deveriam ser

evidenciados no utero.

Clivagem embrionaria

O estudo da clivagem embrionaria levou em consideracédo a idade dos
embrides coletados em relagdo a provavel fase de desenvolvimento. Estes
dados foram analisados de acordo com os valores de referéncia relatados por
Concannon et al. (2000) (tabela 6).
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Tabela 6- Valores de referéncia adotados para analise da clivagem

embrionaria, baseados em dados relatados por Concannon et al. (2000).
Botucatu, 2008.

Dias apds a Dias apds a Idade embrionaria (dias Estagio de desenvolvimento
onda pré- ovulagao apos a fertilizagao)
ovulatéria de
LH
Dia +2 0 - Ovulagao
Dia +5 3 1 1 célula
Dia +7 5 3 1 a2 células
Dia +10 8 6 4 células
Dia +11 9 7 4 a 8 células
Dia +12 10 8 8 a 16 células
Dia +13 11 9 Mérulas (tuba uterina)
Dia +14 12 10 Mérula (corno uterino)
Dia +15 13 11 Blastocisto inicial (Bi)
Dia +17 15 13 Blastocisto expandido (Bex)
Dia +18 a Dia 16 a 20 14218 Blastocisto eclodido (Bec)
+22
Dia +20 a 18a 21 16a19 Implantagéo
Dia+23

Implantacao embrionaria

A observacado da auséncia ou presenca de vesiculas embrionarias no
endométrio foi o método utilizado para a avaliagao da implantagédo embrionaria
(figura 22). Quando em duvida, o segmento uterino identificado foi coletado
(figura 23) e encaminhado para o Departamento de Morfologia do Instituto de
Biociéncias, UNESP, Botucatu, onde as amostras foram processadas e
exames histolégicos foram realizados para a determinagdo definitiva da

estrutura avaliada.
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Figura 22: Utero da cadela E 12 (grupo Figura 23: Corno uterino da cadela E12
experimental)

Analise estatistica

Para avaliagdo dos hemogramas foi realizado analise de variancia —
ANOVA (p< 0,05) para medidas repetidas e o teste de Tukey para os
parametros hematologicos. Para as variaveis: recuperagcdo ovocitaria e
embrionaria foi utilizado o coeficiente de correlacao de Pearson, na analise de
migracédo e clivagem embrionaria foi realizado o teste de qui-quadrado. Para
analise de viabilidade embrionaria foi utilizado teste exato de Fisher e na para a
implantagdo foi utilizada analise descritiva dos dados. Todos os testes foram

realizados a 5% de nivel de significancia.
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RESULTADOS

Os hemogramas foram realizados como critério de selecdo para a
inclusdo dos animais nos grupos exprimentais e controle. O hemograma foi
realizado em 3 momentos distintos: Momento M1 (14 dias antes da aplicagéo
da droga), M2 (14 dias ap6s a aplicagdo da droga) e M3 (40 dias apo6s a
aplicacdo da droga). Os valores dos parametros analisados encontram-se

listados na tabela 7.

Analise hematoldgica

~

Tabela 7- Valores da média e desvio padrdo referentes a contagem das
hemaceas, hemoglobina, volume globular, proteinas totais, contagem de
plaquetas e contagem de leucécitos do grupo experimental (Gla)- aplicagéo 2
a 3 dias apds a ultima cobertura, em trés momentos M1 (14 dias antes da
aplicacado da droga), M2 (14 dias ap6s a aplicacédo da droga) e M3 (40 dias
apo6s a aplicacdo da droga) e valores de referéncia considerados. Botucatu,
2008.

Variavel Valores de Momento1 Momento 2 Momento 3

referencia

utilizados

Hemaceas 5,5a8,5 (X 10° L) 6.500.000 +302.021°  5.028.000 + 1.484.552°  6.152.500 + 430.298? 0,4351
Hemoglobina 12 a 18 (g/dI) 14,7 £ 0,702 14,675 + 0,705° 14,675 £ 0,85° 0,9985
Volume globular 37 a 55% 44,25 + 2,69° 45+ 3,49° 44,75 + 2,06° 0,9388
Proteinas totais 6 a8 (g/dl) 72+045°% 7,5+0,29° 6,95+ 0,332 0,2814
Plaquetas 180.000 pL 247.500 + 33.260 @ 175.062,5 + 53.210 @ 185.162,5 + 43.006 @ 0,3973
Leucdcitos 6- 17 (x 10% pL) 12.887,56+1.391,72 11.200 + 2.440,6 @ 9.909,75 + 1.840,2 2 0,5142

Letras iguais significam sem diferencga estatistica

Letras diferentes significam diferenca estatistica
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Tabela 8- Valores da média e desvio padrdo referentes a contagem das
hemaceas, hemoglobina, volume globular, proteinas totais, contagem de
plaquetas, leucécitos do grupo experimental (Glb)- aplicacdo 4 a 5 dias apos a
ultima cobertura, em trés momentos M1 (14 dias antes da aplicacdo da
droga), M2 (14 dias apés a aplicacao da droga) e M3 (40 dias apds a aplicacao

da droga) e valores de referéncia considerados. Botucatu, 2008.

Valores de Momento 1 Momento 2 Momento 3
referencia

utilizados

Hemaceas 5,5a8,5(X10° uL) 6.795.000 * 449.045 ° 5.620.000 + 511.468 %  6.200.000 * 351.852 2
Hemoglobina 12 a 18 (g/dl) 16,12 £1.092 13,17 +0,65° 14,3 0,70 ®
Volume globular 37 a55% 47,25 +2,78° 38+2,04° 44,25 +1,18%°
Proteinas totais 6 a 8 (g/dl) 7,45+0,36° 71+021° 7 +0,392
Plaquetas 180.000 uL 204.050 + 30.780 2 200.906,25 + 89.5802  222.031,25 + 66.845 2
Leucécitos 6- 17 (x 10% pL) 13.975+ 1.031,5° 12.400 + 2.271,2°2 10.300 + 1.347,2 2

Letras iguais significam sem diferencga estatistica

Letras diferentes significam diferenca estatistica

Tabela 9- Valores da média e desvio padrdo referentes a contagem das
hemaceas, hemoglobina, volume globular, proteinas totais, contagem de
plaquetas, leucécitos do grupo experimental (Glc)- aplicacédo 6 a 7 dias apés a
ultima cobertura em trés momentos M1 (14 dias antes da aplicagcéo da droga),
M2 (14 dias apos a aplicacédo da droga) e M3 (40 dias ap6s a aplicacéo da
droga) e valores de referéncia considerados. Botucatu, 2008.

0,0780*
0,0366
0,0493
0,3364

0,9084
0,3700

Variavel Valores de referencia Momento1 Momento 2 Momento 3
utilizados
Hemaceas 55a8,5(X10°uL) 6.587.500 + 139.963 * 5.827.500 + 412.460 %  5.822.500 + 376.837 2
Hemoglobina 12 a 18 (g/dl) 15,8 +1.18° 12,92 +0,70° 13,65+0,81°
Volume globular 37 a 55% 43,75 + 2,462 38+1,68° 38,75 + 2,592
Proteinas totais 6 a 8 (g/dl) 7+0,50¢2 6,95+0,62°2 7,32 +0,70°
Plaquetas 180.000 pL 366.293,75 £ 138.658 @  304.562,5 + 140.6052 271.781,25 + 66.298 @
Leucocitos 6- 17 (x 10% pL) 14.775 £ 1.876,3 @ 17.375+2.330°2 11.500 + 958,30 2

Letras iguais significam sem diferenca estatistica
Letras diferentes significam diferenca estatistica

0,1137
0,0661*
0,0505*
0,3716
0,3981

0,1385
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Recuperacio ovocitaria e embrionaria

Neste trabalho foram coletadas no grupo experimental (G1): 22
estruturas (tabela 10), sendo 2 moérulas (9,09%), 01 blastocisto eclodidos
(4,55%), 8 ovacito grau Il (36,36%) e 11 estruturas degeneradas (50%). A taxa
de recuperacao de estruturas no Gl foi de 22,88 %.

No G Il (controle) a taxa de recuperacdo de estruturas foi maior, de
65,85%, sendo: 54 estruturas recuperadas, entre elas, 01 moérula (1,85%), 3
iniciais (5,56%), 19 blastocistos expandidos (35,19%), 29
blastocistos eclodidos (53,70%), 01 ovécitos grau Il (1,85 %) e 01 estrutura
degenerada (1,85%).

Tabela 10: Relagdo entre o numero de corpos luteos contados e estruturas

blastocistos

(o6citos, embrides e estruturas sem condicao de identificagao) recuperadas em

cadelas dos dois grupos estudados: experimental (Gl) e controle (GlI).

Botucatu, 2008.

Grupo experimental

Corpos liteos

Numero de es
Ovécitos

ruturas recuperadas
Embrides

Degenerados

E05

E02

E 01*

1 [ ]©

E06

morula

E011

RN N
W

EQ7

E03

E04

E10

3
o
=
=
V)

E08

E09

Blastocisto eclodido

E13
Total
Total

Grupo controle

[e2] [{e]l [>] [$,] [4,] [o o] o))

| 85
85 corpos luteos
' Corpos liteos

O |OlO0|Oo|v|o|oo|o|o|o

Numero de es

(=] B (=] P (o] (o] (o] (o] X (o] o) {o]

3
22 estruturas recuperadas
ruturas recuperadas

O(O|N|O|O|O|O|N|O|O|ON

—

Ovdcitos Embrides Degenerados
C13 9 0 2 blastocistos expandidos) 1
Co1* - 0 3 (blastocistos eclodidos) 0
Co07 8 0 6 blastocistos expandidos) 0
C11 9 0 3 blastocistos iniciais 0
3 blastocistos expandidos

C03 9 0 3 blastocistos eclodidos 0
C02 9 1 0 0
Co08* - 0 8 blastocistos expandidos 0
Cc04 6 0 6 blastocistos ecldidos 0
C12 3 0 1 moérula 0
C09 9 0 7 blastocistos eclodidos 0
C05 9 0 2 blastoistos eclodidos 0
C06 11 0 8 blastocistos eclodidos 0

1 52 1

82 corpos luteos
* Fémeas que n3o foi realizada a contagem de corpos luteos

54 estruturas recuperadas
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A correlagdo entre numero de corpos luteos contados e numero de
estruturas recuperadas, foi de r= 0,48 no grupo experimental (p=0,10) e de r
=0,037 no grupo controle (p=0,90). Estes resultados indicam que ndo houve
correlagao entre as variaveis estudadas.

No grupo experimental um total de 5 cadelas, ndo apresentaram
embrides, nem odécitos e nem estruturas degeneradas (EO01, E02, EO4, EO7 e
E13). Na cadela EO3 foram recuperados apenas odcitos (8), apresentando-se
“‘vazia“. Portanto, o grupo experimental, inicialmente constituido de 12 cadelas
provavelmente prenhes, somente 6 foram diagnosticadas gestantes apos o
procedimento de OSH. O manejo reprodutivo adotado nesse grupo incluiu 06
fémeas cobertas naturalmente e 06 fémeas inseminadas artificialmente; das 06
fémeas néo gestantes, 4 foram acasaladas naturalmente e 2 submetidas a |.A.

No grupo controle apenas em uma cadela (C02) foi recuperado o6citos
somente (1), nas demais foram recuperados odcitos, embrides e estruturas
degeneradas. Neste grupo, de 12 cadelas inicialmente consideradas prenhes,
11 foram efetivamente diagnosticadas com prenhes apds o procedimento de
OSH e recuperagcao das estruturas. Sete fémeas desse grupo foram

submetidas a |.A e 5 a cobertura natural. A cadela C02 foi submetida a |.A.

Migracao embrionaria

Para a analise da migragdo embrionaria levou-se em consideragcéo a

fase do embrido recuperado em relagao ao local de recuperacéao
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Tabela 11: Analise da migragdo embrionaria realizada em cadelas em
diferentes periodos: periodo A, cadelas tratadas 2 a 3 dias ap6s a ultima
cobertura, periodo B, cadelas tratadas 4 a 5 dias apos a ultima cobertura,

periodo C, cadelas tratadas 6 a 7 dias ap0s a ultima cobertura. Botucatu, 2008.

UIl'd dO € [J 0 d d
Numero total Numero de Embrides com
de estruturas embrides migracao uterina
recuperadas recuperados atrasada
Grupo Experimental Periodo A 10 1 0
Periodo B 08 0 0
Periodo C 04 2 1
Total experimental 22 3 1
Grupo Controle Periodo A 18 17 0
Periodo B 18 17 0
Periodo C 18 18 0
Total controle 54 52 0

Em relacdo a migragdo embrionaria nao foi verificado diferenga

estatistica, entre os grupos experimental e controle (p= 0,30).
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Tabela 12- Analise da clivagem de embrides obtidos em lavados uterinos de

cadelas em diferentes periodos: periodo A, cadelas tratadas 2 a 3 dias apos a

ultima cobertura, periodo B, cadelas tratadas 4 a 5 dias ap6s a ultima

cobertura, periodo C, cadelas tratadas 6 a 7 dias ap6s a ultima cobertura.
Botucatu, 2008.

Clivagem do embriao

Total de *Embrides *Embrides *Embrides
embrides considerados | considerados | considerados
recuperados Atrasados Adequados Adiantados
Periodo A 01 1 (100%) 0 0
Periodo B 0 0 0 0
Periodo C 02 1 (50%) 0 1 (50%)

Grupo Controle Periodo A 17 11(64,71%) 0 6 (35,29%)
Periodo B 17 08 (47,06%) 06 (35,29%) 03 (17,65)
Periodo C 18 01 (5,56%) 08 (44,44%) 09 (50%)

Total controle 52 20 (38,46%) 14 (26,92%) 18 (34,62%)

*Valores de referéncia adotados para analise da clivagem embrionaria foram baseados em

dados relatados por Concannon et al. (2000).

Na avaliagdo da clivagem embrionaria entre os diferentes periodos

analisados (A, B, C) tanto do grupo experimental quanto do grupo controle, néo

foi observada diferenca estatistica (p=0,8).

Na avaliagdo da clivagem

embrionaria considerando-se os dois grupos | e IlI, também nao foi constatada

diferenca significativa para p=0,6.
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Para a analise da viabilidade ovocitaria e embrionaria ndo foi analisada

todas as estruturas recuperadas, apenas parte das estruturas conforme tabela

13.

Tabela 13- Analise da viabilidade embrionaria observada em lavados uterinos

de cadelas em diferentes periodos: periodo A, cadelas tratadas 2 a 3 dias apos

a ultima cobertura, periodo B, cadelas tratadas 4 a 5 dias ap6s a ultima

cobertura, periodo C, cadelas tratadas 6 a 7 dias ap6s a ultima cobertura.
Botucatu, 2008.

Viabilidade embrionaria

Numero de embrides | Total de  estruturas | Viaveis Nao viaveis
coletados analisados (amostra)
Grupo Periodo 1 1 1 0
Experimental A
Periodo 0 0
B
Periodo 2 2 1 1
Cc
Total Experimental 3 3 2 (75%) 1 (25%)
Grupo Periodo 17 8 1
Controle A
Periodo 17 5 2 3
B
Periodo 18 9 6 3
Cc
Total Controle 52 23 16 (69,56) | 7 (30,43)

N&o houve diferenca em relacao a viabilidade das estruturas, quando se

considerou a totalidade dos grupos experimental e controle (p= 0,5011). A taxa
de degeneracgéo no Gl foi de 25% e no Gll foi de 30,4%.




44

Implantacao embrionaria

Tabela 14- Contagem dos embrides com idade superior a 18 dias de
fertilizagdo em diferentes periodos: periodo A, cadelas tratadas 2 a 3 dias apds
a ultima cobertura, periodo B, cadelas tratadas 4 a 5 dias ap6és a ultima
cobertura, periodo C, cadelas tratadas 6 a 7 dias ap6s a ultima cobertura.
Botucatu, 2008.

Implantagao embrionaria

Numero Numero de embrides Numero de
total de com idade acima de 18 implantagoes
embrides dias da fertilizagao identificadas
recuperados

Grupo Periodo A 01 0 0
Experimental | Periodo B 0 0 0
Periodo C 02 0 0
Total experimental 03 0 0
Grupo Periodo A 17 6 0
Controle Periodo B 17 14 0
Periodo C 18 8 0
Total controle 52 28 0




45

DISCUSSAO

A problematica envolvendo a superpopulacédo de cades e gatos, na
maioria das cidades, implica em uma discussdao ampla que inclui aspectos
sociais, econémicos e principalmente éticos. Do ponto de vista sanitario, o
médico veterinario atua como um elo entre as diversas condi¢cbes de controle,
principalmente na atividade reprodutiva dessas espécies. O foco do problema
da superpopulagdo muitas vezes € desviado para medidas que n&o lidam com
a causa principal, que é a procriagao excessiva e sem controle dos animais.

A parcela da comunidade que mais contribui para o abandono dos
animais e consequentemente com o aumento dos diversos problemas
decorrentes da superpopulagédo canina e felina, na maioria das vezes né&o
possui condi¢des financeiras de arcar com os custos decorrentes de uma
prevencdo cirurgica ou farmacologica eficiente. Em vista dessa situacao,
pesquisas visando métodos seguros de contracepc¢ao, de baixo custo sdo
necessarias e poderiam minimizar os problemas atuais da superpopulagao.

Existem hoje no mercado diversas drogas contraceptivas que agem em
varias fases do ciclo estral com maior ou menor eficiéncia. Dentre estas drogas
destacam-se os esterdides, as gonadotrofinas e seus analogos, as
prostaglandinas, os inibidores de prolactina, os anti-progestagenos
(ROMAGNOLI e CONCANNON, 2003; HOFFMAN, 2004; GOBELLO, 2006). A
escolha pelo benzoato de estradiol, a despeito das varias pesquisas existentes
mostrando os efeitos colaterais sérios desta droga (CONCANNON, 1995,
FELMAN e NELSON, 2004), basearam-se em estudos recentes de Tsuitsui et
al., 2006, os quais testaram esse farmaco na prevencdo da gestacdo e
obtiveram resultados satisfatérios. Este relato estimulou a realizacdo do
presente estudo.

Os objetivos principais desse ensaio foi avaliar a taxa de recuperagéo e
degeneracao ovocitaria/embrionaria, a viabilidade, a classificagdo do estagio de
desenvolvimento e comportamento migratério dos embrides das tubas uterinas
para o utero, ap6s a administracdo do benzoato de estradiol. Para tanto, foi
necessario a definicdo da idade gestacional dos embrides coletados, para
proporcionar uma analise segura das variaveis estudadas e a determinagéo do

dia da OSH. A determinacdo da idade embrionaria nos caes ndo é um
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procedimento facil, desde que a propria detecgcdo do momento da ovulagao é
bastante imprecisa nas cadelas.

A definicdo da idade embrionaria baseou-se inicialmente no provavel dia
da onda pré-ovulatéria de LH (DO0), sendo esta a metodologia adotada pela
maioria dos autores que trabalham com desenvolvimento embrionario canino
(CONCANNON, 2000; ENGLAND e CONCANNOM, 2002; ROMAGNOLI, 2006;
TSUTSUI et al., 2006). Para tanto, a porcentagem de células superficiais na
citologia vaginal e as dosagens de progesterona sérica foram os dois critérios

utilizados neste trabalho (tabelas 3 e 4).

O uso das dosagens hormonais para a detec¢ao da ovulagéo é bastante
discutido. A onda pré-ovulatoria de LH e a secregcéo do FSH estao intimamente
relacionadas a ocorréncia da ovulagdo, no entanto a dosagem de LH nas
cadelas nao é realizada rotineiramente, pois além de dispendiosa, consome
tempo, o que explica o fato de muitos pesquisadores optarem pela mensuracéo
indireta da progesterona sérica para estimativa da ovulagao (KUSTRITZ, 2001;
LOFSTEDT, 2004; REYNAUD et al., 2005; GIER, 2006). Dessa forma, optou-
se pela dosagem de progesterona, no intuito de correlaciona-la ao surgimento
da onda pré-ovulatéria de LH e deste modo estimar o provavel dia de
ocorréncia da fecundagéo. A concentragcdo plasmatica de progesterona de 2
ng/ml (16 nmol/ L), seguindo a literatura, corresponde ao dia 0 do ciclo estral e
ao surgimento da onda pré- ovulatéria de LH (KUSTRITZ, 2001; LOFSTEDT,
2004; REYNAUD ET AL., 2005; GIER, 2006).

A realizagao de exames citolégicos seriados, desde o inicio do proestro,
pode também auxiliar na determinagdo da onda pré-ovulatéria de LH, segundo
Feldman e Nelson (2004); uma contagem de 80% de células superficiais
corresponde ao dia da concentragdo maxima de estrogeno (dia -2 da onda pré-
ovulatéria de LH). A mudanca abrupta dos tipos celulares para parabasais e
intermediarias indica o primeiro dia do diestro, o que corresponde ao dia +7 da
onda pré-ovulatoria de LH. O exame citolégico é de facil realizagao, porém nao
determina com acuracia o dia da ovulagao.

Para a avaliagdo das estruturas coletadas: ovdcitos, ovocitos
degenerados, embrides viaveis ou degenerados, apds a lavagem das tubas e

cornos uterinos, foi utilizada uma lupa estereomicroscopica e em casos de
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dificil identificacao as estruturas foram coradas com Hoesch 33342 e iodedo de
propideo. A identificacdo e avaliagdo dessas estruturas nem sempre foram
faceis, devido principalmente a aparéncia escura dos ovocitos e embrides
desta espécie, dada pela alta quantidade de granulos lipidicos presentes no
citoplasma dessas células.

De acordo com Tesouriero (1982), os precursores dos granulos lipidicos
sdo transportados das células foliculares através da ZP, ja podendo estar
presentes em ovdcitos jovens e aumentando em quantidade durante todo o
processo da ovogénese. Todos os estudos de morfologia ultra-estrutural e de
maturagéo oocitaria nos caes sao dificultados pela aparéncia escura dada pela
presencga dos granulos lipidicos.

Em equinos, os granulos lipidicos possuem um papel importante nas
fases iniciais de clivagem, mas diminuem quantitativamente na fase
correspondente a formacdo de blastocele; nesta fase o material
citoplasmatatico rico em granulos lipidicos € expelido formando debris de
massas celulares no espaco perivitelinico. Em cées, entretanto ndo se observa
esta massa no espaco perivitelinico, mas quantidades abundantes de lipidios
presentes ainda nos blastocistos expandidos, sendo que a funcéo fisiolégica
destas estruturas ainda ndo sdo conhecidas completamente. Acredita-se que
esse material lipidico funcione como uma importante reserva nutricional
durante o inicio do desenvolvimento embrionario, ja que o periodo anterior a
implantacdo é relativamente prolongado na gestacdo canina (LANDIM e
ALVARENGA e BICUDO, 1997).

Inicialmente as lavagem das tubas e cornos uterinos foram dificeis de
serem efetuadas, primeiramente, devido a falta de habilidade na realizagédo
desse procedimento, o que pode explicar em parte, o menor numero de
embrides e ovocitos coletados no inicio do experimento, especialmente no
grupo experimental. A despeito do experimento ter sido conduzido de forma
aleatoria, ou seja, trabalhou-se ora com cadelas do grupo controle, ora com
fémeas do grupo experimental, foi constatado uma diferenca significativa entre
os dois grupos (Tabela 10). Provavelmente o menor numero de estruturas
coletadas no grupo experimental deve-se ao efeito da droga.

O aspecto das tubas e cornos uterinos também foram avaliados em

todas as fémeas, apés a OSH. Verificou-se que em todos os animais que
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receberam o farmaco, o utero e as tubas uterinas apresentavam-se
aparentemente espessados (figuras 7 e 8) em relagdo ao grupo controle
(figuras 9 e 10), o que também pode ter contribuido para a dificuldade na
lavagem uterina.

A coleta das estruturas dos cornos e tubas uterinas foi realizada de
acordo com o preconizado por Tsutsui et al.,, (2006) com pequenas
modificagdes. O meio utilizado foi o PBS, acrescido de heparina e alcool
polivinil, a temperatura de 30°C, o que facilitou a visualizagdo das estruturas
coletadas e impediu a aderéncia entre elas e outros debris celulares. Outros
autores, entretanto, utilizaram meios de lavagens contendo Ringer , acrescido
de soro fetal canino (TSUTSUI et al., 2001), solugao fisiologica (PEREIRA et
al., 2007), TCM 199 suplementado com Hepes (HOSSEIN et al., 2006).

Em relacao as 5 fémeas (E01, E02, EO4, E7 e E13) nas quais n&o foram
identificados nem embrides e nem odcitos, apoés o procedimento de lavagem
tubarica e uterina, pode-se aventar a possibilidade da agdo do proprio
estrogeno que aumentaria a contratilidade uterina. De acordo com Clark e
MarKaverich (1988), o estrbgeno é responsavel pela sintese de proteina
contratil, auxiliado pela concentracdo de actomiosina e do sistema adenosina
trifosfatase (ATP).

O aumento da contratilidade tubarica, exercida pela droga também
poderia ocasionar uma perda maior de ovocitos que ndo seriam captados pelas
tubas uterinas, caindo na cavidade abdominal e explicando uma menor
porcentagem de estruturas recuperadas no grupo experimental (CUNHA et al.,
2005). Essa contratilidade maior exercida pela droga, poderia estar associada a
um provavel estimulo dos receptores para oxitocina no endométrio, fato que
alteraria o tonus uterino, estimulado tanto pela acdo da prostaglandina, como
pela acao direta do proprio estrégeno sobre a proteina contratil.

Outro fator importante relaciona-se ao microambiente tubarico, pois as
secregbes provenientes deste segmento sdo de grande importéncia para a
nutricdo tanto de embrides, quanto para a maturagédo ovocitaria e fertilizagao.
Sabe-se que o transporte de gametas no oviduto, além de ser auxiliado por
contragdes das dobras da mucosa do oviduto e mesosalpinge, também é
auxiliado pelo fluido tubarico que auxilia na movimentacao ciliar (ENGLAND et
al., 2006).
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N&o ha estudos com relagdo a alteragbes deste microambiente geradas
com o uso de estrogeno, mas se os padrdes de secregéo se alterarem com o
uso do farmaco, a baixa recuperacao de ovdcitos e o alto numero de estruturas
degeneradas (50%) poderiam ser decorrentes da utilizagdo da droga.

A temperatura do meio de lavagem também é um fator importante a ser
ressaltado e que pode ter influenciado os resultados referentes a viabilidade
embrionaria. Em suinos, temperaturas abaixo de 10°C sdo consideradas
nocivas a sobrevivéncia embrionaria, e Nieman (1985) atribuiu esse efeito a
alta quantidade de lipidios presente nos blastdmeros dessa espécie.

A taxa de recuperagcdo de estruturas foi calculada baseando-se na
contagem do numero de corpos luteos apds a sec¢éo dos ovarios dividido pelo
numero de estruturas coletadas. O resultado em ambos 0s grupos mostrou que
nao houve uma relagéo entre o numero de corpos luteos contados e o numero
de estruturas recuperadas, independente da aplicacéo da droga. Tanto Renton
(1991) como Cunha et al., (2005) observaram que o numero de corpos luteos
raramente coincide com o numero de ovdcitos e embrides recuperados e
atribuem esse achado, ao fato de que apo6s a ovulagao, alguns ovocitos podem
nao ser captados pelas tubas uterinas.

Independente desse achado, as taxas de recuperacgéo tanto de ovocitos
como de embrides foram maiores no grupo controle. No grupo experimental
das 12 cadelas consideradas inicialmente, 06 ndo estavam prenhes, portanto,
apenas 06 animais foram considerados efetivamente gestantes, diminuindo o
numero de estruturas recuperadas. No grupo controle 11 fémeas estavam
prenhes aumentando a possibilidade de recuperagéo de estruturas e a taxa de
recuperacgao.

Considerando o manejo reprodutivo adotado na pesquisa (cobertura
natural X |.A) os dois grupos considerados incluiam cadelas inseminadas e
acasaladas naturalmente quase na mesma proporgédo. No grupo experimental
das 12 cadelas, 06 cadelas foram inseminadas e 06 foram acasaladas; das 6
cadelas inseminadas, 04 estavam prenhez. No grupo controle, das 12 fémeas,
05 foram inseminadas e 7 acasaladas; das 5 fémeas inseminadas, 4 estavam
gestantes.

Em relacdo ao manejo reprodutivo adotado foi observado que em um

total de 11 cadelas inseminadas, 08 tornaram gestantes. Nas cadelas
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acasaladas naturalmente (13), 06 tornaram-se gestantes. Nas cadelas em que
foi utilizada a I.A, a taxa de gestacao foi um pouco maior quando comparada as
cadelas acasaladas naturalmente, porém, o manejo reprodutivo adotado né&o
pode ser considerado o unico fator responsavel pela maior taxa de
recuperagéo no grupo controle.

Nos estudos de PEREIRA et al.,, (2007) a taxa de recuperagao
embrionaria foi de 71% quando utilizaram laparotomia e lavagem uterina e 91%
no grupo no qual usaram a OSH. Neste estudo as cirurgias foram realizadas no
12°dia ap6s a primeira copula e foram recuperados 33 estruturas embrionarias,
sendo 20 blastocistos (66,6%) em diferentes estadios de desenvolvimento, 4
morulas (12,12%), 7 estruturas degeneradas (21,21%) e 2 zonas pelucidas
rompidas (6,06%). J& TSUTSUI et al.,, 2001 obtiveram uma recuperacao
embrionaria em torno de 97,1% com a OSH realizada 4 a 6 dias ap6s ultimo
acasalamento com a taxa de degeneracgao deste autor foi de 26,3 %.

A taxa de recuperacgéo de estruturas verificada neste trabalho foi menor
(Gl = 22,88 % X Gll = 65,85%) quando comparada com os resultados de
Pereira et al., (2007) e Tsutsui et al., (2001) tanto no GI como no GIl. Essas
diferencas podem ser explicadas pelos dias nos quais foram realizadas as
lavagens e coletas. Pereira et al., (2007) efetuaram as lavagens no 12° dia
ap6s a primeira cobertura, portanto, mais precocemente, inclusive em um
periodo anterior a invasdo endometrial que se inicia por volta do 13° dia de
gestacédo. Neste periodo as reacgdes inflamatérias locais, caracterizadas pelo
aparecimento de edema, infiltracdo neutrofilica e linfocitaria, (VERSTEGEN-
OCLIN e VERSTEGEN, 2008) ainda ndo ocorreram o que pode ter facilitado o
seu procedimento de coleta; isto também explica as taxas mais altas de
recuperacado. A mesma situacédo pode ser atribuida nos trabalhos de Tsutsui et
al., (2006).

Tsutsui et al., (2006) utilizaram fémeas beagles, com idade variando
entre 1 a 10 anos, pertencentes a um canil préprio, fato que provavelmente
auxiliou em seu manejo reprodutivo. Esses autores realizaram a estimativa da
ovulagdo através de dosagens seriadas de progesterona, acasalando suas
fémeas uma unica vez , 3 dias apds a ovulagéo. As concentragdes plasmaticas
de LH também foram realizadas. A coleta dos embrides foi realizada 8 a 16

dias apds a ovulagao.
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Cunha et al., (2005) obtiveram uma recuperagao embrionaria média de
68,50%; nesse trabalho os autores coletaram apenas embrides de 8 células
nas tubas uterinas e embrides de 2 células até blastocisto eclodido nos cornos
uterinos; Renton et al. (1991) observaram uma recuperagdo embrionaria de
77%.

As diferencas dos valores encontrados neste estudo (22,88 % para o Gl
e 65,85%. para o Gll) quando comparada aos de Swanson et al., (1994) 87,5 %
e Tsutsui et al., (2001) 97,10% pode ser entendida ndo s6 pela falha na
captagédo dos ovocitos, mas também por dificuldades no método utilizado para
recuperacéo das estruturas, principalmente no grupo experimental.

Neste experimento nao foi observado uma associacédo entre o
tratamento utilizado e o atraso na clivagem, quando se considerou a totalidade
das estruturas, conforme os resultados evidenciados por Tsutsui et al., (2006).
No entanto, o grupo | (experimental), apresentou um baixo numero de embrides
recuperados (3 embrides), o que pode indicar uma acdo embriotoxica do
farmaco na tuba uterina.

Nos subgrupos experimentais foram constatados tanto atrasos nas
divisdbes embrionarias, como também embrides com a clivagem mais adiantada
do que o esperado, fato que pode indicar a ocorréncia de falha na
determinacdo da provavel idade embrionaria. Deve-se levandar em conta
ainda, o tempo relativamente longo de permanéncia dos ovécitos nas tubas
uterinas, associado a longevidade dos espermatozéides no trato reprodutivo
das fémeas (REYNAUD et al., 2006).

Em situagcdes normais, durante o periodo de pré—implantagdo nas
cadela, podem ser encontrados embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento o que nao resulta em alteragdo no desenvolvimento nomal da
gestacdo ou desenvolvimento anormal desse embrido. Em nosso estudo,
entretanto, a cadela C11 foi a unica a apresentar embrides em diferentes
estagios de desenvolvimento (3 blastocistos iniciais e 3 blastocistos

expandidos)

N&o foi identificada nenhuma estrutura nas tubas uterinas em cadelas
que foram submetidas a OSH, antes do 10° dia da provavel fecundagéao; esses

resultados contrariam o descrito na literatura, que consideram o achado de
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estruturas nas tubas uterinas até o 12° dia poés-fertilizacdo (CONCANNON
2000, ENGLAND e CONCANNON, 2000; ROMAGNOLI, 2006). Ja Lofstedt,
(2004) considera o achado de moérula em tuba uterina até o 11° dia da onda pré
ovulatéria de LH, ou 6° dia, pos-fertilizagéo.

Em castragdes realizadas apds o 10° dia da provavel fecundacao, foram
observadas duas morulas presentes ainda em tubas uterinas, uma em cada
grupo considerado (cadelas C12 e E6). Essa situacdo quando considerado
apenas o Gl poderia estar associada ao uso do benzoato de estradiol, mas
como também foi evidenciado no Gll, essa condigdo pode estar apenas
relacionada a maneira como foi estipulada a idade embrionaria.

Quanto a viabilidade das estruturas coletadas, nao foi notada diferenca
estatistica entre os grupos controle e experimental, logo o processo de
degeneragao das estruturas ndo pode ser correlacionado diretamente ao uso
da droga, pois o indice de embrides degeneradas coletadas do grupo controle
foi superior (30,4%) ao encontrado no grupo experimental (25%). Esse
resultado contradiz o conceito preconizado por Raskin (1998); Brunckhorst et
al. (2000); Feldman e Nelson (2004) os quais afirmaram que os estrégenos
podem exercer um efeito tdéxico direto sobre os embrides, interrompendo desta
forma a prenhez. Uma das situagdes a ser considerada nesse aspecto, é o
principio ativo do estrégeno utilizado, talvez o ECP e o valerato de estradiol
apresentem uma acado embriotoxica mais acentuada do que o benzoato de
estradiol. Em numeros absolutos, entretanto, 11 estruturas encontravam-se
degeneradas no Gl, enquanto no Gll, controle, apenas uma estrutura
apresentava-se degenerada; provavelmente se o numero de estruturas
avaliadas fossem maiores talvez os resultados demonstrassem um adiferenca
importante entre os grupos.

A coloragao utilizada neste trabalho para testar a viabilidade embrionaria
foi o corante Hoescht 33342 que identifica o DNA “vital” e é realizada através
da ligacdo do corante a bases pares A-T do material genético no nucleo da
célula. Esse processo nao requer permeabilizagdo celular, pois o corante é
permeavel a membrana plasmatica intacta e o transporte ocorre de forma ativa
(CASEY et al.,, 1993). Este método de coloragcao é eficaz em varios tipos
celulares, (WESTON, 1990); ja o iodeto de propidio € um corante fluorescente

que também se liga ao DNA, intercalando-se especificamente entre as bases,
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mas normalmente nao atravessa a membrana celular, sendo pouco
lipossoluvel.

Outro corante normalmente utilizado para avaliar a viabilidade
embrionaria é a acridina orange e o iodeto de propideo. Estes corantes
normalmente sao utilizados em embridbes em estagios iniciais de
desenvolvimento; neste caso, ha a possibilidade tanto da contagem do numero
de células, quanto da avaliagdo da viabilidade celular e integridade nuclear.
Em embrides em estagios mais avangados, os blastdmeros aumentam em
quantidade e diminuem em tamanho, tornando dificil a avaliagdo da morfologia
nuclear em microscopia 6ptica, cujo aumento atinge 1000 x. (ZAKERI et al.,
2002)

Um outro fato interessante a ser considerado, na analise da viabilidade,
€ que mesmo que a estrutura avaliada apresente clivagem alterada, néao
necessariamente a viabilidade também esta comprometida e o contrario
também é valido; o embrido pode estar com a clivagem compativel ao dia de
coleta, porém, apds a coloragdo mostrar um aspecto inviavel, o que torna dificil
a correlagao entre essas duas variaveis.

As implantag¢des nao foram observadas em ambos os grupos estudados.
A coleta dos embrides foi realizada entre os dias 6 a 16 apds a ultima
cobertura, ou seja, do 12° a 24° dia poés-onda pré-ovulatéria de LH, sendo os
embrides com idade variando entre 8 a 20 dias de fertilizacdo. A fase de
ocorréncia da implantacdo nas cadelas segundo Allen (1995), Concannon
(2000), Reynaud et al., (2006), Gunzel-Apel (2008), Pretzer (2008) e
Verstegen-Oclin e Verstegen (2008) ocorre 18 a 21 dias apds as ovulagdes, ou
seja, 20 a 23 dias da onda pré-ovulatéria de LH.

Considerando essas estimativas, esperava-se encontrar embrides
implantados pelo menos no grupo controle, desde que nesse grupo foram
recuperados 28 embrides com idade superior a 18 dias de fertilizagcao (tabela
4). Uma das possiveis explicacbes para o ocorrido é a dificuldade no
estabelecimento da idade embrionaria, utilizando a citologia vaginal e a
progesterona sérica como métodos indiretos de predizer o momento da onda
pré-ovulatéria de LH. Outra possibilidade é a dificuldade de se visualizar o sitio

de implantagdo macroscopicamente; o processo de implantag&o nos animais é
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lento e gradativo e talvez as modificagdes iniciais deste processo ndo possam
ser visibilizadas ap6s a lavagem e abertura do utero, sendo necessario
procedimentos de microscopia de luz.

No grupo experimental, a cadela E12 apresentou uma estrutura que
gerou duvidas em relagdo a implantagédo, porém, apds estudo histologico a
implantagéo foi descartada. A auséncia de implantagcao poderia ser imputada a
acdo do benzoato de estradiol, uma vez que um dos efeitos esperados da
droga € a prevencao da implantagdo, porém, devido a um baixo numero de
embrides recuperados no grupo experimental, essa avaliagdo ficou
comprometida, além disso, todos os 3 embrides recuperados desse grupo
possuiam idade inferior a 18 dias de fertilizacdo, estando portanto, em uma
fase de pré -implantacéo,

A definicdo do momento exato da implantagédo é dificil, em parte pela
dificuldade que existe na diferenciacdo macroscopica dos sitios de
implantacdo. Segundo Barrau et al., (1975) esta diferenciagéo ja se inicia apés
o décimo dia do final do estro, através da observagao de alteragbes por toda
extensdo do corno uterino e edema das glandulas das zonas basais e
intermediarias do endométrio, porém a invasdo endometrial ocorre somente por
volta do 13° dia de gestacdo. No 16° dia de gestacdo é verificada uma
expansao consideravel dos sitios de implantacéo e a invasao primaria estende-
se completamente por todo o utero, menos ventralmente ao embrido, porém a
penetragdo maxima do trofoblasto s6 & observada em torno do 26° dia,
caracterizando a maturagao do sincicio fetal .

Levando-se em consideragao a descri¢cao de Barrau et al., (1975) onde a
penetracdo maxima do trofoblasto s6 é vista em torno do 26° dia da fertilizacao,
acredita-se que as castragdes nesse trabalho, foram realizadas muito cedo em
relacéo ao periodo da provavel implantacao.

A despeito das agbdes do benzoado de estradiol descritas na literatura
ressaltando essa droga como embriotdxica, responsavel pela alteragcdo no
movimento migratério dos embrides nas tubas uterinas e como preventiva no
processo de implantagcbes o que a indicaria como droga contraceptiva na
espécie canina, neste trabalho foi observado uma taxa de recuperagdo de

estruturas inferior ao grupo controle, sendo que 50 % das estruturas
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recuperadas encontravam-se degeneradas, reforcando a agdo embriotdxica da

droga.

Os estrogenos deixaram de ser utilizados na clinica reprodutiva
principalmente devido aos seus efeitos colaterais graves associados
principalmente ao aparecimento de petéquias, sufusbes e hemorragias graves
que ocorriam alguns dias ap6s a aplicacao da droga (WEISS e KLAUSNER,
1990).

Estudos conduzidos por Weiss e Klausner (1990) verificaram que a agao
do estrogeno sobre a medula O6ssea ocasiona alteragdes sanguineas como
trombocitopenia, anemia progessiva, leucocitose, porém essa supressao
mostra-se transitoria, pois cerca de 30 a 40 dias da aplicagdo do farmaco, os
parametros hematologicos retornam ao normal, atentando para o fato de que
provavelmente existe um efeito transitorio e uma variacao individual aos efeitos
do estrogeno.

O mecanismo de acdo do estrégeno sobre a medula 6ssea nao e
completamente conhecido, sabe-se entretanto, que apds a administracdo do
estroégeno , cerca de 1 a 3 semanas apés a aplicagcao da droga, ha formacdes
de colénias de macréfagos granulociticas e fibroblasticas na medula éssea.
Estudos in vitro, entretanto ndo revelaram supressao da medula 6ssea (WEISS
e KLAUSNER, 1990).

A principal alteragdo hematolégica relacionada ao uso de estrégeno € a
anemia aplasica da medula 6ssea, onde se observa faléncia de todas as
linhagens de células sanguineas, associada a citopenias e substituicdo da
medula hipocelular por tecido adiposo. Esta faléncia da medula 6ssea € uma
das maiores causas da deplec&o na circulagao das células sanguineas, sendo
também denominada de aplasia das células vermelhas puras, agranulocitose
ou trombocitopenia amegacariocitica (WEISS e KLAUSNER, 1990).

Também sdo atribuidos aos estrégenos outros efeitos colaterias, tais
como a neoplasia mamaria e piometra, entretanto, o periodo de ac&o longo do
dietilbestrol, estradiol, estrona e outros compostos sintéticos de estrogeno
(variando de 7 a 10 dias), sdo considerados perigosos, pois ocupam por um
grande periodo de tempo os receptores de estrogenos em tecidos alvos. Ja

compostos como estriol, ocupam os receptores por um curto periodo de tempo
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e possuem absor¢cdo minima, apresentam efeitos colaterias mais leves O
benzoato de estradiol é considerado uma droga de curta duragdo possuindo
um periodo de meia vida de 3 dias (ROMAGNOLI, 2006).

De acordo com Bowen et al., (1985) a diferenca entre doses utilizadas e
namero de aplicagcbes do farmaco podem influenciar os resultados de
prevencao de gestacdo como também o aparecimento dos efeitos colaterais
sobre o sistema hematologico. Tsutsui et al., (2006), correlacionaram o
aparecimento de efeitos colaterais em cadelas que receberam benzoato de
estradiol. Em seus estudos, a dose de 0,2 mg/kg, foi considerada a dose de
maxima eficiéncia, ou seja, a dose em que houve prevencédo de 100% de
gestacéao e auséncia de efeitos colaterais.

A possibilidade de usar compostos estrogénicos para previnir a
implantacdo de embrides resultantes de coberturas indesejaveis estimulou a
realizacdo desse projeto, uma vez que tanto a droga escolhida, como o
protocolo utilizado, permitia o uso desse farmaco com uma certa seguranca
(TSUTSUI et al., 2006). A inclusdo da avaliacdo hematoldgica dos grupos, em
3 momentos, visou a possibilidade de identificar possiveis efeitos prejudiciais
da droga sobre a medula éssea dos animais.

O grupo Gla (cadelas que receberam a aplicagdo de benzoato de
estradiol entre o 2° e 3° dias apd6s a ultima cobertura ) ndo apresentou
diferencas estatisticas entre os 3 momentos avaliados; o grupo Glb (cadelas
que receberam a aplicagdo de benzoato de estradiol entre 0 4° e 5° dias apés a
ultima cobertura ), ao contrario, apresentou valores estatisticamente diferentes
relacionados a hemoglobina e ao volume globular (VG) , os valores referentes
a hémaceas apresentaram apenas uma tendéncia estatistica. O grupo Glc
(cadelas que receberam a aplicacédo de benzoato de estradiol entre o0 6° e 7°
dias apés a ultima cobertura ) apresentou apenas uma tendéncia estatistica

referente as variaveis hemoglobina e VG.

No municipio de Botucatu a erliquiose canina € considerada endémica,
sendo uma das principais enfermidades infecciosas atendida na clinica médica
de pequenos animais, A presenca de sintomas clinicos e alteragdes
laboratoriais inespecificas como a trombocitopenia podem aumentar a suspeita

da doengca em caninos em areas endémicas. Na analise individual dos
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parametros hematolégicos foi observado a ocorréncia de uma diminuicao dos
valores plaquetarios, 15 dias apds a aplicagéo da droga (momento 2). Esse fato
foi devidamente considerado como acgdo do benzoato de estradiol, sem
entretanto, excluir a possibilidade da ocorréncia de erliquiose associada em

algumas cadelas, com o procediemnto cirurgico (OSH)

As alteragcdes do VG e hemoglobina, observadas neste experimento,
podem ser atribuidas a perdas sanguineas decorrentes do processo cirurgico,
ja que no momento 2, 15 dias ap6s aplicagédo da droga, algumas fémeas ja
tinham sido submetidas a OSH, no entanto, o retorno aos parametros
hematolégicos normais ocorreu em todas as cadelas do grupo experimental,
conforme observado nas tabelas 7, 8 e 9. Independentemente do dia da
aplicacado da droga, todos os animais apresentavam hemograma normal no
final do experimento, sem nenhuma alteracao fisiologica ou hematolbgica.
Estes resultados sdo concordante com os estudos de Weiss e Klausner (1990),
que verificaram que a agao do estrbgeno sobre a medula éssea ocasiona
alteragdes sanguineas iniciais, porém esse efeito é transitorio. Outra situacéo a
ser levada em conta € a meia vida da droga utilizada (3 dias) que n&o seria

suficiente para causar alteracbes hematoldgicas.

Estudos realizados por Weiss e Klausner, (1990) avaliaram o uso do
cipionato de estradiol e o dietilbestrol na prevencéo da gestagédo. Os animais
avaliados apresentaram equimose hemorragica cutdnea, mucosas palidas,
secrecao vulvar e diagnostico final de aplasia de medular, caracterizada pela
auséncia de megacariocitos, hipoplasia eritroide e hiperplasia granulocitica.
Atribui-se ao cipionato de estradiol uma maior toxicidade entre as categorias de
estrogeno, provavelmente devido ao seu periodo de meia vida maior (BOWEN
et al, 1985). Doses acima de 1 mg de cipionato de estradiol, geram anemia
aplasica severa ou até mesmo morte do animal, entretanto, o dietilbestrol,
apesar de nao induzir a efeitos téxicos, ndo preveniu de forma eficaz a
gestacao.

A observagdo de doencas reprodutivas nas fémeas que receberam
benzoato de estradiol ndo foi realizada, ja que essas cadelas foram castradas,
0 que impossibilitou a avaliacdo destes parédmetros. A ocorréncia de outros

sinais clinicos atribuidos ao uso de estrogeno, tais como: retorno ao estro,
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edema vulvar e sangramento vaginal foram observados em apenas uma
cadelas do grupo experimental, pertencente ao grupo Glc.

O comportamento de estro foi prolongado em todas as cadelas do grupo
experimental, inclusive, houve relato de nova cobertura em uma das fémeas,
dias ap6s a OSH (cadela EQ9, pertencente ao Glc). O edema vulvar foi
observado em todas as cadelas, ja o exame de citologia vaginal foi realizado,
mas desconsiderado desde que o material proveniente do esfregaco revelou-se
bastante espesso impossibilitando a diferenciagao entre os tipo celulares.

O periodo de aplicagédo da droga que ndo induziu nenhuma alteragao
hematoldgica foi o periodo “a” (entre o 2 e 3 dias), esse momento foi 0 mais
seguro em relagdo aos demais com relagédo a aplicacdo da droga, sem causar

efeitos colaterais importantes.

Sao poucos os estudos efetuados utilizando o benzoato de estradiol
como droga contraceptiva. Sua baixa popularidade que por muito tempo
desestimulou pesquisas por parte da comunidade cientifica é gerada
principalmente pela ampla divulgacdo de seus efeitos colaterias, as vezes
fatais, em detrimento de seu efeito contraceptivo e seu baixo custo. Em nosso
ensaio, apesar de nao repetirmos os mesmos resultados obtidos por Tsutsui et
al., (2006) os efeitos colaterais apresentados pelas cadelas foram leves com
recuperacdo dos paradmetros hematologicos. Maiores estudos a respeito da
acdo do estrdégeno, principalmente com relagcdo ao microambiente tubarico,
devem ser realizados para desvendar novos mecanismos de acgao que
poderiam explicar a diferenga existente entre o numero de estruturas
recuperadas, especificamente embriées, que ocorreu apos a administragdo da
droga. A aplicagcdo dessa droga numa determinada populacdo de cées talvez

possa apresentar resultados efetivos do ponto de vista epidemioldgico.

A utilizagdo do benzoato de estradiol com uma medida de contracepgao de
emergéncia pode ser efetuada, devido ao seu baixo custo, porém néo
descarta-se uma avaliagdo de diagndstico de gestacao (préxima aos 30 dias
pds cobertura), pois caso nao tenha sido eficaz, outro farmaco poderia atuar na
interrupcéo desta gestacao. Discussdes cuidadosas sobre o assunto devem ser
consideradas, as reagbes individuais de cada fémea devem ser ponderada,

antes da utilizagdo de determinados hormonios com fins contraceptivos.
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CONCLUSAO

O uso de 0,2 mg/Kg de benzoato de estradiol, em uma unica aplicagao,

IM, entre 0 2° e 7° dias ap6s a ultima cobertura nas cadelas:

"

Influencia a taxa de recuperagcdao e degeneragdo ovocitaria e ou

embrionaria.

Nao afeta a viabilidade e o comportamento migratério dos embrides das
tubas uterinas para o utero.

Nao altera a clivagem dos embrides, independente dos periodos de
aplicacao do benzoato de estradiol.

O periodo de observacao da implantagao utilizado neste experimento foi

inadequado, provavelmente muito precoce.

As alteracbes hematolégicas foram notadas apenas nas cadelas que

receberam o benzoato de estradiol entre 4 e 5 dias apd6s a ultima
cobertura.

Nao foi possivel correlacionar o uso da droga com periodos de

aplicacao, considerando a data da ultima cobertura como parametro.
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Efeito do benzoato de estradiol sobre o sistema hematologico de cadelas recém-

acasaladas.

(Action of the benzoate estradiol on the hematologic system of the pregnancy

bitches)

(Efecto del benzoate de estadiol sobre el sistema hematologico de perras recién

acopladas)

A. A.P DERUSSI **, V.H CHIRINEA 7, G. HM ARAUJO ®, M. D LOPES°®

RESUMO

Inumeras drogas sdo utilizadas para a preven¢do da gestagdo em cadelas, com o
mecanismo de agdo dependente do estdgio gestacional em que sdo utilizadas, a
capacidade de induzir a morte fetal, a indu¢do da absor¢do e/ou abortamento ou até
mesmo da indugdo do parto. O uso de estrdgenos na prevengdo da implantacdo em
cadelas ¢ contra indicado devido aos efeitos colaterais graves que envolvem o sistema
hematolodgico. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do benzoato de estradiol sobre
o sistema hematologico de 12 cadelas recém-acasaladas, na dose de 0,2 mg/Kg, com
aplicacdo intra-muscular, entre os dias 2 e 7 da data do ultimo acasalamento. Essas
fémeas foram divididas em 3 grupos: GA — quatro cadelas que receberam o benzoato de
estradiol entre os dias 2 e 3 apds a ultima cobertura; GB — quatro cadelas em que o
benzoado de estradiol foi aplicado nos dias 5 ou 6 da ultima cobertura e GC — quatro

fémeas cuja droga foi aplicada nos dias 6 ou 7 pds cobertura. A ocorréncia de alteracdes
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hematoldgicas foi averiguada através da andlise do hemograma em trés momentos
distintos: momento 1 (M1) antes da aplicagdo da droga, momento 2 (M2) quinze dias
apds a aplicacdo da droga e momento 3 (M3) quarenta dias apos a aplicagdo. As
variaveis analisadas foram: hemaceas/ul,, hemoglobinas g/dL, volume globular,
proteinas totais g/dL, plaquetas/ uL, leucocitos/ uL. Os dados foram analisados
baseando-se nos valores das médias e desvios padrdes, considerando p< 0,05. O
benzoato de estradiol alterou os pardmetros referentes a hemoglobina (p= 0,0366) e
volume globular (p= 0,0493) quinze dias (M2) apds a aplicacdo da droga. O retorno aos
pardmetros hematoldgicos normais ocorreu em todas as fémeas tratadas, 40 dias apds a
aplicagdo da droga.

Palavras-chave: benzoato de estradiol, sistema hematologico, gestacdo, efeitos

colaterais

ABSTRACT

Several classes of drugs have been used for the prevention of the pregnancy on
the dog Its mechanism of action depend the on gestation period, the capacity to produce
the fetal death, the absorption and/or abortion or induction of the parturiation. The use
of estrogen in the interruption of the gestation is many times counter adviced; side
effects that involve the hematopoietic system are ascribed with the use of this drug. The
objective of this study was to evaluate the action of the estradiol benzoate in the
hematopoietic system of 12 bitches, that received an application of the drug for
intramuscular injection in the dose of 0,2 mg/Kg, between days 2 the 7 for the date of
the last matting. The occurrence of hematologic alterations due to the application of the
drug, was inquired through the analysis of the complete hemogram at three distinct
moments: moment 1 (M1) without aplication of the drug, moment 2 (M2) equivalent the
15 days after the application of the drug and moment 3 (M3) 40 days after the
application of the drug. The data had been analyzed by the SAS program system, to
comparing the averages using "Tukey test" with different variances (p< 0,05). The
variable analyzed were: hemaceas/uL, hemoglobine g/dL, globular volume, total
proteins g/dL, plaquets/ ul, leucécitos.Estradiol benzoate modify only parameters
concerning hemoglobin (p=0,0366) and globular volume (p= 0,0493) on the bitches that
received the drug into the 4 and 5 days after mating, however the return on normal
parameters occur all the bitches, 40 days afterwards the apliccation the drug

Key-words: estradiol benzoate, hematopoietic system, pregnancy, side effects
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RESUMEN

Intimeras drogas son utilizadsa para la prevencidn de la gestacion em perras,
com el mecanismo de accidn dependiente Del estagio gestacional em que son utiliadas,
la capacidad de inducir la muerte fetal, la inducidn de la absorcion y/o aborto o hasta la
induccion del parto. El uso de estrégenos em la prevencion de la implantacion em perras
no es indicado a causa de los efectos colaterales graves que envuelven el sisema
hematoldgico. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto Del benzoato de estradiol
sobre el sistema hematoldgico de 12 perras recién acopladas em la dosis de 0,2 mg/Kg,
com aplicacion intramuscular, entre los dias 2 y 7 de la fecha Del ultimo acoplamiento.
Esas hembras fueram divididas em trés grupos : GA- cuatro pierras que recebieram el
bnzoato de estradiol entre los dias 2 y 3 después de coberturas; GB- cuatro péras em que
el benzoato de estradiol, fue aplicado em los dias 5 6 6 después de la ultima cobertura e
GC- cuatro hembras uja droga fue aplicada em los dias 6 6 7 después de la cobertura. La
ocurrencia de alteraciones hematoldgicas fue averiguada a través Del andlisis Del
hemograma em trés momentos distintos: Momento 1 (M1) antes de la aplicacio6n de la
droga, momento 2 (M2) quince dias después de la aplicacion de la droga y momento 3
(M3) cuarenta dias después de la aplicacion. Las variables analizads fueran: hemaceas/
ul, hemoglobinas g/dl, volume globular, proteinas totales g/dl, plaquetas/ ulL y
leocdcitos/ ul. Los datos fueran analizados basand em valores de los promedios y
desvios patrones, considerando p< 0,05. El benzoato de estradiol alterd los parametros
referientes a la hemoglobina (p= 0,0366) y volume globular (p= 0,0493)quince dias
(M2) espués de la aplicacion de la droga. La vuelta a los pardmetros hematoldgicos
normales ocorrié em todas las hembras tratadas, 40 dids después de la aplicacion de la

droga

Palabras claves: benzoato del estradiol, sistema hematoldgico, gestacion, efectos

colaterales
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INTRODUCAO

A ocorréncia de gestagdes indesejadas em cadelas ¢ um fato comumente
observado, principalmente quando consideramos que uma tUnica cobertura € capaz de
resultar em concepcdo. Diversas categorias de drogas s@o utilizadas para a prevengdo da
gestacdo na cadela, e o mecanismo de agdo de cada farmaco dependente do estagio
gestacional em que s3o utilizadas, da capacidade de induzir a morte fetal, da absor¢io
e/ou abortamento ou até mesmo da capacidade de indugdo do parto (HOFFMAN, 2004).

O uso do benzoado de estradiol, na prevencdo da gestacdo nas cadelas ¢
atribuido a sua acdo embriotoxica, a sua capacidade de alterar o movimento migratdrio
dos embrides nas tubas uterinas e a sua a¢@o na preven¢do das implantagdes (TSUTSUI
et al., 2006). Entretanto, os compostos estrogénicos deixaram de ser utilizados na
clinica reprodutiva, devido principalmente aos seus efeitos colaterais graves associados
ao aparecimento de petéquias, sufusdes e hemorragias graves observados alguns dias

apos a aplicagdo da droga (WEISS e KLAUSNER, 1990).

O mecanismo de acdo do estrogeno sobre a medula dssea ndo ¢ completamente
conhecido, sabe-se, entretanto que apds a administragdo desse farmaco ha formacdes de
colonias de macrofagos granulociticas e fibroblasticas, cerca de 1 a 3 semanas apds a
aplicacdo da droga. Estudos in vifro, entretanto, ndo revelaram supressdo da medula

ossea (WEISS e KLAUSNER, 1990).

A principal alteracdo hematologica relacionada ao uso de estrogeno ¢ uma
anemia aplasica da medula dssea, onde se observa faléncia de todas as linhagens de
células sanguineas, associada a citopenias e substituicdo da medula hipocelular por
tecido adiposo. Essa faléncia da medula 6ssea é uma das maiores causas da deplegcdo
das células sanguineas, na circulag¢do, sendo também denominada de aplasia das células
vermelhas puras, agranulocitose ou trombocitopenia amegacariocitica (WEISS e
KLAUSNER, 1990).

Também sdo atribuidos aos estrdgenos outros efeitos colaterias, tais como a
neoplasia mamaria e a piometra. O periodo de acdo dos estrdgenos, classificados como
longo ou curto, dependem do periodo de ligagdo da droga aos respectivos receptores nos
tecidos alvo; essa caracteristica esta associada com a severidade dos efeitos colaterais,
assim o dietilbestrol, o estradiol, a estrona, sdo considerados indutores de efeitos

colaterais graves, pois ocupam os receptores por um periodo de tempo maior, de 7 a 10
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dias. J& compostos como estriol, considerados de curta agdo, apresentam efeitos
colaterias mais leves (ROMAGNOLI 2006). O benzoato de estradiol € considerado
uma droga de curta duragdo, possuindo um periodo de meia vida de 3 dias.

De acordo com Lofstedt (2004), pesquisas estdo sendo realizada na tentativa de
resgatar a popularidade do estrogeno exdgeno como método contraceptivo, pois por
muitos anos esta droga foi considerada ineficiente e insegura. Publicagdes recentes
demonstram o uso de baixas doses de estrogenos em cadelas recém-acasaladas com
resultados seguros e efetivos (LOFSTEDT, 2004; TSUTSUI, 2006).

Em vista da literatura consultada o objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos do uso de uma unica aplicagdo de benzoato de estradiol (Estrogin®)10, na dose
de 0,2 mg/Kg, sobre o sistema hematoldgicos de cadelas, com histoérico de cobertura
indesejavel.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 12 cadelas com histdrico de cobertura indesejavel, atendidas no
Servico de Reprodugdo de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da
FMVZ/UNESP/Botucatu. Essas fémeas, apos discussdo sobre a melhor forma de
impedir essa possivel gestacdo e o consentimento dos proprietarios sobre a utilizacdo da
droga teste, receberam uma unica aplicagdo de benzoato de estradiol, na dose de 0,2
mg/Kg, por via intramuscular, no periodo compreendido entre o 2° e 7° dia da data da
ultima cobertura e foram ovariosalpingohisterectomizadas em um periodo que variou
entre 6 a 16 dias apos a ultima cobertura.

Esses animais foram dividido em 3 grupos, conforme a data de aplicagcdo do
estrogeno: Grupo A: Constituido de quatro cadelas que receberam o benzoato de
estradiol, no periodo entre o 2° ¢ 3° dia da data da ultima cobertura; Grupo B: Quatro
cadelas que receberam o benzoato de estradiol no periodo entre o 4° e 5° dia da ultima
cobertura € 0 Grupo C: também formado por quatro cadelas que receberam o benzoato
de estradiol, no periodo entre o 6° e 7° dia da ultima cobertura.

A ocorréncia de alteracdes hematologicas foi avaliada em trés momentos:
Momento 1 (M1) antes da aplicacdo da droga, Momento 2 (M2) 15 dias apds a
aplicacdo da droga e Momento 3 (M3) 40 dias apds a aplicacdo da droga.

1 Estrogin®, Farmavet Produtos Veterinarios, Sdo Paulo
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Foram coletadas amostras sanguineas através de puncdo da veia jugular (1 a 2
ml), em tubos com EDTA, para a realizagio de hemograma, utilizando método
automatizado. A contagem leucocitaria e plaquetaria foram realizadas e os valores de
referéncia adotados para a comparagdo foram baseados nos descritos por Feldman et al
(2000), sendo os mesmos adotados pelo do Laboratdrio Clinico do Hospital Veterinario-

Unesp /Botucatu (FELDMAN et al., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo do benzoato de estradiol na prevencdo de gestacdo em cadela
recém-acasalada é uma forma de contracep¢do, que pode atuar de forma menos
dispendiosa sobre o controle populacional dos cées, j& que muitas vezes a implantagdo
de um programa de controle animal através do uso de esterilizac¢do cirurgica, além da
alocagdo de recursos financeiros, técnicos € humanos, exige planejamento que englobe
diagndstico, agdes preventivas, monitoramento, avaliacdo e dedicagdo permanente,
seguindo as exigéncias da Secretaria de Estado da Satde de Sao Paulo.

Pesquisas recentes indicam que em média 95% das cadelas reprodutivamente
normais que sdo acasaladas em seu periodo fértil tornam-se gestantes (REYNAUD et
al., 2006). O tempo relativamente longo de permanéncia dos ovdcitos nas tubas
uterinas, associado a longevidade da capacidade fecundante dos espermatozoides e o
rapido transporte espermatico nos cornos uterinos sugerem que um Unico acasalamento
¢ suficiente para produzir uma gestagao.

Os valores dos hemogramas obtidos antes e apds a aplicacdo do benzoato de

estradiol em diferentes periodos apods o acasalamento estdo resumidos na tabela 1:

Tabela 1- Valores da média e desvio padrdo referentes a contagem das hemaceas,
hemoglobina, volume globular, proteinas totais, plaquetas e leucdcitos dos grupos
experimentais (GA, GB, GC) nos trés momentos estudados M1 (antes da aplicagcdo da
droga), M2 (15 dias apds a aplicagdo da droga) e M3 (40 dias apds a aplicagdo da
droga) e valores de referéncia considerados. Botucatu, 2008, os mesmo adotados por

Meinkoth e Clinkenberard (2000).
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Valores de Hemaceas Hemoglobina Volume globular Proteinas totais Plaquetas Leucécitos
5 ) 37 a 559 6 a8 (g/dl 180.000 pL )
referéncia (5,5a8,5 (X 10" uL) (12 a 18 (g/dl) (e i) (628 (g/dl) ( uL) (6- 17 (x 10¥ L)
Momentol  6.500.000 +302.021* 14,7 +0,70° 4425 +2,69° 72+045% 247.500 + 12.887,5 + 1.391,7 @
GA 33.260 ®
Momento 2 5.028.000 + 1.484.552* 14,675 +0,705* 45+3,49° 7,5+0,29*° 175.062,5 + 11.200 +2.440,6 *
53.210*°
Momento 3 6.152.500 + 430.298* 14,675 +0,85° 44,75 + 2,06 6,95 +0,33* 185.162,5 + 9.909,75 + 1.840,2 *
43.006*
p 0,4351 0,9985 0,9388 0,2814 0,3973 0,5142
Momentol  6.795.000 + 449.045° 16,12 +1.09° 47,25+2,78 7,45 +0,36° 204.050 + 13.975+1.031,5?
GB 30.780 ®
Momento 2 5.620.000 + 511.468 * 13,17 +£0,65° 38+£2,04° 7,1 +0,21° 200.906,25 + 12.400 £2.271,2 2
89.580 *
Momento 3 6.200.000 + 351.852* 143+0,70 ® 4425 +1,18° 7+ 0,39 222.031,25 + 10.300 + 1.347,2*
66.845*°
p 0,0780* 0,0366 0,0493 0,3364 0,9084 0,3700
Momentol  6.587.500 + 139.963 * 158+1.18% 43,75 £2,46° 7+0,50* 366.293,75 + 14.775+1.876,32
GC 138.658*
Momento 2 5.827.500 +412.460 * 12,92+0,70 ° 38+1,68° 6,95+0,62° 304.562,5 + 17.375+2.330*
140.605 ®
Momento 3 5.822.500 + 376.837 * 13,65+0,81°% 38,75 £2,59* 7,32 +£0,70* 271.781,25 + 11.500 958,30 ®
66.298 *
p 0,1137 0,0661* 0,0505* 0,3716 0,3981 0,1385

Letras iguais significam sem diferenca estatistica e letras diferentes significam diferenga estatistica

Dos grupos avaliados na presente pesquisa, o GA — aplicagdo da droga no 2° ou
3° dia — ndo apresentou diferencas estatisticas entre os trés momentos estudados, a
despeito dos valores absolutos da maioria das varidveis apresentarem-se sempre
inferiores nos momentos 2 ¢ 3 quando comparados com o momento 1, ou seja, antes da
aplicacdo da droga. Apds a aplicacdo do benzoato de estradiol foi verificado uma
diminui¢do nos valores absolutos de hemaceas, plaquetas e leucodcitos, mas sem
ultrapassar os limites normais da espécie.

O GB — uso do farmaco entre os dias 4 ¢ 5 pds cobertura, foi observado uma
diferenca significativa entre os momentos 1 e 2 para as variaveis hemoglobina e volume
globular, conforme visto na tabela 1. Tanto os valores de hemoglobina como de volume
globular retornaram ao normal no momento 3, apds 40 dias da aplicacdo da droga.
Nesse grupo também foi constatado uma tendéncia da variavel hemacea apresentar
diferenca expressiva entre os momentos M2 e M1 / M3. Esse resultado revela uma
concordancia com os estudos de Weiss e Klausner (1990), que identificaram um efeito
rapido e transitdrio dos estrégenos sobre a linhagem sanguinea.

O GC - aplicagdo do benzoato de estradiol nos dias 6 e 7 pds cobertura
indesejavel, da mesma forma que no GB, foi evidenciado apenas uma tendéncia da
hemoglobina e do volume globular em mostrarem resultados inferiores nos momentos 2

¢ 3 em relacdo ao momento 1.
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No municipio de Botucatu a erliquiose canina ¢ considerada endémica, sendo
uma das principais enfermidades infecciosas atendida na clinica médica de pequenos
animais, A presenca de sintomas clinicos e altera¢des laboratoriais inespecificas como
a trombocitopenia podem aumentar a suspeita da doenga em caninos em areas
endémicas. Na analise individual dos parametros hematoldgicos foi observado a
ocorréncia de uma diminui¢do dos valores plaquetdrios, 15 dias apds a aplicagdo da
droga (momento 2). Esse fato foi devidamente considerado como a¢do do benzoato de
estradiol, sem entretanto, excluir a possibilidade da ocorréncia de erliquiose associada

em algumas cadelas, com o procediemnto cirtrgico (OSH)

As alteracdes do VG e hemoglobina, observadas neste experimento, podem ser
atribuidas a perdas sanguineas decorrentes do processo cirurgico, ja que no momento 2,
15 dias apos aplicacdo da droga, algumas fémeas ja tinham sido submetidas a OSH, no
entanto, o retorno aos parametros hematologicos normais ocorreu em todas as cadelas

do grupo experimental, conforme observado nas tabelas 1.

No M3 todas as fémeas apresentaram hemograma dentro dos limites normais
para a espécie, o que confirma mais uma vez os achados de Weiss e Klausner (1990).

A utilizacdo do benzoato de estradiol na prevengdo da implantagdo em cadela
recém - acasalada ¢ uma forma de contracep¢do e estudos sobre a dose, efeitos
colaterais, aplicagdo em momento adequado do ciclo estral, poderiam intensificar o uso
desse hormodnio e aumentar sua eficicia. O estudo sobre o uso correto deste farmaco
tem como intengdo facilitar a utilizagdo do produto, contribuindo diretamente para
controle populacional de cdes, especificamente em casos de coberturas recentes ndo
desejadas.

O benzoato de estradiol é considerado uma droga de curta duragdo, possuindo
um periodo de meia vida de 3 dias. Essa caracteristica ¢ benéfica pois o tempo de
ligacdo com seus receptores € relativamente curto, gerando efeitos colaterais menos
severos. De acordo com Bowen et al., (1985) a diferenca entre doses utilizadas e
nimero de repeticdes de aplicacdes do farmaco, a categoria de estrégeno utilizada, bem
como o periodo de meia vida do fArmaco, podem influenciar os resultados de prevengao
de gestagdo como o aparecimento dos efeitos colaterais sobre o sistema hematoldgico.

Outra condicdo importante que deve ser considerada na hormonioterapia ¢ a
sensibilidade individual a determinados compostos ¢ a severidade dos efeito colaterais

apresentar uma relacdo forte com a dose utilizada. A dose usada nesse experimento foi
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determinada pelo estudo de Tsutsui et al, (2006), os quais correlacionaram o
aparecimento de efeitos colaterais com a dose de benzoato de estradiol administrada em
cadelas; a dose de 0,2 mg/kg foi considerada a dose de maxima eficiéncia, ou seja, a
dose em que houve prevencao de 100% de gestacdo e auséncia de efeitos colaterais.

Nenhum outro sintoma relacionado ao trato reprodutivo foi identificado nos
animais estudados, embora o periodo de avaliacdo tenha sido relativamente curto para
diagnosticar alteragdes uterinas e ou mamarias.

De acordo com os resultados obtidos nesse ensaio, o benzoato de estradiol, na
dose recomendada torna-se uma opg¢ao viavel de contracep¢do, podendo ser utilizada

com seguranga, principalmente em relagdo a um quadro de pancitopenia.

CONCLUSAO:

A utilizagdo do benzoato de estradiol, na dose de 0,2 mg/Kg, ndo promove
alteracdes hematologicas quando aplicadas precocemente em cadelas acasaladas, o que
entretanto, ndo exclui a necessidade de um rigido controle hematoldégico quando opta-

se pelo uso do benzoato e estradiol na prevencdo da implantagcdo em cadelas.
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