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Resumo - Relacao entre o maneio reprodutivo na cadela e as datas de
beneficiacao e de parto

Este trabalho aborda a identificacdo do periodo fértil de cadelas através do
doseamento sérico de progesterona e de citologias vaginais, para determinar o melhor
momento para beneficiar. Neste tema incluiu-se um estudo realizado em 11 cadelas, em
que, com base nos resultados citoldgicos e endocrinos, se determinou o periodo fértil das
cadelas para maximizar a fertilidade da beneficiagdo. Destas, nove cadelas ficaram
gestantes. Avaliou-se ainda a relacao entre a duragdo da gestagdo e do tipo de beneficiagdo
sobre o tamanho da ninhada. Nao foi possivel estabelecer uma correlagao significativa
entre a duracao da gestacao e o tamanho da ninhada nem entre o tipo de beneficiacdo e o
tamanho da ninhada na amostra em estudo (p= 0,345). A determinacao do periodo fértil &

uma ferramenta util para aumentar a eficacia na obtengao de uma gestacao.

Palavras-chave: Progesterona, Citologia vaginal, Periodo fértil, Ciclo éstrico, Gestante



Abstract - The relationship between reproductive management in
bitches and the dates of whelping and parturition

This work addresses the identification of the fertile period of bitches through
serum progesterone measurement and vaginal cytology, to determine the best time to
breed. This topic included a fertility study conducted on 11 female dogs, using both
cytological and endocrine analysis to identify their optimal breeding periods. The study
resulted in successful pregnancies in nine of the animals. The relationship between the
duration of gestation and the type of breeding on the size of the litter was also evaluated.
It was not possible to establish a significant correlation between the duration of gestation
and litter size nor between the type of breeding and litter size in the sample under study
(p=0.345). Determining the fertile period is a useful tool to increase the effectiveness of

obtaining a pregnancy.

Keywords: Progesterone, Vaginal cytology, Fertile period, Estrous cycle, Pregnant
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1. Introducao

Nos dias de hoje, ¢ cada vez mais frequente os tutores recorrerem aos centros de
atendimento médico-veterinarios (CAMVs) para a reprodugdo das suas cadelas, de modo
a garantir uma monitorizacdo mais apertada do ciclo éstrico, uma maior eficacia das
beneficiagcdes e, também uma melhor monitorizacdo durante a gestagdo e no parto,
diminuindo o numero de fetos mortos e agindo rapidamente em casos de distocia. A
presente dissertagao foi elaborada com o objetivo de determinar a utilidade das medigdes
dos niveis de progesterona no sangue e do uso de citologias vaginais para delimitar o
periodo fértil, estimar a data do parto e analisar a relagdo entre alguns pardmetros
reprodutivos nas cadelas, como o tamanho da ninhada, a duragdo da gestagao e o tipo de
beneficiacdo. Inicialmente ¢ feita uma monografia sobre reproducdo em cadelas,
desenvolvendo um pouco a fisiologia e endocrinologia do ciclo éstrico, descricdo dos
métodos de determinagdo do periodo fértil e dos métodos de previsao da data do parto.
Posteriormente, ¢ feito o tratamento de dados recolhidos durante o estagio com o objetivo
de inferir a relagdo entre a duracao da gestacao e o tamanho da ninhada e a influéncia do

tipo de beneficiagdo no tamanho da ninhada.

2. Fisiologia e endocrinologia da reproducao de cadelas

As cadelas s3o uma espécie monoéstrica ndo sazonal, ou seja, apenas possuem um
ciclo éstrico por cada época reprodutiva. A puberdade define-se como o inicio da fungao
reprodutiva numa fémea e evidencia-se pelo, comummente, denominado “cio”. Na
cadela, o termo “cio” engloba duas fases do ciclo éstrico, o proestro e o estro (Martins et
al., 2007). A idade a que a cadela atinge a puberdade ¢ bastante variavel e, apesar de
ocorrer a uma idade média de nove meses, pode variar entre os seis € 0os 14 meses. No
entanto, hd algumas cadelas que a puberdade s6 ocorre mais tarde, por volta dos 24 aos
30 meses de idade. De facto, o inicio da puberdade parece estar associado a altura em que
a cadela atinge, aproximadamente, 80% do peso adulto. Por esta razdo, as racas gigantes

tendem a atingir a puberdade numa idade mais tardia (England & Heimendahl, 2010).



2.1 O ciclo éstrico na cadela

O ciclo éstrico da cadela pode ser dividido em quatro estadios: proestro, estro,
diestro e anestro, que t€ém duracdo bastante variavel, de cadela para cadela. O proestro
tem uma duracdo média de nove dias, variando de dois dias a trés semanas. Em relacao
ao estro, a média € sete dias, variando dos sete dias as trés semanas. O diestro tem em
média, 60 dias de duragdo enquanto o anestro tem uma grande variagdo, que vai desde
dois meses até dez meses de duracio (Figura 1) (Kowalewski, 2018). E de referir,
também, que o intervalo interéstrico, isto ¢, o tempo que decorre entre proestros
sucessivos €, em média, de sete meses, mas pode variar entre os 4 € os 12 meses (Root
Kustritz, 2010).

Anestro
2-10 meses

Diestro

60 dias (até ao
parto ou mais,
no caso de
pseudogestagdo
pode ir até 3
meses até
P4<Ing/mL)

Estro
5-9 dias (média
de 7 dias)

(pode variar de 7 Proestro
diasa 3 9 dias em média

semanas) (pode variar de 2
diasa 3
semanas)

Figura 1. Duragdo das fases do ciclo éstrico. Adaptado de
Kowalewski (2018)

Os quatro estadios do ciclo éstrico mencionados acima distribuem-se classicamente
por trés grandes fases, nomeadas de acordo com a estrutura dominante presente no ovario
durante cada fase do ciclo. Estas fases sdo a fase folicular, a fase lutea e o anestro. A fase
folicular corresponde ao periodo de desenvolvimento folicular até a ovulagdo,
incorporando o proestro e o estro (cerca de 20% do ciclo éstrico). A fase lutea € o periodo
que decorre desde a ovulacdo até a regressdo do corpo luteo e corresponde ao diestro
(cerca de 80% do ciclo éstrico); o anestro ¢ um periodo de quiescéncia, sem dominio de

esterdides sexuais (Figura 2) (Senger, 2012).
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Figura 2. Ciclo reprodutivo da cadela, ilustrando o ambiente enddcrino predominante em cada fase (Senger, 2012)

2.1.1 Ovulacao

A cadela ¢ uma espécie de ovulagdo espontanea, subsequente ao pico de LH, que
ocorre cerca de 48 horas antes da ovulacdo. Uma caracteristica da espécie ¢ o facto de a
ovulacao ser precedida da luteinizacdo da parede folicular, o que leva a um aumento
significativo dos niveis plasmaticos de progesterona ainda antes de ocorrer a ovulagdo.
Este aumento da progesterona acompanha o declinio dos niveis de estrogénios associado
a conversdo das células da granulosa mural em células lateas. E esta inversio de valores
entre os estrogénios e a progesterona que parece estimular o pico de LH, além de ser
responsavel pela alteracdo comportamental da cadela facilitando o comportamento de

aceitacdo do macho (P. Concannon et al., 1977).

As cadelas possuem uma grande variabilidade no que respeita ao dia da ovulagao,
e tém, normalmente, ovulagdes multiplas. A maioria das ovulagdes ocorre num intervalo
de 48 a 60 horas, ap6s o pico de LH, mas alguns foliculos podem levar até 96 horas para
ovular (England & Heimendahl, 2010). Outra das caracteristicas da espécie ¢ o facto de
o produto de ovulagdo ser um odcito primario, imaturo, € que requer um periodo de

maturagdo nos ovidutos, que no caso da cadela é relativamente extenso.

O periodo fértil corresponde ao periodo de tempo, durante o qual a beneficiagdo pode
resultar numa gestacao, i.e., corresponde ao periodo de maxima fertilidade. Neste periodo
inclui-se o periodo de fecundagdo, que corresponde ao tempo que os 0dcitos se encontram

disponiveis para serem fecundados (England ef al., 2006). Na cadela, o periodo de



fecundacao comeca dois a trés dias apos a ovulacdo e estende-se até cerca de oito dias
apos a ovulagdo (Reynaud et al., 2015). No fim deste periodo, a fertilidade da fémea sofre
um rapido declinio, devido a degenerescéncia dos odcitos e também ao encerramento do
canal cervical (impedindo a entrada do sémen).

A fecundagdo sé ocorre apos a maturagdo dos odcitos primarios, a extrusdo do 1°
corpo polar e a primeira divisdo meidtica. Estes processos de maturagdo decorrem nos
ovidutos e ndo estdo completos antes de 48 horas pds ovulagdo. Por isso, tendo em conta
que o intervalo entre o pico de LH e a ovulacao ¢ de 48 horas, pode concluir-se que a
fecundag¢ao ndo ocorre antes do dia quatro pos-pico de LH (England & Heimendahl,

2010).

Sao varios os fatores que contribuem para a duragao do periodo fértil da cadela,
nomeadamente: o tempo de sobrevivéncia dos oocitos nos ovidutos (que ¢ dois a trés
dias), o tempo entre a ovulacdo e a maturagdo dos odcitos (de dois a trés dias) e o tempo
de sobrevivéncia dos espermatozoides (varios dias, dependendo do tipo de beneficiagdo
utilizado) (Martins et al., 2007). Se a beneficiacdo a usar for a monta natural, o periodo
fértil comeca cerca de trés dias antes do pico de LH e termina seis a oito dias depois,
quando os odcitos comecam a degenerar (England & Concannon, 2002).

A cadela possui ainda uma outra particularidade relativa ao seu ciclo éstrico, € que
corresponde a duragdo do CL. Este apresenta uma longa durac¢ao, mantendo-se funcional
durante sensivelmente o mesmo periodo, quer a cadela esteja gestante ou ndo. De facto,
o diestro termina com o parto, no caso de uma cadela gestante, ou quando a progesterona
¢ inferior a 1 ng/mL, no caso de cadelas ndo gestantes. Na pratica, o decréscimo da
progesterona circulante ¢ mais gradual no final de um ciclo ndo gestacional do que num
diestro de gestacdo, o que podera alongar um pouco mais o diestro em fémeas ndo
gestantes. Em cadelas ndo gestantes, a luteodlise parece ocorrer pelo “envelhecimento” do
CL, nao havendo evidéncias da existéncia de um mecanismo de luteolise semelhantes ao
dos ruminantes (Kowalewski, 2014). Por outro lado, em cadelas gestantes a atividade do
corpo liteo parece ser interrompida pela ocorréncia da lutedlise pré-parto, associada a

niveis crescentes de PGF2a que causam a destruicdo do CL (Kowalewski, 2014). A Figura



3 esquematiza a diferenca no mecanismo de regressdo do corpo luteo entre cadelas

gestantes e nao gestantes.

Progesterona (P4)

|

Na primeira metade do diestro, hd um grande aumento dos niveis de P4, seguidos de uma perda
gradual da capacidade esteroidogénica do CL, apés o dia 25-30 até, aproximadamente, o dia 60 da fase
litea/gestacdo

/\

Nio gestante Gestante

l |

|

Niveis de P4 abaixo de 2-3
ng/mL

Ativagiio da ligagiio placentéria
materno-fetal entre as células deciduas

Periodo prolongado de degeneragio luteal (=regressio luteal). na ; N ;
maternais ¢ os trofoblastos fetais

auséneia de luteolisina endbgena (PGF2a) (sinais apoptiticos esporadicos)

Niveis de P4 abarxo de 1 ng/mL que sinalizam o micio do anestro . .
e ! ng/mL que sinalizem o kel nes Libertagfio de PGF2a pré-parto

g

Recetor PGF2a (FP)

|

3BHSDN
STARN
(sinais apoptoticos fortes)

|

Y Lutedlise pré-parto

Anestro obrigatério 80-110 dias

Figura 3. Mecanismos enddcrinos na regulagdo da regressdo lutea em cadelas gestantes e nGo gestantes.
Adaptado de (Kowalewski, 2014)

No fim do diestro, a cadela passa por um periodo de anestro que dura cerca de trés
meses antes de iniciar um novo ciclo éstrico. Esta ¢ uma fase de quiescéncia ovarica, mas

intensa regeneracdo uterina (Noakes ef al., 2001).

3. Determinacio do periodo fértil
A determinag¢do do periodo fértil ¢ a chave para aumentar a taxa de sucesso da
gestagdo em cadelas. De facto, nestes animais ¢ dificil determinar o periodo fértil. Existe

uma grande variag¢ao no dia da ovulagdo, em relagdo ao aparecimento dos sinais clinicos



associados ao “cio” (designacao que engloba as fases de proestro e estro), como edema
vulvar e corrimento serosanguinolento (England & Concannon, 2002). Por vezes os
tutores realizam a beneficiagdo da cadela a partir de um niimero de dias predeterminado
apos o aparecimento do corrimento sanguinolento. No entanto, se ndo houver cuidado na
dete¢do do momento adequado para beneficiar a cadela, esta podera ndo ficar gestante ou
ter ninhadas muito pequenas; por consequéncia, muitas cadelas sdo consideradas como
inférteis, quando na verdade, apenas foram beneficiadas no momento errado. Por isso, o
momento da beneficiacdo e a forma como foi determinado deve sempre integrar a recolha

de informacao, numa consulta de infertilidade em cadelas (England & Concannon, 2002).

Como referido anteriormente, o periodo fértil € o tempo durante o qual a beneficiacao
pode resultar em gestagdo. Este periodo inclui ndo s6 o periodo de fecundagdo, mas
também os dias que o precedem, uma vez que o sémen do macho pode sobreviver no trato
reprodutivo da fémea até nove dias, se a cadela for beneficiada por monta natural. Deste
modo, o periodo fértil tem uma duragao bastante variavel: cerca do dia trés antes do pico
de LH até ao dia seis a oito apos o pico de LH (Goodman, 2001). Em relagdo ao periodo
de fecundacdo, a sua duracdao ¢ muito mais curta, situando-se entre o dia quatro a seis
apods o pico de LH. De facto, o periodo 6timo para monta ou inseminagdo encontra-se por
volta do dia quatro a seis pos pico de LH (Hewitt & England, 2000). E importante ter em
conta a possibilidade de erro na determinacao no dia da ovulacao e do pico de LH, pelo
que idealmente deve ser realizada mais do que uma beneficiacao. Sendo possivel realizar
mais do que uma beneficiacdo, deve-se optar por uma margem de dois dias entre as
beneficiagdes. Tendo em conta os tipos de beneficiacdo (monta natural vs. inseminagao
artificial com sémen fresco, refrigerado ou congelado) ¢ necessario adaptar os dias para
a beneficia¢do, porque ha uma grande variabilidade na qualidade do sémen. Efetivamente,
quando a beneficiagdo ¢ feita por monta natural, os espermatozoides apresentam,
normalmente, uma maior viabilidade. Porém, a qualidade do sémen € menor se usado em
inseminacdo artificial, em particular se for sémen congelado. Assim, quanto menor a
viabilidade e qualidade do sémen, maior tem de ser a precisdo necessaria para a dete¢ao
do dia da ovulagdo e para a sele¢do dos dias de beneficiacdo. Para determinar a melhor
altura para a cobricdo ou inseminagdo pode-se recorrer a varios métodos, incluindo a

observacdo das alteracdes comportamentais e fisicas, citologia vaginal, vaginoscopia e



endoscopia vaginal e a medicdo das concentragdes circulantes de hormonas (Martins et

al., 2007).

3.1 Alteracdes comportamentais e fisicas

O comportamento sexual e os sinais clinicos, em cadelas, sdo bastante variaveis, tanto
a nivel individual como entre ragas. Para determinar o melhor momento para a
beneficiacao, existem alguns sinais clinicos que ajudam a sua identificacao. Nestes sinais
clinicos estdo incluidos a redu¢dao do edema vulvar e a alteracdo do corrimento vulvar.

Ainda assim, a observacao dos sinais clinicos tem sempre alguma subjetividade.

A redugdo da tensdo do edema vulvar ¢ um indicador da aproximag¢do do melhor
momento para a beneficiagdo. O edema vulvar ¢ mais marcado no proestro, e estd
associado ao aumento dos niveis de estrogénio. Na transicdo do proestro para o estro,
aquando do pico de LH, ocorre redugdao do edema vulvar. De facto, este sinal clinico ¢
bastante subjetivo, tornando a determinagdo do momento de beneficiagdo mais falivel.
Para além disto, a grande variabilidade individual também ¢ um fator a ter em conta para
evitar uma beneficiagdo no momento errado, uma vez que ha cadelas em que as mudangas
da turgidez vulvar ndo sdo tdo evidentes (Narita et al., 2000). Relativamente ao
corrimento vulvar, este sofre alteragdes tanto na consisténcia como na colora¢ao e na sua
abundancia ao longo do ciclo éstrico. No proestro, o corrimento €, frequentemente, sero-
sanguinolento e bastante abundante, mas com a aproximacao do estro o corrimento vai

perdendo, gradualmente, a cor avermelhada, tornando-se menos abundante e mais claro

(Martins et al., 2007).

No que respeita ao comportamento sexual, a cadela em proestro atrai os machos, mas
nao aceita a monta, o que s6 acontece ao entrar no estro. Estudos realizados em cadelas,
em ambiente de laboratorio, demonstraram que a aceitagdo do macho ocorre cerca de dois
dias antes da ovulacdo, pelo que o periodo 6timo para a beneficiagdo seria trés a quatro
dias apos o inicio da aceitacdo da monta (England & Heimendahl, 2010). Todavia, existe
uma fraca correlagdo entre o comportamento sexual e as alteracdes enddcrinas, em
cadelas, tornando este critério bastante falivel. De facto, o comportamento sexual pode
ser bastante evidente, mas também pode ser quase impercetivel ou mesmo intermitente e

induzir o tutor em erro. Para além disto, € necessario ter em aten¢do que algumas cadelas



podem ser recetivas a determinados machos em detrimento de outros, muitas vezes

decorrente da hierarquia social (Hurnik, 1987).

Considerando que os sinais clinicos de cio sdo pouco sensiveis para identificar o
momento de maior fertilidade da fémea e do momento adequado a beneficiagdo, a
abordagem a cada cadela deve ser direcionada e deve ter em conta outros critérios mais

objetivos como a medi¢do de hormonas circulantes (England & Heimendahl, 2010).

3.2 Concentra¢coes hormonais

O doseamento de hormonas, como a progesterona e LH, permite determinar com
maior precisao o dia da ovulagdo. Existem varias técnicas para a determinacao hormonal,
como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), CLIA (Chemiluminescent
Immunoassay), RIA (Radioimmunoassay), € ELFA (Enzyme Linked Fluorescente
Assay), para além de alguns kits semiquantitativos de medi¢cdo das concentracdes

circulantes de hormonas, de detecdo rapida em consultorio.

Os imunoensaios, como CLIA, ELFA e RIA, sdo dos mais usados para determinar a
concentragdo de progesterona. Estes imunoensaios usam anticorpos direcionados contra
um antigénio especifico - a progesterona. No entanto, cada um destes ensaios difere no
método de detecdo. Os radioimunoensaios (RIA) medem a radiagdo gama que ¢ emitida
pelo iodeto radioativo (‘') ou tritio (*H) que estdio associados ao anticorpo. Apesar do
RIA ter sido o método recomendado por muitos anos, nao esta disponivel para uso em
clinicas ou hospitais, uma vez que utiliza materiais radioativos. Por outro lado, existem
técnicas ndo radioativas como o CLIA e o ELFA. Em cada ensaio, a progesterona na
amostra compete com a progesterona marcada com uma enzima, para se ligar aos
anticorpos fixados na parede do poco. Isto resulta numa leitura em que a quantidade de
progesterona na amostra ¢ inversamente proporcional a intensidade da luminescéncia
(CLIA) ou a fluorescéncia (ELFA) produzida (Hisanaga, 2021).

De acordo com um estudo realizado por Gloria et al. (2018), a técnica utilizada para
avaliar a concentracdo de progesterona influencia os valores obtidos na mensuragao.
Como a decisdao do melhor momento para beneficiar a cadela ¢ tomada tendo em conta
os valores de progesterona obtidos, torna-se importante ter em consideragdo a técnica

utilizada, para tomar uma melhor decisao.



3.2.1 Determinacio dos valores de LH

O pico de LH determina a ovulagdo. Este pico ¢ estimulado pelo decréscimo dos
niveis circulantes de estrogénios que se observa no final do proestro. O pico de LH, na
ordem dos 7 a 50 ng/mL, mantém-se por 24 a 40 horas, antes de diminuir para valores

basais (Martins et al., 2007).

Para a determinagdo dos niveis circulantes de LH, o WITNESS® LH ¢é um teste rapido
que proporciona uma medi¢do semiquantitativa da LH (Figura 4). Este teste ¢ um ensaio
imunocromatografico que utiliza anticorpos conjugados com ouro, formando uma linha
visivel na presenca da LH. Este teste, perante um resultado positivo, apenas indica que os

niveis de LH sdo superiores a 1ng/mL (Zoetis, 2007).

Figura 4. Teste rdpido de detecgdo de LH (Witness®), (Zoetis, 2024)

Teoricamente, o doseamento de LH seria o método ideal. No entanto, para determinar
o pico de LH ¢ necessario fazer venopuncao na cadela pelo menos duas vezes ao dia e,
para além disso, em muitos paises, incluindo em Portugal, ¢ dificil de se encontrarem
disponiveis os testes rapidos. Desta forma, a dete¢do dos niveis de LH s6 ¢ possivel
através de testes de laboratorio como RIA, o que torna o processo mais moroso e

dispendioso para os criadores (Levy & Fontbonne, 2007).

3.2.2 Determinacio dos valores de Progesterona
A determinacdo dos niveis circulantes de progesterona ¢ o método mais utilizado para
determinar o dia da ovulagdo, uma vez que o pico de LH est4 associado ao aumento dos

niveis de progesterona (Gloria et al., 2018).

A fonte primaria de progesterona sdo os corpos liteos dos ovarios, e por isso se
considera que concentragdes elevadas de progesterona podem indicar, qualitativamente,

a presenca do tecido luteo ativo. Para otimizar o maneio da beneficiagdo, a medi¢cdo da



progesterona pode ser utilizada, em combina¢do com outros métodos (Hussein et al.,
2022), para identificar o periodo fértil na cadela.

Na cadela, ha uma significativa luteinizagdo pré-ovulatoria dos foliculos na fase final
do seu desenvolvimento, durante e ap6s o pico de LH, o que promove um aumento
progressivo e rapido dos niveis de progesterona. De facto, a monitorizagdo seriada dos
valores de progesterona permite identificar o dia da ovulagdo e, também, o periodo de
fecundagao. Como o aumento inicial de progesterona € progressivo, so € necessario colher
sangue a cada dois ou trés dias, no caso do uso de testes quantitativos. No entanto, quanto
menor a frequéncia das andlises, menor a precisdo na identificacdo do dia da ovulagdo
(England & Concannon, 2002).

A progesterona, tal como a LH, pode ser determinada recorrendo a métodos
quantitativos ou semiquantitativos. Os métodos quantitativos sao mais precisos,
permitindo um seguimento mais rigoroso do ciclo éstrico, mas sdo, simultaneamente,
mais dispendiosos e em alguns casos mais morosos. Como mencionado anteriormente, 0s
métodos CLIA, RIA e ELFA sdao quantitativos. Em relagdo aos testes semiquantitativos,
estes permitem a obtengdo do resultado em poucos minutos, no entanto também sao
menos precisos. Neste momento, existem varios testes rapidos de determinacdo de
progesterona (semiquantitativos) no mercado, que se baseiam na comparacao da cor
obtida na reacdo com uma escala de correspondéncia entre a cor e os valores de
progesterona. Desta forma, estes testes apenas permitem estimar os niveis de
progesterona, pela subjetividade na comparacao de cores com a escala fornecida. Nas
cadelas, a répida disponibilidade dos resultados da progesterona ¢ de particular
importancia, uma vez que na fase periovulatoria, o aumento das concentragdoes de
progesterona ¢ bastante acelerado (Hussein et al., 2022). Atualmente, estes testes sdo
pouco utilizados na pratica clinica, existindo varias opg¢des no mercado para a
determinagdo mais precisa dos valores circulantes de progesterona.

Os equipamentos analiticos que permitem a determinag¢do quantitativa rapida de
hormonas em consultério apresentam, no entanto, alguma variabilidade nos resultados,
pelo que deveriam ser calibrados por contrastagdo com um equipamento mais preciso,
como os usados para investigacao, e determinar se o equipamento usado estd a subestimar
ou sobrestimar a progesterona circulante. Na Figura 5 mostra-se a diferenga entre dois

equipamentos (International Canine Semen Bank, 2024).
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miniVIDAS | IDEXX miniVIDAS IDEXX miniVIDAS | IDEXX
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Figura 5. Valores comparativos de progesterona. Adaptado de (International Canine Semen Bank, 2024)

Na cadela, os niveis circulantes de progesterona vao variando ao longo do ciclo
¢éstrico. Considerando-se como padrdo os valores fornecidos pelo equipamento
miniVIDAS®, durante o anestro e no proestro os niveis circulantes de progesterona sao
normalmente inferiores a 1 ng/mL. Dois dias antes da ovula¢do, no momento do pico de
LH, os niveis de progesterona encontram-se entre 1,5 a 3,5 ng/mL. No dia da ovulacio, a
progesterona atinge valores na ordem dos 8,0 a 10,5 ng/mL (Figura 5). Apos ser atingido
este intervalo de valores, a cadela deve ser beneficiada nas 48 horas seguintes. De facto,
a primeira beneficiacdo deve ocorrer com valores num intervalo de 15,0 a 20,5 ng/mL e
a segunda beneficiagdo, caso seja realizada, cerca de dois dias depois. No caso de se
utilizar sémen congelado, a beneficiacdo deve ser realizada um pouco mais tarde, quando
os valores de progesterona atingem os 35 a 40 ng/mL, ou seja, devendo ser a primeira [A

realizada no quinto dia e a segunda no sexto dia, em relagdo ao dia do pico de LH. Uma
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vez que o tempo de vida do sémen descongelado ¢ de apenas algumas horas, deve-se
beneficiar apenas quando a maturagdo dos odcitos estiver completa. Com o avangar do
ciclo, no diestro os valores de progesterona vao aumentando até atingir um plateau. No
caso de a cadela ficar gestante, este plateau serd mais prolongado, levando a um
decréscimo mais lento até a altura do parto, em que ocorre uma diminui¢do rapida para
valores inferiores a 2 ng/mL. Por outro lado, se a cadela ndo estiver gestante, apos o
plateau a diminuicdo serd mais gradual até atingir valores inferiores a 1 ng/mL, cerca de

30 a 40 dias antes do inicio do proestro (P. W. Concannon, 2011).

3.3 Vaginoscopia e endoscopia vaginal

A vaginoscopia envolve o uso de um instrumento para visualizar o aspeto caudal
da vagina da cadela; ¢ normalmente realizado com a cadela em estacao e sem necessidade
de sedacdo. Pode ser realizado com recurso a um vaginoscopio (vaginoscopia), ou a um
endoscopio rigido com capacidade de fibra dtica (endoscopia vaginal) (Folnozic ef al.,
2009). Este ultimo permite a visualizacao da por¢ao mais cranial da vagina (Lulich, 2006)
e a observacdo do Ostio cervical externo. Para a endoscopia vaginal ¢ muitas vezes
utilizado um proctoscopio pediatrico humano. Para além de permitir avaliar a existéncia
de alteracdes congénitas ou adquiridas do espaco vaginal, a observagao das alteragdes
ciclicas da mucosa vaginal pode ainda dar alguma informacgdo sobre a fase do ciclo
¢éstrico. A mucosa vaginal sofre varias alteragdes tanto na cor, como na textura, ao longo
das diferentes fases do ciclo éstrico (Figura 6). Numa fase inicial, as mudancas decorrem
do aumento dos niveis de estrogénios; mas mais tarde sao devidas ao aumento dos niveis
de progesterona. Por isso se considera que, para estadiamento do cio, a vaginoscopia ou
endoscopia vaginal ddo uma informagdo equivalente a da citologia vaginal. Durante o
anestro, a mucosa vaginal apresenta-se rosa e pouco pregueada. Esta cor rosa intensa
deve-se a espessura da mucosa vaginal, uma vez que nesta fase ¢ bastante fina permitindo
uma maior proximidade dos capilares a superficie do epitélio da vagina. Avancando para
0 proestro, come¢am a aparecer varias pregas longitudinais, denominadas “pregas
primarias”. Nesta fase, a mucosa vai progressivamente perdendo a intensidade da cor,
tomando um tom rosa-palido. Com o aproximar do fim do proestro, o edema torna-se
cada vez mais evidente, a mucosa cada vez mais palida, e desenvolvem-se pregas

transversais, denominadas de “pregas secunddrias”. No estro, com o aumento das
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concentragdes de progesterona e a diminui¢ao do estrogénio, os efeitos vasodilatadores,
causados pelo estrogénio, desaparecem. Para além disto, o edema acaba por resolver,
deixando uma mucosa muito palida e muito pregueada. Durante esta fase, a mucosa ¢
muito sensivel e responde ao toque do vaginoscopio, com hiperémia (Christensen, 2011).
Por fim, no diestro, as pregas vaginais come¢am a achatar, a mucosa aparenta-se
avermelhada e, por vezes, ¢ visivel um muco espesso, na superficie do epitélio (Payan-

Carreira et al., 2011).

Figura 6. Vaginoscopia vaginal em cadela. A. no proestro; B- no estro; C- no diestro; D - no anestro. Adaptado de
(Maenhoudt & Dos Santos, 2021)

Se se utilizarem estas duas técnicas para detecdo do periodo fértil da cadela, a
beneficiacdo (monta natural ou sémen fresco) deve ser planeada para cerca de 4 dias
depois da detecao da reducdo do pregueamento da mucosa. Tendo em conta a
subjetividade inerente a estas técnicas, a principal desvantagem desta pratica reside no
facto de exigir uma larga experiéncia na dete¢dao das alteragdes da mucosa, sem a qual
nao se torna uma técnica. Por outro lado, se se pretender fazer a inseminagao artificial da
fémea com sémen congelado, estas técnicas ndo tém sensibilidade suficiente para

poderem ser utilizadas isoladamente (Martins et al., 2007).

3.4 Citologia vaginal

A avaliagdo das células epiteliais para estadiamento do ciclo éstrico ¢ um dos usos
mais comuns da citologia vaginal na pratica clinica veterindria. S3o varias as técnicas
descritas para obtenc¢do de células vaginais para avaliagdo citologica, usando-se para isso
uma zaragatoa, que pode ser humedecida com soro fisiologico. Para a colheita das células,
os labios vulvares devem ser separados para facilitar a introdugdo da zaragatoa
craniodorsalmente, na dire¢do da coluna vertebral. E importante evitar o vestibulo e a

fossa do clitoris, que possuem células superficiais escamosas queratinizadas e podem
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enviesar a interpretacdo da citologia vaginal. Assim que a zaragatoa estd cranial ao
orificio uretral, deve tentar progredir-se 0o mais cranialmente possivel, para induzir a
esfoliagdo das células vaginais pela rotagdo da zaragatoa sobre o epitélio. Quanto mais
profunda for a colheita, melhor a qualidade de informagdo que se podera obter.
Posteriormente, na transposi¢ao para a lamina, sdo realizadas trés a quatro linhas rodando,
gentilmente, a zaragatoa. De seguida, ¢ realizada a fixacdo e coloracdo das laminas

(Raskin & Meyer, 2015).

r

A coloracdo dos esfregacos ¢ uma etapa fundamental para permitir uma correta
identifica¢do dos diferentes tipos celulares. De facto, existem varios tipos de coloragdes
disponiveis, no entanto, as mais utilizadas sdo as coloracdes derivadas do corante de
Romanowsky, como o Diff Quick, May-Grunwald Giemsa ou Wright. Na Tabela 1, estao

descritos, brevemente, os protocolos de cada uma destas coloragoes.

Tabela 1. Protocolos de diferentes tipos de coloragées (Martins et al., 2007)

Método Execucdo

Imergir 9 a10 vezes em cada uma das trés solugdes, por esta ordem:
Diff-Quick® Fixador (Metanol) = Solucio eosindfila (WVermelho) = Solucio basofila (Azul)
Lavar em agua corrente

Cobnir todo o esfregaco com o corante May-Grunwald e deixar incubar durante 1 min.
May-Grunwald Remover o excesso e colocar solucio tampdo deixando repousar durante 1 min.
Giemsa Lavar e adicionar o corante Giemsa, deixando a incubar durante 10 min. Lavar com
agua corrente.

Cobnr tedo o esfregace com n ml de corante e deixar incubar durante 2 minutos.
Adicionar n ml de dgua destilada, misturar com o corante (soprando com uma péra
de borracha) e deixar repousar durante 2 minutos. Lavar com agua destilada ou com
agua corrente (se se pretender uma tonalidade mais azulada).

Wright

A associagdo da citologia vaginal a outros métodos, como a determinacdo dos
niveis de progesterona circulante, permite aumentar a eficiéncia na detecdo do periodo
fértil, aumentando a precisao com que se estima a ocorréncia da ovulagao (Martins et al.,

2007).

3.4.1 Interpretacao da citologia vaginal

A mucosa da vagina ¢ constituida por um epitélio escamoso estratificado, que sofre
alteragdes morfologicas caracteristicas em resposta aos teores circulantes de esteroides
sexuais (Raskin & Meyer, 2015). As células epiteliais descamadas que se observam em

citologia vaginal podem ser classificadas em: células basais (que raramente sdo
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observadas nas citologias vaginais; Valenciano & Cowell, 2020), parabasais (Figura 7),
intermédias (Figura 9) e superficiais (ou queratinizadas) (Figura 8), incluindo as suas
formas de transi¢do. Para além das células epiteliais, em algumas situagdes podem ainda
observar-se as designadas células espumosas (Figura 10), eritrocitos, neutrofilos, muco,
bactérias e espermatozoides. Estes elementos adicionais podem servir para completar a
informacao das células epiteliais e sdo uteis na determinagao da fase do ciclo, mas podem

também ser uteis no diagndstico de algumas doengas reprodutivas.

Derivado do aumento das concentracdes de estrogénios circulantes, no proestro e
estro, observa-se uma proliferagdo do epitélio vaginal € um aumento da espessura do
epitélio (Marti, 2002). Em consequéncia, as células que mais frequentemente sao
observadas na citologia passam de células redondas pequenas (sobretudo células
parabasais) para células redondas de maior tamanho, com um racio nucleo citoplasma que

val diminuindo a medida que as concentragdes de estrogénio aumentam.

Figura 7. Cluster de células parabasais — que sdo as células epiteliais mais pequenas
observadas na citologia vaginal; sdo redondas, com nucleos vesiculados redondos, citoplasma
basofilico e um elevado racio nucleo-citoplasma e, normalmente, sdo uniformes no tamanho e
forma. (colora¢éo Wright-Giemsa, ampliagdo 1000x) (Raskin & Meyer, 2015).
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10.0 pm 10.0 um

Figura 9. Células intermédias pequena (G esquerda) e grande (a direita)- que sdo células maiores que as parabasais,
com nlcleos vesiculados, e @ medida que aumentam de tamanho, o citoplasma torna-se irregular e angular,
semelhante ao citoplasma das células superficiais; variam no tamanho, dependendo da quantidade de citoplasma
presente. (coloragdo Wright, ampliagdo 1000x) (Valenciano & Cowell, 2020)

10.0 pm : 10.0 ym

Figura 8. Célula superficial com ntcleo picndtico (a esquerda) e célula superficial anucleada (a direita- séo as maiores
células epiteliais, sGo células mortas, com nucleo picndtico que vdo progredindo para células anucleadas, citoplasma
abundante, angular e, muitas vezes, dobrado sobre si mesmo, podem desenvolver pequenos vacuolos) (coloragéo
Wright e ampliagéo 1000x) (Valenciano & Cowell, 2020)

Figura 10. Célula espumosa - sGo células parabasais ou intermédias que contém vacuolos citoplasmdticos e podem
ser associadas com o diestro e o anestro. espumosa (coloragdo Diff- Quick, ampliagéo 1000x) (Martins et al., 2007)
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A Figura 11 sumariza a relagdo entre os niveis de estrogénios circulantes e a
variagdo na morfologia das células epiteliais, bem como mostra os tipos celulares mais

abundantes em cada fase do ciclo.

< Anestro ——— Proestro { Estro | Diestro ——»
Virios meses 6-11 dias 5-9 dias 56-60 dias
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Figura 11. Relagdo entre as alteragdes na parede vaginal, citologia vaginal e as fases do ciclo
éstrico com os niveis de estrogénio. Adaptado de (Raskin & Meyer, 2015)

No Proestro, com o aumento das concentragdes de estrogénios (estradiol) circulantes,
decorrentes da maturacao folicular, o epitélio vaginal prolifera. O ambiente estrogénico
favorece a diapedese de eritrocitos provenientes do endométrio. Assim, as citologias
realizadas no inicio e a meio do proestro caracterizam-se por uma mistura de células
epiteliais, incluindo parabasais, intermédias pequenas e grandes e superficiais e, também,
um nimero bastante varidvel de neutrofilos e eritrocitos. Nesta fase, o fundo do esfregaco
pode apresentar-se com muco basofilico (Figura 12A). Com o avangar do proestro, a
parede vaginal continua a espessar, contrariando a chegada dos neutréfilos ao lamen
vaginal, e, por conseguinte, o seu nimero diminui na citologia. Progressivamente, a
percentagem de células intermédias grandes e de células superficiais vai aumentando,
enquanto vai diminuindo a percentagem de células parabasais e células intermédias
pequenas. No fim do proestro, quando os niveis de estrogénio decrescem, mais de 80%
das células epiteliais s@o superficiais e os neutrdfilos estdo ausentes (Figura 12B). Em
relagdo aos eritrocitos, estes podem estar presentes ou ausentes, consoante a cadela. Com

frequéncia, as bactérias estdo presentes em grande nimero (Valenciano & Cowell, 2020).
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Figura 12. Citologia vaginal em cadela. A -em proestro observa-se a presenca de células intermédias e poucas células
superficiais; eritrocitos presentes; fundo basofilico devido a presenga de muco (coloragdo Wright-Giemsa, ampliagdo
400x). B- em fim de proestro: Células intermédias e superficiais com ntcleo picndtico e citoplasma moderadamente
basofilico com bordos angulares; células associadas a elevados nimeros de bactérias). (coloragéo Wright-Giemsa,
ampliagdo 1000x). Adaptado de (Raskin & Meyer, 2015)

No Estro, mais de 80 a 90% das células epiteliais exfoliadas sdo células
superficiais. Tipicamente, a maioria destas células possuem um pequeno nucleo
picndtico, mas podem também apresentar-se como células anucleadas. A queratinizagao
¢ maxima no fim do proestro e durante todo o estro. Uma vez que a maxima
queratinizagdo pode ocorrer tdo cedo como no sexto dia antes do pico de LH, ou tao tarde
como o terceiro dia apos o pico de LH, a citologia vaginal ¢ um mau preditor da ovulacao.
Os esfregacgos realizados durante o estro tém normalmente um fundo limpido e livre de
muco e podem, ou ndo, conter eritrocitos (Figura 13). E também frequente observar-se
grande nimero de bactérias aderidas as células superficiais e em torno destas. No entanto,
os neutrofilos costumam estar ausentes, a menos que haja inflamagdo (Valenciano &

Cowell, 2020).
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Figura 13. Citologia vaginal no estro: predomindncia de células superficiais; nesta imagem
pode observar-se a presenga de muitas bactérias (coloragdo Wright, ampliagdo 1000x).
(Valenciano & Cowell, 2020)

No Diestro, acompanhando o acréscimo da progesterona circulante e o
decréscimo dos estrogénios, observa-se uma mudanca brusca do numero de células
epiteliais superficiais. Durante um periodo de 24 a 48 horas, este niimero diminui para
cerca de 20%, enquanto as c¢lulas parabasais e intermédias aumentam de numero. Nesta
fase, os neutréfilos voltam a aparecer na citologia, em niimero variavel, e os eritrocitos e
bactérias podem ou ndo estar presentes no esfregaco (Figura 14). Na fase inicial do diestro
podem observar-se as chamadas células metaéstricas. Estas sdo células epiteliais,
geralmente intermédias grandes, que apresentam um neutréfilo aderido ao citoplasma
(Figura 14B).

Os esfregacgos realizados no periodo de transi¢do do fim do estro para o inicio do
diestro, podem ser muito semelhantes aos esfregacos realizados no meio do proestro.
Desta forma, ¢ importante associar a citologia com outros métodos com os niveis
sanguineos de progesterona. Quando em duvida, repetir a citologia em trés a quatro dias

(Valenciano & Cowell, 2020).
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Figura 14. Citologia vaginal de cadela em diestro. A: células intermédias e parabasais e alguns eritrdcitos presentes.
B: elevado numero de neutrdfilos e eritrocitos e a presenga de uma célula metaéstrica, ao centro. (coloragéo Wright,
ampliagdo 1000x). Adaptado de (Raskin & Meyer, 2015).

Em Anestro, predominam na citologia as células parabasais e intermédias (Figura
15). Os neutréfilos e as bactérias, se presentes, estdo em baixo nimero. Em alguns

I3 .

animais ¢ ainda possivel observar-se a presenga de muco, em quantidade varidvel

(Valenciano & Cowell, 2020).

Figura 15. Citologia vaginal de cadela em anestro: presenca de células
parabasais. (coloragdo Wright, ampliagéo 400x). (Valenciano & Cowell,
2020)

4. Gestacao

Nas cadelas, a tinica fonte de progesterona durante a gestagdo € ovarica (CL) e a sua
producdo requer tanto LH como prolactina. Na primeira metade do diestro, a LH ¢ o
principal fator luteotropico na cadela, sendo este papel desempenhado pela prolactina na
segunda metade do diestro. A concentracdo de prolactina aumenta por volta dos 30 dias

e mantém-se elevada durante a gestagdo e a lactacao.
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A partir do dia 21 a 24 apds o pico de LH e até ao fim da gestacdo os niveis de relaxina
estdo elevados, chegando a atingir concentracdes de Sng/mL. Apesar de ser a unica
proteina especifica da gestacdo identificada nas cadelas, o seu papel ainda ndo esta bem
esclarecido, mas pensa-se que pode ter uma influéncia na promog¢ao da secrecdo de
progesterona pelas células Iiteas, em cadelas gestantes (Verstegen-Onclin & Verstegen,

2008).

4.1 Diagnostico de gestacio

Existem varios métodos de diagnostico de gestagdo em caes, que devem ser
utilizados tendo em conta o tempo de gestacdo. Sdo quatro os principais métodos de
diagnostico: palpacdo abdominal, ecografia abdominal, medicdo da relaxina sérica e
radiografia. Em relagcdo a palpa¢dao abdominal, este ¢ um método que d4 muito pouca
informagao, uma vez que apenas € possivel palpar um utero aumentado de tamanho,
presumivelmente gestante (Davidson, 2014). A ecografia ¢ o método mais fiavel, que
permite nao so6 detetar a gestacdo, mas também determinar a viabilidade dos fetos.
Efetivamente, a partir do dia 25 ¢ possivel a dete¢cdo do batimento cardiaco fetal e
acompanhar o seu desenvolvimento morfoldgico; no entanto, a ecografia ndo ¢ um bom

método para estimar o tamanho da ninhada.

A relaxina, que ¢ uma hormona produzida pela placenta, atinge niveis detetaveis,
por volta do dia 25 de gestacdo. Apesar de ser uma hormona especifica da gestagao,
podem ocorrer falsos negativos, numa fase mais inicial da gestagdo, e por isso a cadela
deve ser testada de novo cinco a seis dias mais tarde, ou falsos positivos se a cadela perdeu
a gestagdo (England et al., 2010). Para além da relaxina, existem mais hormonas que tém
um papel fundamental na gestacdo, nomeadamente a progesterona. No entanto, ¢ de notar
que, como a cadela apresenta niveis de progesterona, na circulagdo periférica, muito
semelhantes, quer esteja gestante ou ndo gestante, esta hormona nao pode ser usada para

diagnosticar a gestacdo como acontece noutras espécies (Noakes, 2001).

Por fim, a radiografia apenas permite um diagndstico positivo de gestacdo quando
Jj& ha calcificacdo fetal, o que ocorre a partir do dia 42. Na verdade, a radiografia ¢ o
método mais eficaz para determinar o nimero de fetos e a sua posicdo (England ef al.,

2010).
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4.2 Previsao da data de parto

A duragdo da gestacao da cadela pode ser afetada por varios fatores, nomeadamente
araga e o tamanho da ninhada, sendo que para ninhadas pequenas a gestacao tende a ser
mais longa e para ninhadas grandes tende a ser mais curta. A previsdo da data de parto
permite uma melhor monitorizagdo da gestacdo ¢ um melhor maneio do parto e ajuda a
diminuir a perda de neonatos, especialmente nos casos em que estd planeada uma
cesariana eletiva (Arlt, 2020). Para estimar a data do parto na cadela estdo disponiveis
varios métodos, que podem ser utilizados em associagdo. Quando € feito o planeamento
da beneficiagdo da cadela, através da determinacdo dos valores de progesterona, ¢
possivel estimar a data do pico de LH e a data da ovulagdo. De facto, com as datas do
pico de LH e da ovulagdo ¢ possivel prever a data do parto. Para além disso, existem
outros métodos para a previsao da data de parto, como o inicio do diestro citologico,

ecografia e radiografia.

4.2.1 Data das beneficiacoes

O tempo de gestagdo tendo como base a data das beneficiagcdes nao ¢ um método
preciso para determinar o dia do parto. Efetivamente, o tempo de gestacao pode variar
entre 56 ¢ 72 dias, porque a duracdo do periodo fértil ¢ bastante varidvel e os
espermatozodides t€ém uma grande viabilidade no trato reprodutivo da cadela (até 9 dias)

(P. Concannon et al., 1983).

4.2.2 Altera¢oes hormonais e citologia vaginal

A medicdo dos niveis de progesterona ¢ um parametro essencial para a detegdo do
pico de LH, da ovulagdo e da data do parto. Tendo em conta a variabilidade da duracao
da gestacdo, o tempo estimado de gestacdo encontra-se entre os 56 e os 72 dias. A duragdo
da gestacdo torna-se muito mais previsivel quando calculado em relagdo ao dia do pico
pré-ovulatorio de LH, ao dia da ovulagdo ou ainda ao primeiro dia de diestro citologico.
Efetivamente, quando calculado em relagdo ao pico pré-ovulatorio de LH, a duracdo da
gestacdo tem uma média de 65,1 + 0,1 dias e, quando em relacdo ao dia estimado da
ovulagdo tem uma média de 63 dias (Arlt, 2020). Em relacdo ao dia do inicio do diestro

citologico, a gestacdo tem uma duracdo média de 57 + 1 dias (Riquelme & Ruiz, 2017).
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Estes sdo métodos bastante precisos para determinar o dia do parto (P. Concannon et al.,

1983).

A citologia vaginal € util para detetar o primeiro dia do diestro. De facto, ¢ bastante
facil proceder a identificagdo do primeiro dia do diestro, uma vez que a percentagem de
células queratinizadas sofre uma alteragdo brusca de 80-100% para menos de 20% e ha o
aparecimento de células parabasais. O primeiro dia do diestro ¢ definido como o primeiro
dia em que se torna evidente esta alteragdo brusca. Quando a duracdo da gestagdo ¢
calculada a partir do primeiro dia do diestro ha uma variagdo de 57 + 3 dias (Siena &

Milani, 2021).

4.2.3 Ecografia e Radiografia

A determinacao do tempo de gestacdo pode ser baseada na avaliagdo ecografica ou
radiografica, através do avaliacdo das estruturas embriondrias e fetais. As radiografias
permitem determinar o tamanho da ninhada com uma precisdo de 93% e proporcionam
uma estimativa aproximada da idade gestacional através da avaliagdo da visibilidade de
certos 0ssos e dos dentes (Arlt, 2020). Através da ecografia € possivel realizar medi¢des
fetais e extra-fetais, o que permite estimar a idade gestacional e consequentemente o dia
estimado do parto. Os dados obtidos através destas medigdes sdo utilizados em formulas

e tabelas para a determinagdo da idade gestacional e dia do parto (Siena & Milani, 2021).

5. Objetivos

Este trabalho, desenvolvido no ambito do estdgio curricular que decorreu entre 11 de
setembro de 2023 e 11 de fevereiro de 2024, pretende avaliar a utilidade das medi¢des
dos niveis de progesterona no sangue e do uso de citologias vaginais para delimitar o
periodo fértil das cadelas e estimar a data do parto. Para esse efeito foram acompanhadas
varias cadelas (n=11), desde o momento em que os tutores identificaram sinais clinicos

de “ci0”, até ao parto.
9

Para cumprir os objetivos propostos realizaram-se as seguintes abordagens:
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e [Estadiamento da fase de cio com recurso a citologia vaginal e determinag¢do dos
dos niveis de progesterona no sangue;

e Delimitacdio do periodo fértil da cadela e determinacdo do momento de
beneficiacao;

e Avaliar o sucesso da beneficiacdo (por inseminagdo artificial ou monta natural)
através de diagnostico ecografico de gestacao;

e Estimar a data do parto com base na determinacao do dia do pico de LH e do dia
da ovulagao

e Avaliar a relagdo entre o tamanho da ninhada e a duragdo da gestagao;

e Influéncia do método de beneficia¢ao sobre o tamanho da ninhada.

6. Material e métodos

Neste estudo foi utilizada uma amostra intencional constituida por 11 cadelas em
idade reprodutiva; cada animal foi identificado por uma letra de A a K. As cadelas
apresentaram-se no HVSM durante o periodo de estagio para seguimento do cio,
beneficiacdo e acompanhamento da gestacdo; no caso de algumas cadelas estava também
prevista a realizagdo de cesariana eletiva. Para todos os animais incluidos no estudo
obteve-se a permissao dos tutores para recolha e utilizagdo das amostras para elaboragao

deste trabalho, sob tutoria clinica da Dr® Diana Meireles.

Para cada animal foram recolhidos os principais dados demograficos (idade e raga),
os valores da determinacdo de progesterona circulante, os resultados da avaliacdo das
citologias vaginais realizadas, o tipo de beneficiacdo [monta natural vs. Inseminacao
artificial (IA) com sémen fresco, refrigerado ou congelado), a data do parto e o tamanho

da ninhada.

As cadelas eram apresentadas a consulta para confirmar se se se encontravam no
periodo fértil, uma vez que ja tinham detetado a presenca de sinais clinicos compativeis
com a fase de cio, nomeadamente corrimento vaginal sanguinolento. Em todas as visitas
feitas pelas cadelas, foi realizada uma citologia vaginal e colheita de sangue para

doseamento de progesterona com o objetivo de delimitar o periodo fértil e identificar o
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momento adequado a beneficiacdo. Na primeira consulta era realizado um exame clinico

completo.

6.1 Recolha de amostras

A pratica instituida no HVSM inclui a realizagdo de uma citologia vaginal para
identificar a fase de cio em que a cadela se encontra no primeiro dia em que € apresentada
a consulta, a qual podera ser associada a determinagdo dos niveis de progesterona no
sangue. Com estes resultados as consultas ou procedimentos seguintes eram adaptados a

cada situacao especifica:

- Cadelas com resultados compativeis com a fase de ovulacdo (valores de
progesterona entre 8,0 e 12,0 ng/mL), - recomenda-se fazer a primeira beneficiacdo dois

dias depois.

- Cadelas com resultados sugestivos da fase do pico de LH (aumento inicial dos
valores de progesterona: >1,5- 3,5 ng/mL) — sugere-se reavaliacdo da situacao a cada dois

dias, até a data estimada de ovulacao, e fazer a primeira beneficiacdo em dois dias.

Para cadelas com valores intermédios sdo agendadas consultas subsequentes para
monitorizagdo dos valores de progesterona, a intervalos definidos pelas evidéncias

recolhidas na primeira consulta.

No entanto, o procedimento seguido ¢ sempre condicionado pelas condi¢des
financeiras e a disponibilidade dos criadores. Por isso, encontraram-se criadores que tém
por habito trazer as cadelas em momentos mais proximos do que pensam ser o periodo
de ovulagdo, para confirmagdo, em contraste com criadores que preferiam fazer a

avaliacao diariamente, até ao dia da primeira beneficiagao.

6.1.1 Doseamento sérico da progesterona

As amostras de sangue para doseamento de progesterona (1 mL) eram colhidas na
veia jugular externa ou safena, em tubo seco, sendo posteriormente centrifugadas para
obten¢do do soro. A determinagdo de progesterona era realizada no HVSM, com recurso

ao equipamento miniVidas® (BioMerieux), tendo em conta as instru¢des do fabricante.
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O analisador miniVIDAS® ¢ um equipamento multiparamétrico de imunoensaio que
realiza a determina¢do de diversas hormonas através da técnica ELFA, um teste
imunoenzimatico por fluorescéncia; no caso especifico da progesterona, o equipamento
permite a mensura¢do de concentracdes circulantes de progesterona entre 0,25 ¢ 80
ng/mL, e tem um tempo de ensaio de 45 minutos aproximadamente para um lote de 12

amostras (Hussein et al., 2022).

6.1.2 Citologia Vaginal

Para realizagdo das citologias vaginais, introduzia-se uma zaragatoa humedecida
através da vulva e vestibulo vaginal, progredindo até ao fundo de saco vaginal. Depois de
rodar algumas vezes, a zaragatoa era retirada e posteriormente rodada sobre uma lamina
de vidro, para obter o espécimen vaginal. Depois de secas ao ar, as laminas eram coradas
com Diff-Quick. A andlise da citologia era realizada com base nas alteragdes quantitativas
e qualitativas da populagdo celular do epitélio vaginal (células basais/parabasais, células
intermédias, células superficiais queratinizadas) e da presenga eventual de outros
elementos celulares, como neutrofilos, e eritrocitos.

O inicio do proestro citologico apresenta-se com uma mistura de células parabasais e
intermédias e escassas células superficiais, escassos neutrofilos e presenca de eritrocitos
em numero varidvel. O fim do proestro caracteriza-se por uma mistura de células
superficiais (<80%) e células intermédias; auséncia de neutréfilos e raros eritrocitos, além
da presenca de bactérias. O estro citologico foi definido como a presenga de mais de 80%
de células superficiais e menos de 5% de células parabasais e intermédias; os restantes
15% representam outros tipos celulares, como eritrocitos, neutrdfilos e bactérias. O
diestro citologico caracteriza-se pela diminuicdo abrupta em células superficiais e
aumento das células intermédias pequenas. O anestro citologico ¢ diagnosticado pela
presenca de poucas células, sendo, maioritariamente, células parabasais e intermédias

(Raskin & Meyer, 2015).

6.1.3 Identificacido do periodo fértil
O periodo fértil ¢ o tempo durante o qual a monta ou inseminagdo podem resultar em

gestacdo, que inicia trés dias antes do pico de LH até ao dia seis a oito apds o pico de LH
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(England & Concannon, 2002). No entanto, uma vez que a amplitude do periodo fértil é
também influenciada pela viabilidade do espermatozoide no trato genital feminino, este
periodo tem uma amplitude diferente consoante ao tipo de sémen usado (Tabela 2)

(England & Concannon, 2002).

Tabela 2. Periodos de maior fertilidade, para os diferentes tipos de beneficiagdo, desde o pico de LH (adaptado de
England & Concannon, 2002)

Periodo Dias desde o pico de LH
Periodo de fertilidade potencial —3 a +7 (ou mais tarde)
Periodo de pico de fertilidade para monta natural e para
inseminacdo artificial com sémen fresco 0a+6
Periodo para inseminacao artificial com sémen refrigerado | +2 a +6
Periodo para inseminacao artificial com sémen congelado | +4 a +6

Recorrendo-se a associacao dos dados relativos a medigdo dos niveis de progesterona
no sangue e a avaliacdo da citologia vaginal, foram estimados para cada cadela os dias do

pico pré-ovulatorio de LH e o dia de ovulagdo, de acordo com os seguintes critérios:

- Dia do pico de LH — dia em que os valores de progesterona sofreram um aumento

inicial (>1,5- 3,5 ng/mL)

- Dia da ovulagdo — dia em que os valores de progesterona se encontravam entre 8,0 e
12 ng/mL

Valores de progesterona entre os 35,0 e os 40,0 ng/mL foram utilizados como

referéncia como o Ultimo momento para realizar uma beneficiacéo.

6.1.4 Beneficiacao

Neste estudo, apenas uma cadela foi beneficiada por monta natural; a cadela foi
acompanhada no HVSM para determinar o melhor momento para se realizar a
beneficiacdo. A monta foi realizada em casa e foi monitorizada pelo tutor, tendo sido

realizados dois cruzamentos com dois dias de intervalo.

Oito cadelas foram beneficiadas por IA com sémen fresco. A recolha do sémen,
realizada em contexto hospitalar, foi realizada por massagem manual no macho

selecionado pelo criador. Na colheita de sémen por manipulacdo manual, realiza-se
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massagem do pénis, retraindo o prepucio caudalmente ao bulbo peniano antes do pénis
ficar ereto, para simular os eventos que ocorrem na monta natural. A recolha de sémen

processava-se na presenca de cadela em cio.

O sémen era recolhido com recurso a um funil com tubo de plastico graduado
acoplado, para possibilitar a medi¢ao do volume de sémen obtido. Uma vez que o macho
ejacula em trés fragdes, sendo a primeira e a terceira fragdes prostaticas enquanto a
segunda fracdo ¢ rica em espermatozoides (Freshman, 2002), ¢ recomendado fazer a
colheita destas fracdes em separado. Depois da recolha de sémen, este era avaliado
macroscopica (volume, cor, textura, cheiro) e microscopicamente (motilidade). Apos a
verificacdo da qualidade do sémen (motilidade do sémen fresco e refrigerado de pelo
menos 70%) e se considerado adequado era realizada a inseminacdo artificial da cadela.
Apenas numa cadela (Cadela B) foi realizada uma tnica beneficiacdo, sendo as restantes
cadelas submetidas a duas inseminacdes com dois dias de intervalo. Neste estudo, para

cada inseminag¢do vaginal foi utilizada a totalidade do ejaculado recolhido.

Apenas uma cadela (Cadela A) foi inseminada com sémen refrigerado, tendo o envio
das doses seminais sido organizado pelo criador. A inseminacao foi realizada com dois

dias de intervalo, 4 a 6 dias depois do dia do pico de LH, também por via vaginal.

6.1.5 Diagnostico de gestacao e estimacio da data de parto

O diagnostico da gestacao foi realizado através de ecografia, sendo que a primeira
ecografia calendarizada para a terceira ou quarta semanas apos a primeira beneficiacao;
uma segunda ecografia era agendada para a sexta a sétima semanas de gestacdo. Na
primeira ecografia, eram critérios para diagnostico positivo a observacdo de vesiculas

embriondrias e existéncia de batimento cardiaco fetal (Siena & Milani, 2021).

Para este trabalho, a data do parto foi estimada utilizando como referéncia o dia
estimado da ovulagdo, ao qual foram adicionados 63 dias. A confirmagdo da aproximagao
da data do parto foi feita, no decorrer da iltima semana de gestacdo esperada (nos ultimos

dois a trés dias de gestacdo), através de ecografias.
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6.2 Analise estatistica

Os dados foram organizados no programa informatico Excel®, também utilizado
como suporte de construg¢do de graficos e tabelas. A andlise estatistica foi realizada com
recurso ao programa IBM SPSS Statistic 29 ®. Em relacdo aos testes estatisticos
utilizados, para a determinag¢do da normalidade da distribui¢do dos dados, foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk, uma vez que a amostra em estudo ¢ pequena (Anexo I). Deste
modo, apenas as variaveis duragdo da gestacdo e tamanho da ninhada possuem uma

distribui¢ao normal .

Para o estudo da relagdo entre duas varidveis quantitativas (tamanho da ninhada e
duragdo da gestacdo) foi realizado o teste de correlacdo de Pearson. Para o estudo da
relacdo entre uma variavel quantitativa e uma variavel qualitativa (tamanho da ninhada e
tipo de beneficiagdo, respetivamente), foi realizado o teste nao paramétrico de Kruskal-
Wallis. O nivel de significincia inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. A amostra (n) ndo ¢ igual em todos os parametros avaliados, pelo que esta

devidamente identificada em cada estudo realizado.

7. Resultados
7.1 Raca e idade

Neste estudo utilizou-se uma populacao de conveniéncia constituida por 11 cadelas,
de 8 ragas diferentes, observadas entre 14 de outubro ¢ 20 de fevereiro no HVSM. Duas
cadelas eram Bulldog Francés, trés Cocker Spaniel Inglés, e apenas uma fémea
representava cada uma das ragas seguintes: American Bully, uma Parson Russel, uma
Bulldog Inglés, uma Dogue Alemao, uma Schnauzer miniatura e uma Labrador Retriever.
Destas racas em estudo, trés delas sdo braquicéfalas (Bulldog Inglés, Bulldog Francés e
American Bully). As cadelas apresentaram idades compreendidas entre 1 ano e 2 meses

e 5 anos e 8 meses, com uma média de idades de 3,0 = 1,6 anos (Tabela 3).
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Tabela 3. Raga e idade das cadelas incluidas no estudo

A Bulldog Francés 1 ano e 2 meses
B Cocker Spaniel Inglés 1 ano e 10 meses
C Bulldog Inglés 3 anos e 2 meses
D Parson Russel 5 anos e 8 meses
E Bulldog Francés 1 ano e 6 meses
F Cocker Spaniel Inglés 4 anos e 2 meses
G Dogue Alemé&o 2 anos e 3 meses
H Schnauzer miniatura 5 anos e 7 meses
| Cocker Spaniel Inglés 1 ano e 8 meses
J Labrador Retriever 4 anos e 7 meses
K American Bully 1 ano e 6 meses

7.2 Relacao entre os valores de progesterona e a citologia vaginal

Os resultados das determinagdes de progesterona circulante e os resultados das

citologias estdo representados na Tabela 4.

Das 11 cadelas, duas apresentaram-se com valores de progesterona a primeira
medicdo demasiado elevados (cadelas B e K), o que ndo permitiu estimar nem o dia do
pico de LH nem o dia de ovulacdo. A cadela B apresentou-se com um valor muito perto
do limite estabelecido para a tltima beneficiacdo (40,30 ng/mL), pelo que apenas lhe foi
realizada uma inseminacdo. A cadela K apresentava um valor de 73,57 ng/mL, compativel

com diestro, pelo que ndo foi beneficiada.

Para as cadelas A, D, F, G foi considerado que se encontravam na fase de ovulacéo
no momento da primeira consulta. No caso das cadelas E, H e I, os valores de
progesterona estavam abaixo dos indicativos do pico de LH, e por isso foram
monitorizadas pelo tempo necessario para identificar os dias do pico de LH e de ovulagéo.
A cadela J tinha ultrapassado o dia do pico de LH, e foi monitorizada para a detecdo do

dia da ovulacao.

Das 11 cadelas, apenas duas se encontram fora do periodo de “cio”. Tanto a cadela B

como a cadela K se encontravam fora do periodo fértil ou no seu limite.
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De um modo geral, os resultados das citologias vaginais sdo compativeis com os
valores de progesterona. No entanto, ¢ importante salientar que os resultados das
citologias vaginais sdo mais suscetiveis a erros, uma vez que se trata de uma avaliagao

mais subjetiva.

Tabela 4. Resultados dos valores da progesterona e respetiva diagndstico citoldgico

Cadela 1? medi¢do 22 medicéo 32 medigéo 42 medigdo 5% medigio

Citologia Data | Valor | Citologia Data | Valor | Citologia Data | Valor | Citologia Data | Valor |Citologia

Data

17,02 Estro 13/out | 27,42 Estro 14/out| - - - - -

Diestro

7,88 | Fim do Proestro |11/nov

15,06 Estro 15/nov| - - - - -

2,50 Proestro 14/dez 18,30 Estro 18/dez| - -

Inicio do proestro|11/dez

29,23 Estro 14/dez| - - - - - - - -

17,10 Estro 0%fan| - - - - - - - -

Inicio do proestro| 05/jan

Proestro 15/fev 16,40 Estro 17fev| - -

1 1,02 |Inicio do proestro| 10/fev

1,79 Inicio do 08f/jan| 2,77 Proestro 11fjan| 3,78 Proestro 15/jan
Proestro

J 572 Proestro 18/fev

K 73,57 Diestro 18/fev

Pico de LH

[ Ovulagdo

7.3 Beneficiacao

Na Tabela 5 apresentam-se os métodos de beneficiacao usados em cada cadela, assim
como as datas de beneficiagdo. Em relagdo a ocorréncia de beneficiacao, 90,9 % (n=10)
das cadelas foram beneficiadas e as restantes 9,1% (n=1) ndo foram beneficiadas. Das
cadelas beneficiadas (n=10), 80,0 % (n=8) foram inseminadas com sémen fresco, 10,0 %
foram inseminadas com sémen refrigerado (n=1) e as restantes 10,0 % (n=1) recorreram

a monta natural (Gréfico 1).
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Grdfico 1. Distribuigéo das cadelas segundo o método de beneficia¢io a que foram sujeitas

Tendo em conta as datas de beneficiagdao, 9 das 10 cadelas foram submetidas a
duas beneficiacdes com dois dias de intervalo e, apenas a cadela B, que se apresentou
com um valor de progesterona no limite do recomendado para beneficiagdo, foi

mnseminada uma inica vez.

Os resultados para o diagnostico de gestagdo, realizado aos 21-28 dias apds
beneficiagao encontram-se na Tabela 5. Das cadelas beneficiadas (n=10), apenas a cadela
B nao obteve um diagndstico de gestagdo positivo. A avaliagdo ecografica desta cadela
evidenciou a presenca de uma pidmetra. Por conseguinte, a taxa de gestagao obtida neste

estudo foi de 90%.
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Tabela 5. Tipo de beneficiagdo e respetivas datas e diagndstico de gestagdo

Na&o foi beneficiada

A IA com sémen refrigerado 14/out 16/out Positivo
B IA com sémen fresco 30/out - Negativo
C IA com sémen fresco 17/nov 19/nov Positivo
D IA com sémen fresco 06/dez 08/dez Positivo
E IA com sémen fresco 18/dez 20/dez Positivo
F IA com sémen fresco 14/dez 16/dez Positivo
G IA com sémen fresco 09/jan 11/jan Positivo
H Monta natural 19/jan 21/jan Positivo
| IA com sémen fresco 19/fev 21/fev Positivo
J IA com sémen fresco 20/fev 22/fev Positivo
K

7.4 Tamanho da ninhada

Para esta parte do estudo, nao foram consideradas as cadelas K (de ragca American

Bully) por nao ter sido beneficiada e a cadela B (da raga Cocker Spaniel Inglés) por nao

ter ficado gestante, ficando em estudo um total de 9 cadelas. Na Tabela 6 apresentam-se

as datas do pico de LH e da ovulacao, estimadas com base nos valores circulantes de

progesterona, bem como o dia registado do parto e o tamanho da ninhada.

Tabela 6. Resultado da beneficiagdo e respetiva data do parto e tamanho da ninhada

Cadela
Data estimada do pico | Data estimada da
de LH ovulacéo
A 10/out 12/out 3 Cesariana corretiva
C 11/nov 13/nov 3 Natural
D 02/dez 04/dez 4 Natural
E 14/dez 16/dez 2 Cesariana corretiva
F 09/dez 11/dez 4 Natural
G 05/jan 07/jan 7 Natural
H 11/jan 17/jan 6 Cesariana corretiva
| 14/fev 16/fev 5 Natural
J 17/fev 19/fev 4 Cesariana corretiva
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O tamanho médio global da ninhada foi de 4,22 + 1,47 cachorros. No Grafico 2 esta

representada a média do tamanho de ninhada por cada uma das ragas estudadas.

0 I I I I I I I

Bulldog Cocker  Parson Schnauzer Labrador Dogue Bulldog
Francés Spaniel  Russel miniatura Retriever Alemdo  Inglés
Inglés

N W B (2]

Média do tamanho da ninhada

Raca

Grdfico 2. Tamanho de ninhada por raca

Das racas em estudo, a raca Dogue alemdo (cadela G) foi a que apresentou uma
ninhada maior, com 7 cachorros; a raca Bulldog Francés (cadelas A e E) foi a que

apresentou uma ninhada mais pequena, com uma média de 2,5+0,5 cachorros.

Em relacdo ao tipo de parto, as cadelas A, E, H e J foram submetidas a cesariana
corretiva, uma vez que, nas ecografias de monitorizacao, que eram efetuadas nos ultimos
dois a trés dias de gestacdo, a medicdo do batimento cardiaco fetal permitiu detetar a
existéncia de stress fetal. De facto, era considerado stress fetal grave, quando o batimento

cardiaco fetal era inferior a 170 bpm. Nas restantes cadelas, o parto foi natural.

7.5 Relac¢ao entre a dura¢io da gestacdo e o tamanho da ninhada
Neste caso, para prever a data do parto e determinar a duragdo da gestacao foi feito o
calculo emrelagdo ao dia estimado da ovulacao (Tabela 7), considerando o dia da ovulacao

como dia 0 de gestagdo.
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As cadelas que ficaram gestantes apresentaram uma média da duracao da gestacao de
61,89+0,99 dias, e uma variagdo da duracao da gestacdo entre os 60 e 63 dias (Tabela 7).
A correlagdo de Pearson ndo evidenciou existir uma correlagdo significativa entre a

duracdo da gestagdo e o tamanho da ninhada para as cadelas em estudo (p=0,526).

Tabela 7. Data prevista para o parto, dia do parto e duragdo da gestagdo (tendo por base dos cdlculos o dia da
ovulagdo)

- Data  prevista|Dia de registo|Duracio da[Tamanho da
para o parto do parto gestacdo ninhada

A 14/dez 11/dez 60 dias 3

C 15/jan 14/jan 62 dias 3

D 05/fev 05/fev 63 dias 4

E 17/fev 16/fev 62 dias 2

F 12/fev 10/fev 61 dias 4

G 03/mar 03/mar 63 dias 7

H 20/mar 18/mar 61 dias 6

| 19/abr 18/abr 62 dias 5

J 22/abr 22/abr 63 dias 4

7.6 Influéncia do método de beneficiacio no tamanho da ninhada

A amostra ¢ de 9 cadelas (n=9) e vai ser avaliada a relagdo entre o método de
beneficia¢ao e o tamanho da ninhada (Tabela 8). O teste de Kruskal-Wallis nao evidenciou
a existéncia de uma associacao estatisticamente significativa entre o tipo de beneficiagao
e o tamanho da ninhada na amostra em estudo (p= 0,345). A cadela beneficiada por monta
natural (cadela H, de raga Schnauzer miniatura) obteve-se uma ninhada de 6 cachorros; a
cadela beneficiada por inseminacao artificial com sémen refrigerado (Cadela A, de raca
Bulldog Francés) obteve uma ninhada com 3 cachorros. Nas restantes cadelas foi
realizada inseminacao artificial com sémen fresco, tendo sido obtido um tamanho médio

de ninhada de 3,63 + 1,93 cachorros.
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Tabela 8. Método de beneficiagdo e respetivo tamanho da ninhada

IA com sémen refrigerado

Bulldog Francés

Bulldog Inglés

1A com sémen fresco

Parson Russel

IA com sémen fresco

Bulldog Francés

1A com sémen fresco

Cocker Spaniel Inglés

1A com sémen fresco

Dogue Alemao

1A com sémen fresco

Schnauzer miniatura

Monta natural

Cocker Spaniel Inglés

1A com sémen fresco

S =X |(mm|o0 (>

Labrador Retriever

1A com sémen fresco

A OO (NN W W

8. Discussao

Neste trabalho, utilizaram-se os dados de 11 cadelas de diferentes racas, tendo-se
registado um predominio da raca Cocker Spaniel inglés. A média de idades com que as
cadelas se apresentaram foi de 3,0 anos, com uma amplitude de idades entre 1 e 6 anos.
O periodo fértil das cadelas foi estimado através das determinagdes dos niveis de
progesterona em associagdo com a citologia vaginal correspondente, tendo por base o dia

do pico de LH e o dia de ovulagao.

A primeira medicdo foi realizada na altura que os criadores determinaram que a
cadela estaria no “cio”, pelo que a grande variacdo de valores pode ser explicada pela ma
detecdo desta fase. De acordo com Root Kustritz (2010), os valores de progesterona
comecam a aumentar na altura do pico de LH, atingindo valores entre 2,0 e 2,9 ng/mL
(1,5 a 3,5 ng/mL no miniVidas), 24 a 48 horas antes da ovulag¢do. Valores entre 4,0 ¢ 10,0
ng/mL (8,0 a 10,5 ng/mL no miniVidas) sdo indicadores da ocorréncia da ovulagdo. De
facto, a determinacdo das diversas fases do ciclo éstrico através dos niveis de
progesterona séricos, sao bastante precisos, pelo que, muitas vezes € utilizada como meio

complementar a citologia vaginal, que ¢ uma técnica muito pouco precisa.

No que concerne as citologias vaginais, na primeira visita, quatro cadelas
apresentaram a citologia vaginal compativel com a fase do estro (cadelas A, D, F e G),

quatro cadelas com o inicio do proestro (E, H, I e J) e duas cadelas (B e K) apresentaram
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um resultado compativel com a fase do diestro. E importante referir que para a distingéo
entre o estro e o fim do proestro, foram considerados os valores de progesterona, uma vez
que, de acordo com Raskin & Meyer (2015), ndo ¢ possivel distinguir estes dois
momentos apenas com a citologia vaginal. Naturalmente, sendo esta uma técnica mais
subjetiva, existe uma maior possibilidade de erros associados a interpretagdo pelo
operador, como foi referido por Arlt (2018). De facto, o estudo deste autor demonstrou
uma elevada heterogeneidade na identificacdo celular das citologias vaginais e na
determinacdo da ovulagdo. Para além desta limitagdo, existe também o fator da
experiéncia do operador que tem uma importante contribui¢do para a obtencdo de uma
interpretagdo mais correta. Deste modo, utilizar a citologia vaginal como o tinico método
para a determinacao do dia da ovulacao, ndo € valido. Um outro autor (Meghasree et al.,
2019), concluiu que quando utilizada apenas a citologia vaginal para determinacao da
ovulacdo, a taxa de concecdo foi de apenas 16,67%, enquanto, quando associada a outra

técnica, subiu para 91,67%.

Tendo em conta que o periodo fértil varia consoante o tipo de sémen utilizado, mas
que de uma forma geral comeca antes do pico de LH e termina cerca de seis a oito dias
apods o pico de LH, caso se recorra a monta natural ou a IA com sémen fresco, pode-se
concluir que das 11 cadelas em estudo, nove delas estdo no periodo fértil. De facto, as
cadelas beneficiadas com sémen fresco ou refrigerado tendem a ter um periodo fértil
maior do que quando beneficiadas com sémen congelado, isto porque a qualidade e a
vitalidade dos espermatozoides sdo afetadas pelos métodos de conservacao. Na verdade,
quando a beneficiacao ¢ por monta natural, o periodo fértil tem uma duragdo de seis dias,
quando a beneficiagdo ¢ por IA com sémen fresco ou refrigerado tem uma duragdo de
quatro dias e com sémen congelado tem uma duracdo de dois dias (England & Concannon,
2002). Efetivamente, perante a sua ultima visita, antes da beneficiacdo, as cadelas

encontravam-se no estro.

Um dos grandes problemas encontrados neste estudo baseia-se na identificacdo
incorreta da fase do cio, por parte dos tutores. Apesar da maioria das cadelas, na primeira
visita, terem resultados de citologia e valores de progesterona indicadores de que estavam

na fase de cio, duas cadelas B e K estavam completamente fora deste periodo.
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Nesta amostra de 11 cadelas, foram beneficiadas 10 cadelas. Como referido
anteriormente, duas das cadelas (cadelas B e K) uma das quais no limiar estimado de
fertilidade (cadela B) e a outra fora do periodo fértil (cadela K). Esta ultima ndo foi
beneficiada. A segunda foi submetida a uma beneficiagdo, da qual ndo resultou gestagao.

A taxa de fertilidade obtida nestes grupos de animais foi de 90%.

Na grande maioria, as cadelas foram inseminadas com sémen fresco (80%). Das
restantes 20%, 10% foram inseminadas com sémen refrigerado e 10% através de monta
natural. Como resultado da beneficiacdo apenas uma cadela ndo ficou gestante, cadela
essa que desenvolveu uma pidmetra. De facto, a cadela que ndo ficou gestante

corresponde a cadela B, que se encontrava no fim do periodo fértil.

Araca Dogue Alemao foi a que apresentou uma ninhada maior (7 cachorros) e a raga
Bulldog francés a que apresentou uma ninhada média mais pequena (2,5 cachorros). De
acordo com Hollinshead & Hanlon (2017), racas de pequeno porte tendem a apresentar
ninhadas mais pequenas que as cadelas de ragas de grande porte, o que ¢ genericamente
concordante os resultados obtidos neste estudo. De acordo com Borge et al. (2011), o
Dogue Alemao tem uma ninhada média de 7,1+ 0,6 cachorros, o Labrador Retriever uma
média de 6,9+0,2 cachorros, o Cocker Spaniel Inglés uma média de 5,7+0,2 cachorros, o
Bulldog inglés uma média de 5,4+0,4 cachorros, o Bulldog Francés uma média de 4,7+0,3
cachorros e o Schnauzer miniatura uma média de 4,7+0,1 cachorros. Em relacao a raca
Parson Russel, nao foi possivel encontrar estudos que indicassem o tamanho médio de
ninhada, pelo que nao foi possivel perceber se o tamanho da ninhada se encontra dentro
da média. Neste estudo, apenas a raga Dogue Alemao apresentou um tamanho médio de
ninhada dentro dos valores esperados. As racas Labrador Retriever, Cocker Spaniel
Inglés, Bulldog Inglés, Bulldog Francés apresentaram um tamanho de ninhada um pouco
abaixo do esperado. Por outro lado, a raga Schnauzer Miniatura apresentou um tamanho
da ninhada acima do esperado. De facto, estes desvios da média esperada podem ser
explicados pelo tamanho da amostra em estudo, que ¢ bastante pequena e algumas das
ragas estdo apenas representadas por apenas uma cadela, e mesmo pela variabilidade

individual dos animais que integraram este trabalho.

Arelacdo entre a duracdo da gestacdo e o tamanho da ninhada também foi um dos

aspetos estudados. A duragdo da gestacao foi determinada tendo em conta a data estimada
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de ovulacdo. Deste modo, hd uma maior precisdo do que quando calculada em relacdo a
data de beneficiagdo. Efetivamente, quando calculado em relagdo ao dia estimado da
ovulagdo, a duragdo da gestagdo tem uma média de 63 dias e, quando calculado em
relagdo ao dia estimado do pico pré-ovulatorio de LH, a duragdo da gestagdo tem uma
média de 65 + 0,1 dias (Arlt, 2020). Todavia, quando calculado em relagdo a data de
beneficiacdo, a dura¢do tem uma maior varia¢ao e pode ir dos 56 aos 72 dias (England &
Heimendahl, 2010). Na verdade, neste estudo, as cadelas apresentaram uma média da
duragdo da gestacdo de 61,89+0,99 dias e uma variagdo de 60 a 63 dias. Considerando
que o dia estimado para o parto foi de 63 dias apds ovulacdo, das 9 fémeas gestantes
apenas 3 cumpriram com o dia previsto (cadela D, de raga Bulldog Inglés; Cadela G, de
raca Dogue Alemao; e cadela J, de raca Labrador Retriever). As restantes (cadelas A, C,
E, F, H e I), registaram o parto entre um e trés dias antes do esperado. Para as cadelas A,
E e H o aparente encurtamento da gestacao pode ser explicado por terem sido submetidas
a cesariana corretiva por se ter verificado stress fetal, na monitorizacao ecografica. Para
além disso, a cadela J também foi submetida a cesariana corretiva, pelo mesmo motivo.
Em animais braquicéfalos, como as cadelas A e E, muitas vezes ¢ necessario recorrer a
cesariana corretiva, porque a cabeca dos fetos ¢ muito grande para passar no canal de
parto (Ekenstedt et al., 2020). De facto, os resultados obtidos através do estudo estatistico
nao permitiram estabelecer uma relagdo, uma vez que o nivel de significancia € superior
a 0,05. Este resultado pode ser explicado pelo facto de a amostra em estudo ser bastante
pequena e heterogénea em termos de ragas representadas. Apesar de existir evidéncia de
que o ninhadas menores podem alongar a gestacdo (Eilts ef al., 2005; Schaefers-Okkens
et al., 2001; Holst & Phemister, 1974), existem também varios estudos que apontam no
sentido contréario (Vinaykumar et al., 2021; Kutzler ef al., 2003; Linde-Forsberg et al.,
1999). Sdo necessarios mais estudos envolvendo uma maior representatividade racial e
de porte de cadelas, que permitam tomar em consideragdo a raga e porte, bem como o tipo
de sémen e regime de beneficiacdo utilizado, ou o local de deposicdo de sémen, para

poder clarificar este topico.

Na amostra estudada ndo foi possivel inferir qualquer relacdo entre o método de
beneficiacdo e o tamanho da ninhada, o que podera ser explicado pelo reduzido nlimero
de animais em estudo (n=9) mas também pelo facto de a monta natural e a inseminacao

com sémen refrigerado estarem representados por apenas uma ocorréncia. Hollinshead &
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Hanlon (2017) defendem existe o tipo de sémen usado afeta o tamanho da ninhada, pois
cadelas inseminadas com sémen congelado tiveram ninhadas significativamente mais
pequenas do que cadelas inseminadas com sémen fresco (5.4 £+ 3.1 vs 6.2 £ 3.0 cachorros
por ninhada, respetivamente). Também Borge et al. (2011) demonstraram que uma cadela
quando beneficiada por monta natural apresenta um tamanho da ninhada superior do que
quando beneficiada por inseminacgdo artificial, tendo estes autores reportado uma
diminuicdo de 0,4 cachorros quando usado sémen fresco e uma diminui¢do de 1,3
cachorros por ninhada quando usado sémen congelado, em comparacdo com a monta
natural. Os resultados obtidos na avaliagdo da relag@o entre estes dois parametros podem
depender de diversos fatores como o maneio da beneficiacdo por diferentes operadores,
a qualidade do sémen utilizado e o local de deposicao do sémen e método usado para
inseminacao (Groppetti et al., 2015). Para além destes dois fatores, a raca e porte das
cadelas, podem ter influenciado os resultados obtidos, isto porque, varios estudos
concluiram que h4 uma relacdo entre o porte e o tamanho da ninhada, em que quanto
maior o porte, maior o tamanho da ninhada e quanto menor o porte, menor o tamanho da

ninhada (Borge et al., 2011).

9. Conclusao

Neste estudo foi possivel avaliar a fase do ciclo éstrico em que as cadelas se
encontravam. Recorrendo a determinacdo dos niveis de progesterona e a citologias
vaginais definiu-se a melhor altura para efetuar as beneficiagdes, procurando aumentar a
probabilidade de se obter uma gesta¢do e um tamanho de ninhada adequado a raca. Para
além disso, através das datas estimadas da ovulagdo foi possivel determinar com maior
precisdo a data de parto, que ¢ crucial para que haja uma correta monitorizacdo da

gestacdo e do parto.

Por outro lado, ndo foi possivel estabelecer qualquer associagdo estatistica entre o tipo
de beneficiacdo e o tamanho da ninhada e também entre a duragdo da gestacdo e o
tamanho da ninhada. De facto, a amostra em estudo ¢ muito pouco representativa o que
dificultou a obtencdo de resultados. Uma das grandes dificuldades neste trabalho baseou-
se na ma detecdo dos cios pelos tutores e na sua disponibilidade de tempo e financeira

para cumprir com os critérios estabelecidos.
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Anexos

Anexo I: Resultados obtidos no teste de normalidade

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estatistica | gl Sig. Estatistica |gl Sig.
Duracdo da Gestagédo 0,209 9 0,200° {0,889 9 0,194
Tamanho da ninhada 0,223 9 0,200° {0,951 9 0,701

*. Este € um limite inferior da significAncia verdadeira. a. Correlacdo de Significancia de
Lilliefors
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