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Resumo

O presente trabalho teve como objetivos descrever a técnica de inseminagdo artificial intra-
uterina (1A) transcervical endoscépica na espécie canina, investigar sua viabilidade e
dificuldades, avaliar a taxa de prenhez e tamanho da ninhada e avaliar os pardmetros
comportamentais e reprodutivos, citologia vaginal e progesterona sérica para determinagdo do
periodo da |A. Dez cadelas da raca Retriever do Labrador foram submetidas a trés IA’s intra-
uterinas transcervicais endoscopicas (com intervalo de 48 horas) durante o estro, utilizando-se
sémen canino fresco. O estro e o periodo ovulatorio foram estabelecidos por avaliactes
comportamentais, dosagens de progesterona e citologia vagina possibilitando as 1A’s no
periodo 6timo do estro. Durante a execucdo da técnica, foram avaliados. dificuldade de
cateterizacdo do ostio cervical, resisténcia a deposicdo do sémen, ocorréncia de refluxo seminal
e tempo de execucdo da técnica. Concluiu-se que a técnica de |A intra-uterina transcervical
endoscdpica mostrou-se viavel em cadelas da raga Retriever do Labrador. O cisto-uretroscépio
rigido e a camisa endoscopica utilizados foram adequados para a realizacdo da |A. Os métodos
utilizados para avaliar os parametros comportamentais e reprodutivos foram eficazes para
determinar o periodo de IA. As dosagens de progesterona permitiram determinar a ocorréncia
do pico de LH e, consegiientemente, a ovulagdo. A taxa de prenhez foi de 90%. O tamanho
médio da ninhada foi de 5,0 + 2,6 filhotes. Esses resultados foram satisfatorios em comparagdo
com os estudos que utilizaram ainseminacdo artificial intra-uterina transcervical.

Palavras-chave: inseminagdo artificial, Utero, endoscopia, sémen fresco, cadela

Abstract

The aims of the present study were to describe endoscopic transcervical intrauterine artificial
insemination (Al) technique in bitches, investigate its viability and difficulties, evaluate
pregnancy rate and litter size; and evaluate behavioral and reproductive parameters, as vagind
cytology and serum progesterone assays, to determine time of insemination. Ten Labrador
Retriever bitches were submitted to three endoscopic transcervical intrauterine Als (with 48h
intervals), using fresh canine semen. Oestrus and ovulation period were established by behavior
evaluations, progesterone assays and vagina cytology, enabling Al’s in optimal timing during
oestrus. During Al technique execution, the following aspects were evaluated: cervical os
catheterization difficulty, semen deposition resistance, occurrence of semen backflow, and time
required to perform the Al. It was concluded that endoscopic transcervical intrauterine Al
technique was viable in Labrador Retriever bitches. The rigid cystourethroscope and sheath
used fit to perform this technique. The methods employed to evaluate behavioral and
reproductive parameters during the estrous cycle were effective to determine time of Al. Serid
serum progesterone assays enabled determination of LH surge day, and thus ovulation.
Pregnancy rate was 90 % (9 in 10 bitches). Mean litter size was 5,0 + 2,6 puppies. These results
were satisfactory in comparison with previous studies using transcervical intrauterine Al.

Key words: artificial insemination, uterus, endoscopy, fresh semen, bitch.

13



14



1. INTRODUCAO

A cinofilia tem se tornado uma atividade
crescente, e tem sido acompanhada pela
mudanca na relacdo homem-animal, com o
aumento da proximidade dos cdes com o
homem como animais de companhia. Dessa
forma, tem sido atribuido a0 animal um
papel significativo na promocé&o do bem-
estar fisco e menta das pessoas,
contribuindo para a melhora da sua
gualidade de vida (Faraco e Seminotti,
2004). Além disso, a criagdo de caes de raca
tem se tornado uma atividade comum e
economicamente rentavel no Brasil, com a
producdo de animais de dto vaor
zootécnico.

A importancia do estudo e aprimoramento
técnico-cientifico das biotécnicas da
reproducéo relacionadas a inseminagdo
artificial  (IA) tem se tornado crescente
visando a maximizagéo do uso e a selecdo do
material genético de reprodutores, além de
otimizar o aproveitamento dos estros férteis

das fémeas.

A |A consiste na deposicdo do sémen no
trato genital da fémea, tendo sido
inicialmente praticada em cadelas no fina
do século XVIIl. As indicagbes para
realizacdo dessa técnica sdo:  a
impossibilidade na redizaco da monta
natural, devido a problemas anatémicos,
comportamentais, patologicos e sanitérios,
ou ainda para utilizagdo de sémen resfriado
ou congelado (Silva et a., 1996; Santos e
Vannucchi, 1997; Johnston et a., 2001,
Silvaet a., 2003; Feldman e Nelson, 2004).

Na cadela, a |A pode ser realizada pela via
intravaginal ou intra-uterina, com deposi¢éo
de sémen fresco, refrigerado ou congelado.
A inseminagdo intravaginal é a mais
comumente redlizada, por ser de f&cil
execucdo quando comparada com a
inseminacdo intra-uterina. Por outro lado,
alguns estudos obtiveram maiores taxas de

prenhez com a deposi¢do intra-uterina do
sémen ao invés da deposicdo intravagina
profunda. No entanto, 0 acesso ao Utero
canino, pela via vagina, é dificil, pois a
cérvix apresenta uma anatomia desfavoravel
para a passegem de uma sonda sem
visualizacdo. Dessa forma, € pertinente
pesquisar técnicas minimamente invasivas
(laparoscopia) e ndo invasivas (transcervica
assistida por endoscopia) para viabilizar a
inseminagdo artificial intra-uterina na cadela
(Wilson, 1993; Silvaet d., 1995; Silvaet d.,
1996; Linde-Forsberg et a., 1999; Linde-
Forsberg, 2001).

A importancia desta pesquisa esta
demonstrada quando se considera o estudo
de uma técnica inovadora, ndo invasiva,
capaz de propiciar maores taxas de
fertilidade com a deposicdo do sémen no
interior do Gtero. Adicionamente, a
deposicdo do sémen no ambiente intra-
uterino permitira a utilizacdo de menores
doses inseminantes, sem prejuizo na taxa de
gestacdo, permitindo otimizar a utilizac&o do
sémen canino.

2. OBJETIVOS:

e Descrever a técnica de inseminagéo
artificial intra-uterina transcervical
assistida por endoscopia na espécie
canina, bem como investigar sua
viabilidade e dificuldades inerentes
atécnica;

o Avadliar ataxa de prenhez e tamanho
da ninhada obtidos com a
técnica utilizando sémen canino
fresco em trés inseminagBes por
estro em cadelas da raca Retriever
do Labrador;

o Avdiar 0s pardmetros
comportamentais e reprodutivos,
citologia vaginal e dosagens de
progesterona sérica das cadelas da
raca Retriever do Labrador para
determinagdo do periodo de
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realizac8o da inseminagdo artificial
intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inseminacdo artificial na espécie
canina

Existem atualmente diferentes técnicas de
IA disponiveis, dependendo do loca de
deposicdo do sémen, podendo - ser
intravaginal ou intra-uterina. A inseminagao
pela via vagina pode ser feita com pipeta
bovina ou com sonda de Osiris (Fontbonne e
Badinand, 1993; Silva et al., 1996). Ja a
deposicéo intra-uterina do sémen pode ser
realizada através de cateterizagdo do cand
cervical (inseminagéo intra-uterina
transcervical) com cateter rigido metalico
(Andersen, 1975; Fontbonne e Badinand,
1993; Wilson, 1993), com cateter noruegués
(Linde-Forsberg et al., 1999; Linde
Forsberg, 2001; Blendinger, 2007b) ou sob
vishilizagdo endoscopica da cérvix para
introducdo de cateter urinario (Wilson,
1993; Linde-Forsberg et a., 1999; Linde-
Forsberg, 2001; Wilson, 2003). A deposicdo
do sémen no interior do Utero pode ainda ser
conseguida cirurgicamente via laparotomia
(Linde-Forsberg, 2001; Silva et a., 2003) ou
pela abordagem laparoscopica (Silva et d.,
1995; Silvaet a., 1996; Mam et al., 2000).

A inseminagdo intravaginal é de fécil
execucdo, mas ndo apresenta bons resultados
com sémen congelado, sendo indicada para
sémen fresco e de boa qualidade (Fontbonne
e Badinand, 1993). No entanto, a vagina
constitui um ambiente desfavoravel para o
espermatozéide canino, uma vez que a
maioria dos mesmos perde a cauda minutos
ap0és a deposicdo do sémen na vagina
cranial. Além disso, é necessério um nimero
dez vezes maior de espermatozéides na
inseminacdo intravagina para se obter os
mesmos resultados da inseminagcdo intra-

16

uterina com sémen fresco ou congelado
(Linde-Forsberg, 2001).

Com relagdo as técnicas de inseminagéo
intra-utering, a cateterizagdo transcervica
via endoscopica vem sendo estudada, com
resultados satisfatérios (Wilson, 2003;
Pretzer et a., 2006), mas exige prética do
operador e apresenta maiores dificuldades
dependendo do comprimento e largura da
vagina, as quais podem ser minimizadas pela
utilizacdo de egquipamento adequado. Essa
técnica pode ser utilizada em cadelas de
portes variados, obesas ou tensas, nas quais
a manipulagdo abdomina da cérvix para a
introducdo do cateter é dificil ou impossivel,
dificultando a readlizacdo da cateterizaco
transcervical com cateter rigido (Wilson,
2003). Valeressdtar que ainseminagdo com
endoscopia requer a aguisicdo de um
equipamento caro (Tsumagari et a., 2003).

As técnicas cirdrgicas de inseminagdo intra-
uterina exigem plano anestésico cirdrgico e
podem interferir na motilidade uterina e na
migracdo dos odcitos (Tsutsui, 1989; Silva
et a. 1995). Embora a laparoscopia
apresente carater minimamente invasivo,
tempo de recuperacdo anestésica reduzido e
minimo risco de infeccdo pds-operatoria
(Silva et a., 1995; Fukushima, 2008), a
realizacdo de inseminagdes por métodos
cirdrgicos tem sido considerada anti-ética,
guando existe a aternativa do procedimento
nao-cirargico (Farstad, 2000; Fontbonne,
2006; Chatdarong et al., 2007). No entanto,
Concannon  (2004) relatou que a
inseminagdo intra-uterina via laparoscopia
sob anestesia geral pode ser a melhor opgéo
caso a fémea apresente temperamento
dificil, e ndo permita a manipulacdo para a
realizacdo da vaginoscopia e inseminacdo
transcervical.

A inseminagdo intra-uterina fica reservada
para 0s casos nos quais a via vaginal poderia
comprometer os resultados da |A, como, por
exemplo, quando se deseja melhorar as taxas
de fertilidade de machos oligospérmicos



(Johnston et al., 2001) ou na utilizaco de
sémen congelado com baixa qualidade pés-
descongelamento  (Silva et d., 2003;
Concannon, 2004).

Na espécie canina, o sucesso da |A depende
de fatores tais como sémen de boa
gualidade, momento correto da inseminagéo,
local anatdmico apropriado para a deposicéo
do sémen, dependendo se esse é fresco,
resfriado ou congelado (Johnston et 4.,
2001; Feldman e Nelson, 2004), e ainda da
freqiéncia de inseminacBes por estro
(Wilson, 1993; Linde-Forsberg, 2001).

Para que sgam obtidas boas taxas de
prenhez, é necessario que 0O Sémen
congelado seja depositado no interior do
Utero, sendo que o sémen fresco ou resfriado
pode ser depositado na regido posterior da
vagina sem que hagja prgjuizo nos resultados
(Wilson, 1993; Linde-Forsberg et al., 1999;
Johnston et a., 2001; England e Concannon,
2002; Silva et d., 2003). No entanto, alguns
estudos vém indicando maiores taxas de
prenhez com a deposi¢do intra-uterina do
sémen fresco ou congelado ao invés da
deposicdo intravagina profunda (Linde-
Forshberg e Forsberg, 1989; Linde-Forsberg,
2001).

Tem sido demonstrado que as taxas de
prenhez e o0 tamanho das ninhadas
aumentam com o ndmero de inseminacgOes
por estro (Linde-Forsberg e Forsberg, 1989;
Wilson, 1993; Linfe-Forsberg, 2001;
Thomassen et al., 2006). Alguns autores
(Farstad e Andersen-Berg, 1989; Wilson,
1993; Silva, 1995, citado por Silva et d.,
2003) recomendam a redlizacdo de duas
inseminagbes com intervalos de 48 horas,
guando da utilizacdo de sémen fresco ou
congelado. Outros autores recomendam |A’s
a cada 24 horas com sémen congelado
(Shimatsu et al., 2000; Feldman e Nelson,
2004; Thomassen e d.  2006).
Normamente, recomenda-se que a dose
inseminante sgja de pelo menos 150 a
200x10° espermatozéides (Jeffcoate e

Lindsay, 1989; Johnston et a., 2001), no
entanto, taxas de fertilidade satisfatérias ja
foram obtidas com doses inseminantes de
35x10° espermatozéides méveis apos |A
intra-uterina com sémen congelado (Wilson,
1993).

Na literatura consultada, foram encontrados
estudos que utilizaram uma, duas ou mais
inseminagBes intra-uterinas transcervicais
com sémen fresco (Linde-Forsberg e
Forsberg, 1989) e congelado (Farstad e
Andersen-Berg, 1989; Ferguson et al., 1989;
Fontbone e Badinand, 1993; Linde-Forsherg
et al., 1999) por estro com intervalos de um
ou dois dias, resultando em taxas de prenhez
variadas. No entanto, nesses estudos, a
freqiiéncia de inseminagdes por estro foi
determinada com base nos achados clinicos
e hormonais em cada cadela a ser
inseminada de acordo com a evolucdo do
cio, sem que houvesse um protocolo de
inseminagcbes  pré-estabelecido.  Linde-
Forsberg (2001) destacou a escassez de
trabalhos publicados sobre inseminagéo
artificial em cées, por ser dispendioso
redizar estudos experimentais em caes e,
por isso, poucos centros de pesquisa s&o
capazes de manter o nimero necessario de
cées para esse tipo de estudo.

3.1.1 Inseminacdo artificial intra-uterina
transcervical assistida por endoscopia

A técnica de inseminagdo transcervical
assistida por endoscopia foi desenvolvida na
Nova Zelandia por Marion Wilson, tendo
como uma grande vantagem permitir a
visualizacdo direta do O&stio cervica
(Wilson, 1993). Mas anda envolve a
manipulagdo do endoscépio e do cateter
simultaneamente e requer prética e destreza
do operador. Pode ser necessaria a aquisicao
de endoscépios de diédmetro e comprimento
variados para possibilitar a cateterizagcdo de
cadelas de todos os tamanhos com essa
técnica (Silva et al., 2003; Wilson, 2003;
Fontbonne, 2006).
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Para a redizacdo dessa técnica, deve-se
considerar agumas particularidades da
anatomia da espécie canina que dificultam a
cateterizacdo da cérvix. O acesso ao Ostio
cervical érestrito pela prega mediana dorsal,
pelo lumen estreito da porgdo vagina da
paracérvix e o direncionamento ventral do
oOstio cervical externo (Fig.1) (Wilson, 1993;
Johnston et al., 2001). A posi¢éo do clitéris
no interior da comissura ventral da vulva e
do ostio uretral ventralmente no vestibulo
devem ser evitados; e a presenca das pregas
vaginais pode dificultar a passagem do
endoscopio. Além disso, a porcéo crania da
vaging, ou paracérvix, apresenta
caracteristicas importantes em relagdo a
cateterizacdo do ostio cervical (Wilson,
2003). Dessa forma, a locdizacdio e a
mobilidade da cérvix e a inclinagdo dorsa
do canal cervica tornam sua cateterizag&o
dificil na cadela (Brearley et a., 1991;
Johnston et al., 2001; Cremones et al.,
2005).

A prega mediana dorsal € uma prega mais
firme localizada longitudinamente na
parede dorsa da vagina, reduzindo
significativamente o limen vagina até que
se possa visudizar a cérvix (Fig.1l). Um

ponto de referéncia importante € o tubérculo
cervical, que consiste na por¢do vagina da
cérvix, incluindo o 4stio e o canal cervical
(Fig.1). O tubérculo cervica esté localizado
na extremidade cranial da prega mediana
dorsal e esta separada da mesma por uma
prega transversal evidente. A  cérvix
encontra-se  diagonamente na juncdo
uterovaginal com o 6stio cervicd
posicionado ventralmente na direcdo do
assodho vagind e o canal cervicd
direcionado craniodorsalmente da vagina
para o Utero (Fig.1) (Lindsay e Concannon,
1986; Stone et al., 1998; Johnston et a.,
2001; Wilson, 2003). O canal cervicd
apresenta cinco a dez milimetros de
comprimento, e nem sempre é reto, podendo
ser  sinuoso  (Linde-Forsberg,  2001;
Blendinger, 2007b). A cateterizagdo do
canal cervicad pode ser redizada em
gualquer fase do ciclo estral, no entanto a
facilidade de introducdo do cateter varia de
acordo com o estdgio do ciclo e com a
experiéncia do operador. O fornix consiste
no espaco cranio-ventra ao tubérculo
cervical e representa o limite cranial da
vagina (Fig.l) (Johnston et a. 2001;
Wilson, 2003).

Tubérculo
Cervical

Fornix

Ostio Externo e
Canal Cervical

PARACERVIX

Prega Mediana
Dorsal (PMD)

Lumen
Yaginal

Figura 1. Anatomia da por¢do cranial da vagina da cadela com os pontos de
referéncia para realizagdo da cateterizacdo do 6stio cervical. Fonte: Feldman e

Nelson (2004).
O equipamento endoscopico utilizado na

inseminagdo transcervical assistida por
endoscopia deve apresentar caracteristicas
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especificas em funcdo do  espago
significativamente reduzido ao longo da
prega mediana dorsal e da vagina



relativamente longa na fémea canina,
podendo atingir até 29 cm de comprimento.
O equipamento deve incluir um endoscopio
rigido de 30°, uma camisa endoscopica com
entrada para instrumentos, uma fonte de luz
fria e cabo de fibra dptica, além de camera e
monitor. O cateter que é introduzido no
canal cervical e que permite a deposicdo
intra-uterina do sémen pode ser do tipo
urinario, preferenciadmente com orificio
termina a0 invés de orificios laterais
(Wilson, 2003; Fontbonne, 2006).

A introducdo do endoscopio deve ser
realizada através da vulva na diregdo dorso-
cranial passando pelo vestibulo até o arco
isquidgtico e entdo mudar o angulo de
introducdo do endoscopio de forma que ele
figue na posicdo horizontal permitindo o
avanco ao longo do lumen vagina (Fig. 2).
Essa insercdo dorso-cranial obedece a
angulacdo anatbmica do trato genita
posterior da cadela, minimizando a
ocorréncia de trauma, e evita a introdugéo
do endoscépio na fossa clitoriana ou no
meato urinario (Brearley et a., 1991).

Figura 2: Anatomia do trato reprodutivo posterior da cadela. (1) Vulva; (2)
Fossa clitoriana; (3) Vestibulo; (4) Ostio uretral externo; (5) Juncéo
vestibulo-vaginal; (6) Por¢do caudal da vagina; (7) Tubérculo caudal da
prega mediana dorsal; (8) Paracérvix; (9) Cérvix. Fonte: Brearley et al.

(1992).

A drea paracervica pode ser traumatizada
caso 0 endoscopio sga introduzido com
forca excessiva. Se a introdugdo do
endoscopio causar desconforto para a
cadela, o0 procedimento deve  ser
interrompido. No entanto, essa técnica é
bem tolerada na fase de estro, sem que hgja
necessidade de sedacdo ou anestesia
(Wilson, 2003).

3.1.2 Determinagdo do periodo de
inseminacao artificial

Estabelecer o periodo correto para a
inseminacdo artificial € um ponto importante
na reproducdo da espécie canina, j& que a

duracdo do ciclo estral é longa e variavel,
bem como as fases de proestro, estro e o
periodo de ovulagéo (Fig. 3). O periodo de
fertilizacdo e o periodo fértil devem ser
identificados para que a |A tenha sucesso e
resulte em prenhez (Jeffcoate e Lindsay,
1989; England e Concannon, 2002). O
periodo de fertilizagdo consiste naguele em
gue odcitos viaveis estdo disponivels nas
tubas uterinas e encontram-se
suficientemente  maduros como 0dcitos
secundarios para serem fertilizados. Na
maioria das cadelas, esse periodo estende-se
desde o terceiro ou quarto até o sexto ou
sétimo dia ap6s a ocorréncia do pico do
horménio luteinizante (LH). Ja o periodo
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fértil é aguele em que a monta natural ou a
inseminagdo pode resultar em prenhez. Esse
periodo inclui ndo apenas o periodo de
fertilizagdo, mas também os trés dias que o
precedem, uma vez que 0 espermatozoide

canino pode permanecer fértil por pelo
menos cinco a seis dias no interior do trato
reprodutivo da cadela (Jeffcoate e Lindsay,
1989; England e Concannon, 2002).

Pico de LH
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O acompanhamento adegquado do proestro e
estro da cadela baseia-se em aguns critérios
essenciais: observagdo das mudangas no
trato genital e comportamentais (Jeffcoate e
Lindsay, 1989; Johnston et al., 2001;
England e Concannon, 2002; Silva et d.,
2003; Feldman e Nelson, 2004), na
monitoragdo com  citologia  vagind
(Jeffcoate e Lindsay, 1989; Johnston et d.,
2001; England e Concannon, 2002; Silva et
a., 2003; Feldman e Nelson, 2004), na
vaginoscopia para observacdo das ateraces
da mucosa vagina (indice de crenulacdo)
(Jeffcoate e Lindsay, 1989; Brearley et d.,
1991; Johnston et a., 2001; England e
Concannon, 2002; Silva et a., 2003;
Feldman e Nelson, 2004) e nas dosagens
plasméticas ou séricas de progesterona
(Jeffcoate e Lindsay, 1989; Farstad e
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Figura 3: VariagBes hormonais na cadela durante b proestro, estro e periodo
E2: estrégeno.

Adaptado de

Andersen-Berg, 1989; Johnston et al., 2001;
England e Concannon, 2002; Silva et 4.,
2003; Feldman e Nelson, 2004).

A deteccdo acurada do periodo ovulatério é
considerada pela maioria dos autores como
um dos fatores mais importantes para
determinar quando a cadela deve ser
inseminada (L évy e Fontbonne, 2007).

A fase ovulatéria na fémea canina inicia
aproximadamente dois dias apés o pico do
horménio luteinizante (LH), quando os
nivels séricos de progesterona estéo entre 2 e
4 ng/ml, e pode durar de 24 a 96 horas, com
liberagcdo de 75% dos foliculos em até 72
horas. Os o6vulos liberados sdo odcitos
primé&rios e requerem 24 a 72 horas de
maturagdo antes que possam ser fertilizados.


http://www.hilltopanimalhospital.com/

Uma vez maduros, a vida fértil de cada
o6cito pode durar de dois a quatro dias,
indicando que a fase fértil nessa espécie é
relativamente longa (Concannon et a., 1989;
Johnston et a., 2001; England e Concannon,
2002; Feldman e Nelson, 2004; Fontbonne e
Malandain, 2006).

A inseminagdo artificial com sémen fresco
deve sar redlizada no inicio do periodo
ovulatério da cadela, uma vez que o0s
espermatozéides recém ejaculados podem
sobreviver pelo menos quatro a seis dias nos
reservatorios esperméticos localizados na
jungdo (tero-tubdrica e nas glandulas
uterinas da cadela (Rijsselaere et al., 2004;
Luz et a., 2005), abrangendo dessa forma a
fase fértil dos o6citos em processo de
maturagdo e dos ja maturados (Concannon et
al., 1989; Linde-Forsberg e Forsberg, 1989;
England e Concannon, 2002). Além disso, 0
transporte e a  didtribuicio  dos
espermatoziides no trato genital da cadela
também sdo influenciados pelo evento da
ovulacdo, provavelmente devido a atividade
guimiotédtica e quimiocinética do fluido
folicular liberado apds a ovulagdo sobre os
espermatozoides (Rijsselaere et al., 2004).

Segundo England e Concannon (2002), o
periodo de maior fertilidade da cadela
encontra-se entre dois dias antes da
ovulacdo, ou sgja, desde o dia do pico de LH
até quatro dias apos a ovulagdo. No caso da
realizacdo de mais de uma inseminagéo, a
primeira deve ser no dia provavel de
ovulagdo, com base nas dosagens de
progesterona, para  “compensar” a
possibilidade de erro ou atraso na estimativa
do pico de LH e da ovulagdo (England e
Concannon, 2002). Com sémen fresco,
recomenda-se que a inseminagdo artificia
sgja redizada em dias alternados entre os
dias trés e seis ap0s o pico de LH (Meyers-
Wallen, 2007).

3.2 Fisiologia reprodutiva da cadela

E importante compreender os eventos do
ciclo estral da cadela para conduzir
adequadamente e aperfeicoar as biotécnicas
da reproducdo assigtida, entre elas a
inseminagdo artificial. Quando comparada
com outras espécies, a cadela possui
caracteristicas da fisiologia reprodutiva
incomuns, tais como longa duracdo do
proestro e estro, ovulagdo de odcitos em
estagio imaturo, longo periodo pré
implantacdo e tempo prolongado de
transporte na tuba uterina (nove a 12 dias)
(Concannon et al., 1989; Reynaud et al.,
2006).

O ciclo ovariano na cadela € monoestra
nado-estacional, havendo  consideravel
variagdo na extensdo e sincronizagdo das
ateracBes hormonais (Concannon et al.,
1989; Johnston et al., 2001). O intervalo
entre ciclos varia em uma mesma cadela,
entre cadelas da mesma raga e de uma raga
para outra, oscilando entre quatro e 13
meses, e na média, € de sete meses (Stone et
al., 1998; Johnston et a., 2001; Feldman e
Nelson, 2004). A medida que as cadelas
avancam da idade 6tima para reproducdo,
vérias mudangas sao provaveis de ocorrer,
incluindo aumento progressivo da duragéo
do intervalo interestros, reducéo do tamanho
da ninhada, aumento de defeitos congénitos
nos filhotes, no nimero de natimortos e
distocias (Johnston et al., 2001; Feldman e
Nelson, 2004).

Na maioria das cadelas, a puberdade tem
inicio por volta dos seis a nove meses de
idade. Ragas de pegueno porte normal mente
entram na puberdade entre seis e dez meses
de idade, enquanto que as de grande porte
podem apresentar uma variacdo que vai
desde antes do primeiro ano de idade até 18
a 24 meses. A idade ideal para reproducéo
nas cadelas é entre dois e seis anos de idade,
sendo que a primeira gestagdo €
recomendada apenas durante o segundo ou
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terceiro cio (Johnston et a., 2001; Feldman
e Nelson, 2004).

3.2.1 Fasesdociclo estral

O ciclo reprodutivo da cadela esté dividido
em quatro fases distintas: proestro, estro,
diestro e anestro, estabelecidas por
ateracbes hormonais que induzem a
transformacdes de ordem morfolgica e
clinica, citolOgicas, vaginais e cervicais
(Rodrigues e Rodrigues, 2002; Butinar et al.,
2004; Feldman e Nelson, 2004).

Proestro:

A fase de proestro dura normalmente seis a
11 dias, em média nove dias, podendo variar
desde dois ou trés até 25 dias, e é
caracterizada pela observacdo de edema e
turgidez dos l&bios vulvares e corrimento
vulvar sanguinolento. Nesta fase, a fémea
apresenta mudancas no comportamento tais
como aumento das brincadeiras e
provocagdo do macho, porém ndo permite a
monta, sentando-se ou demonstrando
agressividade ao macho. A fémea também
mantém a cauda abaixada sobre o perineo,
entre os membros pélvicos, cobrindo a
vulva. As mudangas comportamentais do
proestro sdo resultantes das concentragdes
elevadas de estrogeno (Concannon et al.,
1989; Johnston et al., 2001). O sangramento
vagina inicia com a diapedese dos
eritrécitos através do endométrio e com a
ruptura de vasos subepiteliais endometriais,
em conjunto com a secrecdo das glandulas
uterinas. O sangue passa pela cérvix
discretamente relaxada e chega ao vestibulo
vaginal. A cadela em proestro encontra-se
sob influéncia estrogénica, estrogeno este
gue é produzido pelos foliculos ovarianos
em desenvolvimento (Johnston et al., 2001;
Rodrigues e Rodrigues, 2002; Feldman e
Nelson, 2004).

Os faliculos que desenvolvem sob influéncia

da edstimulagdo das  gonadotropinas
amadurecem e adquirem a capacidade de
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sintese e secregdo de estrOgeno. Esse
horménio resulta nas alteracoes
comportamentais, descarga vaginal, atracdo
de machos e preparacdo uterina para a
prenhez (Oliveira et a., 2003; Feldman e
Nelson, 2004).

As concentragcdes de estrogeno circulantes
durante o anestro sdo de 5 a 15 pg/ml. No
inicio do proestro, essas concentragdes
aumentam para 25 pg/ml e, no fina dessa
fase, podem exceder 60 a 70 pg/ml, sendo
gue o pico ocorre 24 a 48 horas antes do
término do proestro (Johnston et a., 2001,
Feldman e Nelson, 2004).

As concentracdes de progesterona sdo basais
(<0,5ng/ml) por todo o proestro com
excegdo das Ultimas 24 a 72 horas. O find
do proestro e inicio do estro podem ser
identificados pelas concentragdes
plasmaticas de progesterona, que aumentam
além de 1,0 ng/ml (Fig. 3) (Johnston et a.,
2001; Feldman e Nelson, 2004). A
progesterona € secretada pelos foliculos
progressivamente mais luteinizados antes da
ocorréncia da ovulacdo e formagdo dos
corpos lUteos. Progressivamente, mais
progesterona e menos estrogeno  sfo
sintetizados enquanto a fémea avanca pelo
estro (Concannon et al., 1989; Butinar et al.,
2004; Feldman e Nelson, 2004).

O esfregaco vaginal de uma cadela no inicio
do proestro revela a presenca de células
parabasais em grande nimero e células
intermedidrias peguenas e grandes, além de
eritrocitos provenientes do endométrio. Os
polimorfonucleares s8o comuns, e pode
haver a presenca de bactérias em
guantidades variadas. No decorrer do
proestro, o epitélio vagina, sob acdo
estrogénica, aumenta suas camadas
(estratificacdo epitelia) e ha também o
aumento das células de descamacdo. As
células mais distantes do estrato basdl,
sofrendo com a reducdo do aporte
nutricional e de oxigénio, acabam
degenerando. 1sso provoca a diminuicéo das



células parabasais e intermedid&ias e o
aumento das células epiteliais superficiais,
associados a0  desgparecimento  dos
polimorfonucleares devido a0 espessamento
da parede que impede a sua passagem até o
limen vagina (Jeffcoate e Lindsay, 1989;
Johnston et al., 2001; England e Concannon,
2002; Rodrigues e Rodrigues, 2002;
Goodman, 2002; Feldman e Nelson, 2004).

No fina do proestro, mais de 80% das
células observadas no esfregaco vaginal sio
epiteliais superficiais, com nucleo picnético,
ou até mesmo anucleadas (Jeffcoate e
Lindsay, 1989; England e Concannon, 2002;
Goodman, 2002; Feldman e Nelson, 2004).
A amostra de citologia vagina deve ser
obtida da por¢éo cranial dorsal da vagina,
uma vez que as células do vestibulo ou da
fossa clitoriana ndo s8o téo indicativas do
estagio do ciclo (Blendinger, 2007a).

Estro:

A fase de estro inclui o periodo em que a
fémea permite a monta e a cobertura por
parte do macho, sendo caracterizada por
mudangas comportamentais como agaixar-se
e elevar o perineo em direcdo ao macho,
elevar a cauda e adotar posicéo de lordose
diante de qualquer pressdo sobre ou proxima
a regido posterior (dorso). Nesta fase, a
vulva deixa de ser tlrgida e firme (como
durante o proestro), passando a apresentar-se
flacida e macia, ndo mais representando uma
barreira para a penetracdo do pénis. A
duracdo do estro normalmente é de cinco a
nove dias, podendo variar entre cadelas
normais de um a 20 dias (Concannon et al.,
1989; Feldman e Nelson, 2004).

A cadela comeca a exibir sinais de estro
guando as concentracdes séricas de
estrégeno anteriormente elevadas passam a
declinar (Fig. 3), em conseqiiéncia do fim do
processo de maturacdo dos foliculos, véarios
dias antes da ovulacdo, quando esses passam
a secretar menos estrogeno e mais
progesterona, provocando a

retroalimentacdo positiva ao hipotdlamo e a
hipéfise, resultando na liberacdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e, mais
importante, do LH, no comeco do estro
(Concannon et a., 1989; Oliveira et 4d.,
2003; Feldman e Nelson, 2004).

A progesterona sérica aumenta acima das
concentragOes basais antes da onda de LH,
pois as céulas foliculares luteinizadas
secretam progesterona antes do
desenvolvimento dos corpos  IGteos.
Aproximadamente 24 a 48 horas antes da
onda de LH pré-ovulatoria, a concentragdo
de progesterona sérica passa de 0,5 ng/ml
(tipica de anestro e proestro) para 1,0 ng/ml,
atingindo concentracdes de 2 a 4 ng/ml no
momento do pico de LH, que estimula a
ovulacdo dentro de 24 a 48 horas. Ocorre
entdo a formagdo dos corpos |Uteos, e os
nivels de progesterona aumentam para 4 a
10 ng/ml, durante a fase ovulatéria. Com o
desenvolvimento dos corpos  IUteos
funcionais, as concentrages desse hormdnio
continuam a aumentar por um periodo de
uma a trés semanas (Johnston et al., 2001;
Goodman, 2002; Feldman e Nelson, 2004).

As dteragbes  hormonais  descritas
promovem as mudangas anatbmicas que
ocorrem simultaneamente no ové&io. O
inicio do estro esta associado com o final do
processo de maturagdo dos foliculos em
desenvolvimento. O numero de O6vulos
liberados para futura fertilizagcéo depende da
raca. Fémeas de menor porte ovulam cerca
de dois a dez 6vulos, enquanto as fémeas de
maior porte podem ovular cinco a 15 évulos
(Feldman e Nelson, 2004; Marinelli et al.,
2008).

A citologia vaginal permanece relativamente
constante durante o estro, estando associada
as concentragdes de estrégeno que, mesmo
em declinio em dire¢do aos niveis basais,
encontram-se elevadas. O esfregaco vagina
neste periodo revela mais de 80% das
células do tipo superficid e céulas
anucleadas, muitas vezes atingindo 100%.
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N& observam-se polimorfonucleares, e
tanto eritrdcitos quanto bactérias podem ou
ndo estar presentes (Linde e Karlsson, 1984;
Wright, 1990; Johnston et a., 2001;
Goodman, 2002; Feldman e Nelson, 2004).

Diestro:

O diestro é a fase de dominancia
progesterbnica e comega com o fina do
estro e termina quando as concentragdes de
progesterona retornam aos niveis basais
(<1,0 ng/ml). Esta fase tem duracdo média
de 56 a 58 dias na gestacdo e 60 a 100 dias
na cadela ndo-gestante. Com o inicio do
diestro, a cadela apresenta comportamento
de rgjeicdo a monta (Johnston et al., 2001;
Feldman e Nelson, 2004).

O pico da producdo de progesterona por
parte dos corpos lUteos normamente é
atingido 20 a 30 dias ap6s a ovulagdo,
permanecendo praticamente constante em
um plateau de 15 a 60 ng/ml por mais uma a
duas semanas, periodo apds o qua a funcéo
dos corpos lUteos comeca a declinar
(Johnston et al., 2001; Feldman e Nelson,
2004).  Concentragbes elevadas de
progesterona sdo importantes para a
manutencdo da gestacdo, pois ela é
responsavel pelo  desenvolvimento das
glandulas endometriais, secrecdo de fluidos
uterinos, crescimento endometrial,
manutencdo da placenta, inibicdo da
motilidade uterina e eliminacdo da resposta
leucacitaria no interior do Utero (Oliveira et
a., 2003; Feldman e Nelson, 2004). Na
cadela, o corpo Iiteo é a Unica fonte de
progesterona circulante durante a prenhez.
Na primeira metade da gestacdo, os corpos
IGteos parecem ser independentes do LH
para a producéo de progesterona, enquanto
gue, na segunda metade, sd0 necessdrias
dtas concentracbes de prolactina e
concentragbes basais de LH para a
manutencgao funcional dos corpos |Uteos, por
serem horménios luteotréficos (Concannon
et a., 1989; Johnston et a., 2001; Feldman e
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Nelson, 2004; Concannon, 2005; Luz et al.,
2005; Marin€lli et a., 2008).

Os corpos luteos estédo localizados na
superficie dos ovarios durante o diestro. O
Utero responde a0 aumento  das
concentragdes de progesterona mantendo a
estrutura glandular e a vascularizag8o
necessarias para a manutencdo da gestacéo
(Feldman e Nelson, 2004). Marinelli et al.
(2008) observaram que as caracteristicas dos
corpos I (iteos séo influenciadas pelaidade da
cadela, uma vez que cadelas adultas
continham maior nimero de corpos |Gteos
com maior eficiéncia na producdo de
progesterona do que as cadelas com idade
inferior a 2,5 anos, sugerindo que a atividade
luiteinica enddcrina passa por um processo
de maturagdo durante aidade adulta.

O inicio do diestro € marcado pela repentina
ateracdo da citologia vagina (Rodrigues e
Rodrigues, 2002), que pode ocorrer
aproximadamente trés dias antes do término
do comportamento caracteristico do estro e
cinco a sete dias apos a ovulagdo (Johnston
et a., 2001). Nos primeiros dias do diestro,
0 esfregago vaginal assemelha-se a0 do
inicio do proestro: células de defesa podem
ou ndo estar presentes, eritrocitos estéo
ausentes ou em pegueno nimero e observar
se células intermediarias pequenas e células
parabasais, aém de ser possivel identificar
“células do metaestro”, caracteristicas desta
fase (Johnston et al., 2001; Goodman, 2002;
Feldman e Nelson, 2004).

A fase luteinica termina abruptamente na
fémea gestante (aproximadamente 65 dias
apos a fertilizagdo) em decorréncia da agéo
das prostaglandinas durante o parto. No
entanto, na fémea ndo-gestante, a fase
luteinica decresce lentamente,
freglientemente persistindo por mais dez a
30 dias. Todas as cadelas ndo-gestantes que
passaram pelo  estro estdo em
“pseudogestacdo” ja que elas possuem
corpos lteos funcionais apesar da auséncia
da gestacdo; portanto os corpos |Uteos



funcionam por um periodo de gestagcédo
normal independente da presenca ou
auséncia do(s) feto(s) (Johnston et a., 2001;
Oliveira et al., 2003; Feldman e Nelson,
2004). Portanto, o perfil hormonal sérico é
similar nas fémeas prenhes e néo-prenhes,
com as concentracbes de progesterona néo
diferindo entre os 15 dias precedentes e 0 40
dias subsequentes ao pico de LH (Rodrigues
e Rodrigues, 2002).

Um a dois dias antes do parto, ocorre o
rapido declinio da progesterona de 4 a 10
ng/ml para valores inferiores a 2 ng/ml em
12 a 24 horas, resultando no inicio do parto
norma. O declinio da progesterona
associado a lutedlise ocorre em resposta ao
aumento de prostaglandina para niveis
luteoliticos, que por sua vez ocorre devido a
maturacdo do eixo hipdfise-adrenal do feto e
a elevacdo do corticide fetal (Johnston et
al., 2001; Concannon e Verstegen, 2004).

O tamanho méaximo do Utero ndo-gestante é
observado 20 a 30 dias apbs o inicio do
diestro, coincidindo com os niveis maximos
de progesterona. Com a degeneracdo dos
corpos |iteos e ainterrupgéo na producéo de
progesterona, o diestro termina e o (tero
passa por um periodo de reparo. Este
periodo de involugdo uterina requer um a
trés meses (independente da ocorréncia de
gestacdo) e pode representar um dos fatores
gue contribuem para que o periodo
interestros sgja relativamente longo em
cadelas normais (Johnston et al., 2001;
Feldman e Nelson, 2004). O intervalo entre
0s estros é maior em cadelas mais velhas
(Johnston et al., 2001; Oliveira et a., 2003;
Feldman e Nelson, 2004), e fémeas com
mais de seis anos de idade tendem a ter a
fertilidade reduzida, provavelmente em
decorréncia de  dteragbes  uterinas
relacionadas a senescéncia reprodutiva
(Thomassen et a., 2006).

A prolactina € um dos hormbnios chave do
diestro; e suas concentraces estdo baixas
durante o anestro, proestro e estro. Com 0

decréscimo das  concentragbes  de
progesterona na segunda metade do diestro,
0os niveis de prolactina aumentam numa
relacdo inversa, que ocorre tanto em cadelas
gestantes quanto nas ndo-gestantes, sendo
considerada um hormbnio luteotréfico a
partir desse periodo (Oliveira et a., 2003;
Feldman e Nelson, 2004). No fina da
gestacdo, a prolactina € responsavel pelo
aumento do tamanho e da atividade
secretéria das glandulas mamérias (Feldman
e Nelson, 2004).

Anestro:

O anestro ¢é a fase do ciclo reprodutivo em
gue o Utero involui e também é referida
como um periodo de quiescéncia do eixo
hipotdlamo-hipéfise-ovarios. Como  as
demais fases do ciclo ovariano, o anestro
tem duracdo variada, aqua depende daraga,
estado de salde, idade, época do ano,
ambiente, e varios outros fatores. Nenhuma
diferenca clinica pode ser observada entre
uma cadela em anestro e uma cadela
submetida a ovério-histerectomia
(Concannon et a., 1989; Johnston et a.,
2001; Feldman e Nelson, 2004).

Durante o anestro, ondas esporadicas de LH
podem ocorrer, e estes aumentos abruptos do
LH plasmatico parecem levar a dois grandes
e potentes episddios secretérios, apesar de
terem curta duracdo: um pico de LH
imediatamente antes do inicio do proestro e
outro no inicio do estro com subseqliente
ovulacdo. Os aumentos esporadicos de LH
durante o anestro sdo responsaveis pelo
recrutamento necessario de foliculos para o
préximo ciclo. Uma vez recrutados para o
pool  préovulatério, esses foliculos
seletivamente regulam a secrecdo de
gonadotrofinas pela hipéfise via
mecanismos de retroalimentacdo negativa.
Durante essa fase, os foliculos ndo se tornam
completamente maduros, regredindo apos
um curto periodo de funcdo, e antes de
desenvolver células Iuteinizadas que
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poderiam produzir progesterona (Feldman e
Nelson, 2004).

A concentracdo de FSH encontra-se
aumentada (em torno de 260 + 30 ng/ml)
durante o anestro e, com o inicio do
proestro, a producdo desse horménio é
inibida, passando para 140 ng/ml, devido ao
feedback negativo provocado pelo estrogeno
(Concannon, 1986; Concannon et al., 1989).

A citologia vagina do anestro €
relativamente  constante, com  pouca
celularidade na lamina, sendo possivel
observar células parabasais e intermedidrias
profundas. Os polimorfonucleares podem
estar presentes ou ndo e eritrocitos
geramente estéo ausentes, pode-se observar
ou ndo bactérias, e quando presentes
normalmente sdo bactérias da propria flora
vagina (Feldman e Nelson, 2004).

3.2.2 Ovulacdo na fémea canina

O pico de LH é o momento mais marcante
do ciclo estral da cadela, pois todos os
eventos, da ovulacdo ao parto, lhe sdo
retroativos. A constancia temporal registrada
no intervalo entre o pico de LH e a ovulagéo
faz com que a expresso maxima desta
gonadotrofina na circulacéo sga
referenciada na literatura como o Dia zero
do ciclo da fémea canina (Rodrigues e
Rodrigues, 2002; Kutzler et a., 2003a;
Concannon, 2005; Blendinger, 2007a).

Na fémea canina, as ovulagdes sao multiplas
e parecem acontecer de forma sincronizada a
ruptura dos foliculos, ocorrendo num
intervalo de tempo entre 12 e 96 horas apos
0 pico de LH (Concannon et a., 1989; Hase
et al., 2000; Butinar et a., 2004; Reynaud et
a., 2006). Wildt et a. (1978) observaram
gue, em 77,2% dos ciclos estrais estudados,
foliculos de uma mesma cadela e no mesmo
ciclo estral, ovularam , em 24 a 72 horas
apo6s pico do LH, tendo a ovulagdo sido
detectada através de laparoscopias seriadas
com intervalos de 48 horas. No entanto,
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6,5% das fémeas avaliadas apresentaram
evidéncias de ovulagdo até cinco a 14 dias
apos o pico de LH.

O pico de LH provoca um répido aumento
de volume e luteinizagcdo dos foliculos
primérios, causa a ovulagdo e, no processo,
transforma os foliculos de 3-4 mm de
didmetro produtores de estrogeno e
progesterona em corpos |(teos de 8-9 mm
secretores de progesterona (Concannon et
al., 1989). Na cadela, foliculos poliovulares
ndo sdo incomuns e podem dar origem a um
ou até quatro oocitos durante a ovulagéo
(Luz et a., 2005; Reynaud et al., 2006).

Segundo Lévy e Fontbonne (2007), na
maioria das cadelas examinadas, 0 processo
de ovulagdo pareceu estar completo em 24
horas ap6és o pico de LH. Os od6citos
imaturos sdo liberados dos foliculos de
forma esponténea como odcitos primarios, e
estdo no inicio da primeira divisdo meidtica,
naforma de vesicula germinativa (préfase ).
No interior da bursa ovariana, inicia-se a
maturagdo extrafolicular, e a meiose
completa-se durante o transporte pela tuba
uterina. S0 necessarias entre 48 e 72 horas
para que os eventos da maturacdo sejam
concluidos na porcdo distal do oviduto
(Concannon et a., 1989; Hase et al., 2000;
Fontbonne e Malandain, 2006; Reynaud et
al., 2006; Blendinger, 2007a; Lévy e
Fontbonne, 2007), os odcitos alcancam o
estdgio de metafase Il e veificase a
eliminacdo do primeiro corpusculo polar
(Tsutsui, 1989; England e Concannon,
2002). In vivo, a fertilizagdo ocorre em
o6citos em metafase |1 na porgéo média ou
distal datuba uterina (Reynaud et al., 2006).

Recentemente, foi demonstrado que os
o6citos na espécie canina ndo podem ser
penetrados pelo espermatozéide enquanto
estdo ainda imaturos (Fontbonne e
Malandain, 2006; Lévy e Fontbonne, 2007).
A sobrevida dos odcitos maduros se estende
por um a dois dias (Phemister et a., 1973;
Jeffcoate e Lindsay, 1989; Tsutsui, 1989;



Hase et al., 2000; Fontbonne e Malandain,
2006; Reynaud et al., 2006) ou quatro a
cinco dias até iniciarem o processo de
degeneracdo (Tsutsui, 1989; England e
Concannon, 2002; Tsumagari et al., 2003).
O periodo 6timo de fertilizag@o ocorre entre
dois e quatro dias apds a ovulagdo, quando
0s 06citos estdo completamente maduros e
ainda ndo sofreram degeneracdo (Fontbonne
e Malandain, 2006; Lévy e Fontbonne,
2007). Dessa forma, considera-se que o
periodo fértil na fémea canina ocorra do
guarto ao sétimo dias ap6s o pico de LH
(Hase et al., 2000).

Varios parametros sdo utilizados para
determinacdo do periodo ovulatorio, entre
eles os aspectos clinicos e reprodutivos,
citologia vaginal, endoscopia vaginal ou
vaginoscopia, dosagens hormonais e, mais
recentemente, a ultra-sonografia ovariana
(England e Concannon, 2002; Fontbonne e
Malandain, 2006; Lévy e Fontbonne, 2007).
Parametros clinicos como adatadeinicio do
edema de vulva, quantidade e aspecto da
secrecdo vulvar, lateralizacdo da cauda ao
toque da regido perineal ou aceitacdo da
monta, ndo sdo suficientemente precisos
para detectar a ocorréncia e o periodo da
ovulagdo, pois O aparecimento dessas
alteracOes varia muito entre as cadelas, e as
mesmas podem aceitar ou ndo a monta de
diferentes machos durante 0 mesmo estro
(Wildt et a., 1978; England e Concannon,
2002; Fontbonne e Malandain, 2006;
Reynaud et a., 2006). Além disso, a
mudanga para 0 comportamento receptivo
caracteristico do estro também ndo é
confiavel para se detectar a ovulacdo, pois
essa mudancga comportamental normal mente
ocorre um dia apés o pico de LH, mas pode
ocorrer desde trés dias antes até cinco dias
depois do pico, ou ainda pode ndo ocorrer
apesar das mudancas enddcrinas normais
(Concannon, 2004).

A citologia vagina ndo deve ser usada para
a deteccdo prospectiva da ovulagdo. A
mudanca na citologia vaginal é observada no

final do estro, aproximadamente cinco dias
apos a ovulagdo, quando ocorre o subito
aumento das células intermedidrias e
parabasais. Dessa maneira, essa técnica
somente auxilia a deteccdo da ovulagdo
retrospectivamente (Concannon et al., 1989;
Wright, 1990; Johnston et al., 2001; England
e Concannon, 2002; Fontbonne e Malandain,
2006). Segundo Blendinger (2007a), a
mudanca para o diestro observada na
citologia pode ocorrer de sete a dez dias
ap6s o pico de LH.

A vaginoscopia para 0 mangjo reprodutivo
consiste na observacdo das mudancas da
mucosa vaginal durante proestro e estro,
considerando  0s  seguintes  aspectos:
contornos das pregas vaginais, coloragéo da
mucosa, presenca e tipo de fluidos. Porém,
esse método ndo permite de maneira acurada
a determinagdo do dia exato da ovulagdo,
pois apesar das mudancas observadas no
aspecto da mucosa vagind  serem
progressivas, as mesmas nao ocorrem em
um momento determinado do proestro e do
estro, podendo variar entre o0s animais
observados (Lindsay e Concannon, 1986;
England e Concannon, 2002; Fontbonne e
Malandain, 2006). No inicio do proestro, as
pregas vaginais encontram-se edemaciadas e
trgidas, e a mucosa résea sob o efeito do
estrégeno. Com a progressdo para o estro, as
pregas vaginais perdem a turgidez,
tornando-se “enrugadas’ e anguladas,
enquanto a mucosa torna-se palida e menos
résea. Esse fenbmeno € chamado de
crenulacdo das pregas vaginais (Jeffcoate e
Lindsay, 1989; Brearley et a., 1991;
Johnston et a., 2001; England e Concannon,
2002; Silvaet a., 2003; Blendinger, 2007a).

As dosagens hormonais s8o os métodos mais
eficazes na determinacdo do periodo
ovulatério em cadelas. As dosagens de LH
s80 ideais em teoria, mas a deteccdo do
momento do pico de LH requer a obtencdo
de pelo menos duas amostras de sangue por
diatodos os dias e, em muitos paises, ndo ha
kits comerciais disponiveis para sua
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dosagem. O exame laboratorial consiste em
um teste de radioimuniensaio caro e
demorado (England e Concannon, 2002;
Fontbonne e Malandain, 2006; Reynaud et
al., 2006). Existe, no mercado internacional,
um teste semi-quantitativo com ensaio
imunoenzimético (ELISA) para dosagem de
LH, que deve ser realizado todos os dias,
tem um tempo de vaidade curto e necessita
de dosagem de progesterona para verificar a
sua acurécia, sendo assim pouco utilizado
(Kustritz, 2001).

A dosagem da progesterona pode ser uma
maneira mais prética de prever o dia do pico
de LH e em conseqliéncia detectar o dia da
ovulacdo (Jeffcoate e Lindsay, 1989). Os
métodos para dosagem desse horménio sdo
radioimunoensaio (Chapwanya et al., 2008)
e quimioluminescéncia (Volkmann, 2006),
mas estdo disponiveis também os testes
semi-quantitativos com  ELISA, que
apresentam resultados rgpidos, porém com
acuracia  reduzida  (Kustritz, 2001;
Chapwanya et a., 2008). Segundo
Volkmann (2006), a concentracdo sérica de
progesterona € reduzida quando a amostra
de sangue total é refrigerada a 4°C logo apos
a coleta em comparagdo com a que é
mantida em temperatura ambiente por duas
horas antes de ser submetida a refrigeragéo.

A concentragdo plasmética de progesterona
comeca a aumentar rapidamente além dos
niveis basais aproximadamente dois dias
antes da ovulacdo, durante o pico de LH, por
isso a redizacdo de dosagens seriadas
permite a antecipagdo da ovulagdo em um ou
dois dias e, se continuada, permite a
confirmagdo que a ovulagdo ocorreu e a
deteccdo do periodo ovulatério (Wilson,
1993; England e Concannon, 2002).

Segundo Thuréczy et a. (2003), como a
fonte de progesterona antes da ovulacéo é
constituida pelos foliculos pré-ovulatérios
em desenvolvimento, e estes Ss30
estimulados pelo LH, a dosagem de
progesterona  redizada pela manha
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normamente resulta em uma concentracdo
inferior desse horménio quando comparada
a concentracdo da tarde, pois a melatonina
liberada durante a noite apresenta um efeito
inibitério sobre a liberagdo do horménio
liberador das gonadotrofinas (GnRH) e, por
conseqliéncia, sobre o LH. Durante e ap6s a
ovulagdo, a diferenca diurna nas
concentragdes séricas de progesterona néo
ocorre, pois sua fonte passa a ser 0s corpos
Iteos independentes das gonadotrofinas
para a sintese desse horménio.

A concentragdo plasmética de progesterona
no dia do pico de LH varia de acordo com os
autores, encontrando-se em torno de 1,37 *
0,1 ng/ml (Johnston et al., 2001) ou entre 2 e
4 ng/m (Wright, 1990; England e
Concannon, 2002; Tsumagari et a., 2003;
Feldman e Nelson, 2004; Fontbonne e
Maandain, 2006). Durante o periodo
ovulatério, Hase et a. (2000) observaram
gue o nivel desse hormdnio encontrava-se
entre 1,88 e 2,81 ng/ml (2,34 ng/ml, em
média). Enquanto, Wright (1990) e Lévy e
Fontbonne (2007) observaram,
respectivamente, concentragtes de
progesterona entre 4 e 10 ng/ml (média de
5,5 ng/ml) e média de 6 ng/ml durante a
ovulagéo.

Os autores recomendam a redizagcdo de
dosagens de progesterona diariamente ou em
dias alternados até que um valor indique a
ocorréncia da ovulagdo (Hase et al., 2000;
Fontbonne e Maandain, 2006; Chapwanya
et a., 2008). Jafoi demonstrado que o nivel
de progesterona plasmético no momento da
ovulagdo apresenta pequena Vvariagdo,
independente da raca (Marseloo et 4.,
2004). Por conseguinte, as dosagens de
progesterona parecem ser uma das técnicas
mais confiaveis para detectar a ovulagdo na
cadela (Concannon et al., 1977; England e
Concannon, 2002; Hase et d. 2000;
Fontbonne e Malandain, 2006; Lévy e
Fontbonne, 2007).



A ultra-sonografia ovariana é a técnica mais
nova para deteccdo da ovulagdo na cadela,
sendo utilizada quando se necessita
determinar o dia da ovulagdo de maneira
precisa (Fontbonne e Malandain, 2006).
Entretanto, as imagens ultra-sonogréficas
dos ovérios sdo mais dificeis de analisar do
gue em outras espécies. Estudos anteriores
mostraram  que as imagens  ultra
sonograficas dos foliculos ovarianos logo
antes e logo apds a ovulagdo sdo muito
semelhantes (England e Concannon, 2002;
England et al., 2003; Lévy e Fontbonne),
alguns foliculos ndo se rompem durante a
ovulagdo, e anda aguns foliculos
permanecem sem ovular ao fina da
ovulacdo (Hayer et a., 1993; Fontbonne e
Malandain, 2006; Lévy e Fontbonne, 2007).
Diante dessas dificuldades, recomenda-se
redlizar o0 exame ultra-sonografico pelo
menos duas vezes ao dia para determinar
com precisdo a ocorréncia da ovulagdo
(England e Yeager, 1993). Fontbonne e
Malandain (2006) detectaram o dia da
ovulagdo em 91,7% (44 de 48) das cadelas
examinadas. Nesse estudo, no entanto,
guatro cadelas, todas de ragas de grande
porte (Pastor Alemdo, Pastor Belga,
Retriever do Labrador e Dogo Argentino),
apresentaram aspectos ovarianos imprecisos
no periodo ovulatorio.

A determinagdo precisa dos eventos peri-
ovulatérios é importante para se realizar o
manejo reprodutivo e |A, pois permite o
estabelecer 0 mehor momento para o
diagnéstico de gestacional por ultra-
sonografia e palpagdo abdominal, e também
prever a data do parto (Johnston et al., 2001;
England e Concannon, 2002; Meyers
Wallen, 2007).

3.3 Coleta de sémen
esper matica

e avaliagdo

A sdlecdo de reprodutores deve ser feita
apos detal hada anamnese e criterioso exame
clinico gera e androlégico. O exame
androl6gico inclui ainspegdo e papacdo dos

Orgdos reprodutivos, coleta e avaliagdo do
sémen e inspecdo do comportamento de
monta (libido), podendo ter continuidade
com testes hormonais e andlises
cromossomicas (Silva et a., 2003; Feldman
e Nelson, 2004).

O método de escolha para coleta do sémen é
a manipulagdo digital do pénis, devendo-se
evitar 0 contato da luva de l&ex com o
sémen fresco, de modo a evitar o decréscimo
da motilidade espermética causado por esse
material (Silvaet al., 2003).

Os resultados da avaiacdo espermética
podem ser influenciados por fatores como:
técnica e momento de coleta do sémen,
concentracdo espermética da amostra, tempo
decorrido entre a coleta e a avaliagdo,
temperatura em que a amostra foi mantida,
equipamento usado, entre outros (Kustritz,
2007).

A avdiagdo espermética € largamente
utilizada no manegjo reprodutivo, sendo de
extrema importancia no monitoramento de
cdes destinados ap acasalamento e no
diagnéstico de patologias reprodutivas. A
avaiagéo macroscopica  compreende
volume, coloracdo e pH do gaculado. A
avaliagdo microscopica inclui motilidade
retilinea progressiva, vigor espermatico,
concentragdo espermdtica por eaculado,
morfologia ou patologia espermética,
citologia e cultura do sémen. O exame
androldgico € indicado para a avaliagdo da
gualidade do sémen utilizado na IA ou para
criopreservacdo, bem como nos casos de
subfertilidade e patologias do sistema
reprodutor (Vannucchi et al., 1998; Johnston
et a., 2001; Silva et d., 2003; Feldman e
Nelson, 2004).

O padréo seminal minimo necessario para
sua utilizaggo em I|A & motilidade
progressiva espermética acima de 70%,
vigor acima de quatro (escada de zero a
cinco), nimero total de espermatozoides por
gaculado superior a 250 milhGes de
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espermatozoides viaveis e acima de 80% dos
espermatozéides livres de patologias
esperméticas (Santos e Vannucchi, 1997;
Gabaldi e Lopes, 1998; Silva et al., 2003;
Kustritz, 2007).

A concentrag@o espermética esta relacionada
a0 volume de sémen coletado, e pode ser
determinada em camara hematimétrica
(c@mara de Neubauer) sendo a contagem em
microscopia Optica, que €é a técnica
comumente usada (Vannucchi et al., 1998;
Kustritz, 2007). A concentragdo espermatica
pode também ser determinada por
espectrofotometria (Cardoso et da., 2003).
Deve-se calcular o numero total de
espermatozoides do gjaculado
multiplicando-se 0 ndmero de
espermatozGides por mililitro pelo volume
do egaculado. O ndmero total de
espermatozéides  diminui  quando a
freqiéncia de coletas de sémen for em
intervalos menores de 48 horas, devido a
deplecBo das reservas epididimais. No
entanto, cdes normais podem egacular
amostras oligospérmicas ou azoospérmicas
devido a condicdes de estresse ou apreensdo,
fatores ambientais, dor, ou ainda pela
auséncia de uma fémea em estro ou
estimulacdo  insuficiente do  macho
(Martinez, 2004; Johnson, 2006; Kustritz,
2007). Por outro lado, o repouso sexud
prolongado pode levar & observacdo de
amostras com maior porcentagem de
espermatozoides morfologicamente
anormais, devido a presenca de
espermatozéides velhos nos epididimos
(Martinez, 2004; Kustritz, 2007).

As anormalidades morfolégicas podem ser
classificadas em primérias (que ocorrem
durante a espermatogénese) ou secundarias
(que ocorrem durante a maturacdo
espermética no epididimo ou na preparagdo
da amostra) ou ainda em maiores ou
menores. Os defeitos maiores sdo
consequéncias de anomalias ao nivel do
testiculo e epididimo, e podem comprometer
seriamente a fertilidade. S& denominadas
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menores, as anomalias espermaticas menos
importantes, ndo ligadas diretamente a
processos patoldgicos dos testiculos. Em
cées, 0 sémen é considerado normal quando
apresenta porcentagem de espermatozdides
morfologicamente normais superior a 80%
(Seagar, 1986; Feldman e Nelson, 2004;
Cardoso et d., 2005; Kustritz, 2007). A
morfologia espermética pode ser avaliada
ap6s coloracdo dos espermatozéides com
corante  eosina-nigrosina  ou  corantes
diferenciais para o acrossoma; ou ainda em
preparacoes Umidas, fixando 0s
espermatozoides em solucdo formol-salina e
analisando-os em microscopio de contraste
de fase (Martinez, 2004).

Para 0 sémen congelado, além dos fatores ja
citados, todos os procedimentos que
envolvem a manipulagdo e o congelamento
s80 decisivos. A composicdo do meio
diluidor, agentes crioprotetores e taxas de
congelamento e descongelamento podem
influenciar na viabilidade do sémen apés o
descongelamento (Farstad, 2000).

3.4 Diagnostico de gestacao

O diagnostico de gestacdo pode ser realizado
pela papacdo abdominal, ultra-sonografia,
radiografia e pela deteccdo do horménio
relaxina no sangue (Johnston et a., 2001;
Luz et a., 2005; Freitas e Silva, 2008;
Johnson, 2008).

Mediante a papagdo abdomina, com a
cadela em estacdo ou em decubito lateral, é
possivel palpar as vesiculas embrionarias
com aproximadamente 1 cm de didmetro 20
dias apés o pico de LH (Johnston et 4.,
2001; Feldman e Nelson, 2004; Concannon,
2005; Freitas e Silva, 2008). O diagnéstico
gestacional por palpacdo pode ser dificil em
cadelas grandes, obesas, com abdome tenso
ou gquando ha apenas um ou poucos fetos e,
principdmente quando localizados na
porcdo crania do Utero (Johnston et al.,
2001).



A ultra-sonografia € um exame seguro e
preciso para o diagndstico de gestagcdo que
ndo apresenta efeitos secundarios nocivos,
viso que as ondas acUsticas sdo
consideradas inécuas para a fémea, fetos e
operador (Freitas e Silva, 2008),
congtituindo assim um excelente método
para deteccdo da prenhez. Tem a vantagem
de acessar a taxa de crescimento e a
viabilidade fetal. O diagndstico de prenhez é
mais confiavel se realizada a partir de 24 a
28 dias apdés a inseminagdo artificial
(Johnston et al., 2001; Concannon e
Verstegen, 2004; Concannon, 2005;
Johnson, 2008). A placenta na espécie
canina é do tipo endotélio-corial, e acintade
tecido trofoblastico fetal que da origem a
placenta zonaria pode ser visuadizada na
ultra-sonografia 28 dias apds o pico de LH
(Concannon, 2005; Freitas e Silva, 2008).

A ultra-sonografia apresenta limitacGes tais
como: qualidade do  equipamento,
experiéncia do operador, relaxamento da
paciente, frequéncia respiratéria e tamanho
da cadela (L opate, 2008).

A radiografia pode ser redlizada para o
diagnéstico de gestacdo em cadelas a partir
de 31 dias apbs o pico de LH, quando é
possivel visualizar os aumentos de volume
esféricos no limen uterino, porém a primeira
evidéncia de mineraizagdo dssea sO pode
ser visudizada apds 45 dias, em média, do
pico de LH (Johnston et al., 2001; Freitas e
Silva, 2008; Lopate, 2008). Além disso,
segundo Freitas e Silva (2008), os fetos sdo
sensiveis aos efeitos da radiagdo ionizante
durante a organogénese, que ocorre no
primeiro terco da gestagdo, e por issO a
radiografia deve ser evitada nesse periodo.

A relaxina € um horménio produzido
principalmente pela placenta canina e,
consequientemente, € especifica da gestagao.
Durante o ciclo estra norma, na
pseudogestacdo ou em cadelas submetidas a
histerectomia, a relaxina ndo é identificada
no soro sanguineo (Johnston et a., 2001;

Freitas e Silva, 2008; Johnson, 2008). Ja na
fémea gestante, tanto a placenta quanto os
ovarios secretam relaxina, sendo que a
contribuicdo da placenta é
proporcionalmente maior na obtencdo do
nivel sérico total. A relaxinaimunorreativa é
detectada inicialmente no soro a partir do
18° dia de gestacdo, alcancando o nivel
maximo por volta da sexta e oitava semanas.
Nos Estados Unidos, esta disponivel um
teste para mensuracdo da concentragdo de
relaxina que permite a diferenciacdo entre
cadelas gestantes e ndo-gestantes. O seu uso
€ indicado para o0 24° dia apdés o
acasalamento (Witness™, Synbiotics
Corporation, San Diego, CA, USA). Podem
também ocorrer falso-positivos se a prova
for realizada pouco tempo apds abortamento
ou reabsor¢do (Freitas e Silva, 2008).

3.5 Previsio da data do parto

A previsdo da data do parto € Util para
estabelecer 0 mangjo do parto e programar
operacOes cesarianas (Kutzler et al., 2003z;
Kim et al., 2007). Pode ser feita com base
nas dosagens hormonais e determinacéo da
data do pico de LH ou com base nos achados
ultra-sonogréficos durante a gestacdo
(Johnston et al., 2001; Kutzler et a., 2003a;
Kim et a., 2007). A data da primeira monta
natural ou inseminagdo artificial e a data de
inicio do estro comportamental ndo sdo
parémetros confiaveis para se predizer a data
do parto em cadelas (Kutzler et a., 20033;
Kim et a., 2007; Lopate, 2008). Isto devido
a dguns fatores. grande variabilidade na
duracdo do ciclo estra da cadela e no
comportamento receptivo ao macho, e ao
longp tempo de  sobrevida  dos
espermatozéides no trato genital da cadela
(Lopate, 2008).

A estimativa da idade gestacional em
cadelas é possivel, pois a taxa de
desenvolvimento embriolégico canina é
sincronica e diretamente relacionada com o
pico pré-ovulatério de LH (Kutzler et a.,
2003a; Johnson, 2008). O parto ocorre em
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média 65 dias ap06s o pico de LH (Johnston
et al., 2001; Kutzler et a., 2003a; Kutzler et
al., 2003b; Concannon, 2005; Kim et al.,
2007; Lopate, 2008). Dessa forma, a idade
gestacional e, por conseguinte, a data do
parto podem ser determinadas com preciséo
guando associadas ao dia do pico de LH
(Kutzler et al., 2003a; Johnson, 2008).

A previsdo da data do parto pode ser feita
com  ultra-sonografia  trans-abdomina
independente do peso corporal da cadela e
do tamanho da ninhada, utilizando-se fatores
de correcdo para ragas de pequeno porte
(mais um dia) e porte gigante (menos dois
dias) (Johnston et al., 2001; Kutzler et al.,
2003b; Kim et a., 2007; Lopate, 2008). Esse
exame apresenta maior precisdo quando
associado as informagbes da data de
ocorréncia do pico de LH fornecidas pelas
dosagens seriadas de progesterona (Kim et
al., 2007). A previsdo mais precisa é obtida
guando os fetos sdo medidos 30 dias apds o
pico de LH, devendo-se medir pelo menos
dois fetos (Son et a., 2001; Kutzler et a.,
2003b; Kim et a., 2007; Lopate, 2008).

A idade gestacional estimada pela ultra-
sonografia abdominal utiliza medidas fetais
e avadia a progressdo do desenvolvimento
dos drgédos fetais. A prenhez pode ser
diagnosticada em 19 a 21 dias apds o pico de
LH, quando os fetos estdo com
aproximadamente 1 cm de didmetro. As
medidas para estimar a data do parto
realizadas entre os dias 19 e 37 incluem: o
didmetro do saco gestacional (cavidade
coribnica interna ou didmetro uterino
externo) e o comprimento cabeca-pelve.
Ap6s o 37° dia, as medidas readlizadas sdo:
didmetro biparietal, didmetro toracico e
diédmetro corporal de dois ou mais fetos (Son
et a., 2001; Freitas e Silva, 2008; Lopate,
2008). A idade gestaciona pode ser
estimada avaliando-se o desenvolvimento
dos érgdos fetais. Os batimentos cardiacos
podem ser detectados e os movimentos do
feto podem ser observados a partir do Dia
23. A freqiiéncia cardiaca fetal menor do
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gue duas vezes a fregiiéncia cardiaca da mae
ja é indicativa de estresse fetal (England et
a., 2003). A bexiga pode ser vista entre os
dias 35 e 39, 0 estdbmago entre 36 e 39 dias,
os rins e olhos entre 39 e 47 dias e os
intestinos entre 57 e 63 dias. O peristatismo
intestinal se torna evidente entre 62 e 64
dias. A ocorréncia de taguipnéia da cadela
durante o exame ultra-sonogréfico pode
dificultar a visualizacdo do peristaltismo
intestinal (Lopate, 2008).

O parto ocorre normalmente 64 a 66 dias
apés o pico de LH, que pode ser
determinado  pela concentracdo  de
progesterona (Johnston et al., 2001; Kutzler
et a., 2003g; Eilts et al., 2005; Kim et a.,
2007; Johnson, 2008). Kutzler et al. (2003a)
e Kim et al. (2007) obtiveram resultados
similares ao determinarem que o Dia zero
foi aguele em que a concentragdo de
progesterona atingiu valores entre 1,5 ng/ml
e 2,2 ng/ml e esses autores conseguiram
90% de acerto na previsdo da data do parto
com variagdo de + 2 dias e 100% de acerto
com variacdo de + 3 dias, independente do
peso corporal e do tamanho da ninhada.

O uso das dosagens de progesterona pré-
ovulatérias para estimar a data do parto é
adequado para a pratica clinica, umavez que
pode ser aplicado a todas as gestacOes,
independente do peso corporal e do tamanho
da ninhada, e ndo requer fatores de correcdo
ou habilidades técnicas adicionais (Kutzler
et a., 2003a; Tsutsui et al., 2006).

ApGs a determinacdo da data do pico de LH,
a cesariana pode ser realizada apds 63 dias
do pico (Smith, 2007), mas se possivel a
cesariana eletiva deve ser agendada para o
Dia 65 apds o pico (Kim et a., 2007).



4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal
da Universidade Federa de Minas Gerais
(CETEA/UFMG) sob o protocolo n°
204/2006 (Anexo 1), estando de acordo com
0os principios éticos de experimentacdo
animal adotados pelo referido comité.

4.1 Animais

Neste estudo, foram utilizadas 10 cadelas
higidas da raca Retriever do Labrador, sete
pluriparas e trés nuliparas, com idade
variando entre 18 meses e seis anos, e peso
entre 27,8 e 37,6 kg. As cadelas
apresentaram histérico de ciclos
reprodutivos normais, baseados nos ciclos
estrais, gestactes e partos anteriores. Apenas
uma das cadelas pluriparas, com seis anos de
idade, ndo havia apresentado gestacdo no
ciclo anterior ap6s inseminagdo artificia
intra-vaginal profunda com sémen fresco.

Foram utilizados cinco cées doadores de
sémen da raca Retriever do Labrador, com
idade entre um e quatro anos, submetidos
previamente a avaliagbes androldgicas e
com histérico de cobertura com outras
fémeas e prenhez positiva. Todos os animais
(fémeas e machos) utilizados no presente
estudo pertencem a um canil comercial®,
onde recebiam a mesma dieta e estiveram
submetidos as mesmas condigdes ambientais
e de manejo adotado pelo canil.

Durante o acompanhamento do ciclo estral e
nos dias de inseminacdo artificia, as cadelas
foram mantidas em canis de alvenaria com 2
m x 3 m de areacobertae 2 m x 2 m de area
com exposicdo a0 sol. Os animais foram
distribuidos em grupos de duas ou trés
cadelas por canil. Desde os sete dias que
antecederam o parto até o desmame dos
filhotes, as cadelas foram mantidas
individualmente em canis similares aos

1 Canil Zuo's, Itabirito — MG, Brasil.

anteriormente descritos. Os machos foram
mantidos em canis de avenaria (com as
mesmas medidas de area) separados dos
canis das fémeas, e distribuidos
individualmente ou em dois cdes por baia,
dependendo do temperamento do animal.

Todos o0s animais receberam dieta
constituida de ragdo seca comercial® para
caes duas vezes ao dia e &gua ad libitum.

4.2 Determinag¢do do
inseminacao artificial

periodo de

O acompanhamento reprodutivo iniciou-se
a0 fina do anestro e inicio do proestro,
guando ent&o se iniciaram 0s procedimentos
deste trabaho. As fases de proestro e estro
foram determinadas por meio de evidéncias
clinicas e reprodutivas, bem como dos
exames de citologia vaginal e dosagens
séricas de progesterona. A fase fértil
(periodo ovulatério) foi estabelecida por
meio da citologia vagina e dosagem de
progesterona, possibilitando a inseminacéo
no periodo 6timo do cio (England e
Concannon, 2002).

O inicio da fase de proestro foi identificado
a patir de observagbes diarias de
comportamentos e parametros reprodutivos
como atracdo de machos, recusa a monta,
agressividade da fémea, edema e secrecéo
vulvar sanguinolenta, elevacdo da vulva e
lateralizacdo da cauda ao toque da regido
perineal. Todas as informagBes foram
registradas em formulario préprio (Anexo
3). Uma vez determinado o inicio do
proestro, foram mantidas as observactes
citadas anteriormente e foram redlizadas, a
cada 48 horas, citologia vagina e dosagem
de progesterona sérica, até o fina do periodo
de inseminacdo artificial.

As amostras de sangue para dosagem de
progesterona foram obtidas por puncdo da

2 Jolly Dog Premium Dog Food, Alimentos
Brasileiros Ltda, Braganca Paulista— SP, Brasil.
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veia cefdlica e colocadas em frasco sem anti-
coagulante, permanecendo a temperatura
ambiente por duas horas antes de serem
refrigeradas (Concannon, 2004; Volkmann,
2006) a 8°C até o momento do envio para o
laboratério. As dosagens desse horménio
foram redizadas pelo méodo de
guimioluminescéncia  no Laboratério
Hermes Pardini® (V olkmann, 2006).

As amostras de citologia vagina foram
coletadas na porcdo caudo-dorsal da vagina
com um swab Umido, com o auxilio de
espéculo vaginal, e encaminhadas ao
Laboratério de Histopatologia da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais, onde foram coradas pela
técnica de Harris-Shorr (Johnston et 4.,
2001; Feldman e Nelson, 2004). A leitura
das laminas foi realizada por microscopia
Optica, com contagem diferencial de células
parabasais, intermedidrias, superficiais,
eritrécitos, polimorfonucleares e bactérias.

O primeiro dia das inseminactes foi aquele
em que as cadelas estiveram receptivas ao
macho, apresentaram 80 % ou mais de
células superficiais na citologia vagina e a
dosagem de progesterona encontrava-se
entre 4 e 10 ng/ml, indicando periodo
ovulatério (Jeffcoate e Lindsay, 1989; Hase
et a., 2000; England e Concannon, 2002;
Pretzer et a., 2006).

43 Coleta de sémen
esper matica

e avaliacdo

Os cées doadores foram submetidos a
exames clinico e androlégico completos
incluindo avaliagdo macroscopica do sémen
(volume, odor e coloracdo) e microscopica
(motilidade total e progressiva, vigor
espermético, concentracdo e morfologia
espermdtica)  que foram  redlizados
previamente ao inicio do experimento.

3 Instituto Hermes Pardini — Divisio Veterindria,
Belo Horizonte, Minas Gerais.

A coleta de sémen foi redizada
imediatamente antes da |A por meio de
manipulagdo digita do pénis, segundo a
técnica descrita por Linde-Forsberg (1991).
A primeira e a segunda fracfes do ejaculado,
identificadas pela coloracdo, foram colhidas
em um saco de polietileno de 28,5 cm x 14
cm. O volume do gaculado foi medido por
meio de aspiracBo em seringa graduada.
I mediatamente apds a coleta do sémen, uma
amostra foi coletada para avaliagdo
microscopica e para determinacdo da
concentragdo espermética e avaliagdo da
morfologia.

Procedeu-se entdo a colocagdo de uma
aliquota de 10pL de sémen entre lamina e
laminula e a avaliagdo em microscopia
Optica da motilidade total e progressiva e do
vigor. A motilidade e o vigor foram
avaliados subjetivamente em uma escala de
zeeo a 100% e de zero a cinco,
respectivamente. A concentragéo
espermética foi determinada em cémara
hematimétrica (cAmara de Neubauer) e, a
morfologia espermética, avaliada pela
técnica da preparagdo Umida, com avaliagéo
em microscopio optico de contraste de fase
posteriormente  as inseminagfes. As
amostras de sémen dos cdes doadores que
foram utilizadas obedeceram aos seguintes
critérios. motilidade total maior ou igua a
70%, vigor maior ou igua a 3 (Santos e
Vannucchi, 1997; Gabaldi e Lopes, 1998;
Silvaet al, 2003; Kustritz, 2007).

4.4 Inseminacdo artificial intra-uterina
transcervical assistida por endoscopia

As cadelas foram submetidas & inseminagéo
artificial intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia trés vezes durante o estro,
com intervalos de 48 horas (Meyers-Wallen,
2007).

O volume inseminante foi fixado em, no
maximo, trés mililitros de modo a evitar a
ocorréncia de refluxo, sendo que a dose
inseminante (em milhbes de



espermatoziides viaveis) por inseminagdo
foi determinada posteriormente ao término
do procedimento de inseminaco.

Todos o0s procedimentos de |A foram
gravados em fita mini-DV de filmadora
digital que estava acoplada ao equipamento
endoscépico (especificado no item 4.5 do
Material e Métodos).

e Técnicadeinseminacao artificial

Para a inseminagdo, utilizou-se o0 sémen a
fresco, coletado conforme descrito no item
4.3. Logo ap6s a coleta, um volume maximo
de trés mililitros de sémen foi depositado no
interior do (tero através da cateterizagdo ndo

cirirgica da cérvix com vishilizagdo
endoscopica. No momento da inseminagao,
a cadela foi posicionada em estagdo sobre
uma mesa de superficie antiderrapante com
inclinacdo de aproximadamente 30°, de
modo que o posterior da cadela ficasse na
porcdo mais elevada da mesa (Fig. 4). A
cadela foi contida manualmente sobre a
mesa por auxiliares. O procedimento foi
realizado no Bloco Cirlrgico de Pegquenos
Animais do Hospital Veterindrio/UFMG,
uma vez gque o0 equipamento laparoscopico
utilizado encontrava-se nesse local. Esse
local consistiu em um ambiente tranquilo e
ndo houve necessidade de administracéo de
qualquer medicagdo pré-anestésica ou
anestesia.

Figura 4: Posici onamento da cadela da raca Retriever do Labrador em estagdo com contencdo manual por auxiliares,
sobre a mesa de superficie anti-derrapante inclinada em aproximadamente 30°, durante ainseminagao artificial intra-

uterina transcervical endoscopica.

Apls a limpeza externa da vulva com
compressa cirargica, o endoscopio foi
introduzido pela comissura dorsal da vulva
evitando-se a sensivel regido do clitdris,
localizada na porcdo ventral. O angulo de
introducdo do endoscépio considerou a
inclinagdo dorsal do vestibulo, de modo a
evitar o orificio uretral. A visibilizac8o das
pregas vaginais confirmou a posi¢do correta
do endoscopio, que foi introduzido sem
resisténcia, evidenciando a area paracervical
onde poderia haver reducdo do diametro do

limen vagina que dificultaria a passagem
do endoscépio. O tubérculo cervicad e o
orificio cervical externo foram visibilizados
e identificados, e procedeu-se entdo ao
direcionamento do endoscopio e a
introducdo do cateter pelo cana cervica
com deposi¢ao lenta do sémen, observando a
ocorréncia ou ndo de refluxo. Apbs a
introducdo do sémen, foi colocado 1,2 ml de
ar para preenchimento do [imen do cateter e
deposicBo do sémen remanescente no
mesmo. Apos a deposicdo do sémen e a
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remocdo do cateter e do endoscopio, a
regido posterior da caddla foi mantida
elevada por 15 minutos, para minimizar o
refluxo, e a regido perinea estimulada
manual mente.

Durante a execugdo da técnica de
inseminacéo artificia intra-uterina
transcervical, foram avaliadas as seguintes
particul aridades do procedimento:
dificuldade de cateterizacdo do Ostio
cervical, resisténcia a deposicdo do sémen,
ocorréncia de refluxo de sémen, tempo de
introducdo do cateter e duragdo total do
procedimento, que foram registradas em
formulério préprio (Anexo 4). Além disso,
foram observadas a presenca ou ndo de
secrecdo vaginal sanguinolenta, aspecto das
pregas vaginais (indice de crenulagdo), e
posicdo do ostio cervica (direcionado
ventramente  ou  ventro-lateralmente)
(Anexo 4) que foram avaliados pelas
imagens no monitor.

Nos casos em que a secrecdo vagina
sanguinolenta dificultou a visibilizagdo do
Ostio cervical, a secrecdo foi drenada através
de aspiragdo com seringa acoplada a um
cateter uretral de PVC introduzido no outro
canal de trabalho da camisa endoscopica.

o Dificuldade de cateterizacdo do
Ostio cervical

No que se refere a dificuldade de
transposicdo da cérvix (ou dificuldade de
cateterizacdo do 6stio cervical), determinou-
Se 0 seguinte escore;

0— Ausente;

1-— discreta: necessidade de manipulagéo
do tubérculo cervica com a
extremidade do endoscépio;

2 — moderada: necess dade de
manipulagdo do tubérculo cervical
com a extremidade do endoscopio e
do cateter;

3 - acentuada necessidade de
manipulagdo do tubérculo cervical
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com a extremidade do endoscopio e
do cateter adém de pressionar o
endoscépio para atingir uma maior
profundidade na vagina devido a
posicdo profunda do tubérculo
vaginal.

e Resisténcia a deposicio do sémen

No que serefere aresisténcia a deposicéo do
sémen durante a inseminacdo artificia
transcervical intra-uterina, determinou-se o
seguinte escore;

0— Ausente;

1- discretar presenca de resisténcia no
final da deposicdo intra-uterina do
sémen;

2 — moderada: necessidade de
reposicionamento do cateter, para
permitir a deposi¢do intra-uterina do
sémen sem resisténcia;

3— acentuada: necessidade de
reposicionamento do cateter, com
permanéncia de resisténcia a
deposicdo intra-uterina do sémen.

e Refluxo de sémen

A ocorréncia de refluxo semina foi
registrada pela imagem do sémen refluindo
através do ostio cervical ao redor do cateter
ainda durante a deposicdo intra-uterina do
sémen, segundo o escore;

0—Ausente

1—Presente

e Tempo de
procedimento

duracéo do

A duracdo total do procedimento foi
considerada desde a introducdo do
endoscépio pela vulva até a retirada do
mesmo aposalA.

O tempo de introducdo do cateter foi
considerado desde o inicio do procedimento
(a partir da introducdo do endoscépio na
vulva) até a introducdo do cateter no dstio
cervical.



e indice de crenulacio da mucosa
vaginal

A determinagdo do indice de crenulagéo
baseou-se no escore a seguir (Jeffcoate e
Lindsay, 1989; Brearley et a, 1991,
Johnston et al., 2001; England e Concannon,
2002; Feldman e Nelson, 2004):

0— Pregas  vaginais longitudinais
aumentadas de volume,
edemaciadas, com a superficie
arredondada e lisa, e de coloragéo
rosada ou rosa-esbranquicada

1- pregas vaginais  discretamente
murchas, sem a angulacdo das
bordas, de colorac&o rosada ou rosa-
esbranquicada

2— mucosa vagind enrugada com
angulagdo discreta das pregas
vaginais e coloragdo pdlida,
esbranquicada

3— mucosa vagina enrugada com
angulacdo evidente das pregas
vaginais, e formagdo de sulcos e
pregas secundérias (transversais),
com coloragdo pdlida, esbranquicada

4— pregas vaginais enrugadas com as
bordas acentuadamente anguladas e
irregulares, com coloragéo
esbranquicada

5— mucosa vagina adelgacada, com
pregas murchas de  bordas
arredondadas (menos anguladas) e
de coloragéo rosea

4.5 Equipamento

Foi utilizado o egquipamento laparoscépico
KARL STORZ* constituido por um monitor
de 14", uma camera Telecam Dx (Fig. 5B);
uma fonte de luz fria Xenon, um cabo de
fibra optica (35 mm e 180 cm de
comprimento), um cisto-uretroscopio rigido
KARL STORZ 30 cm de comprimento, 4
mm de didmetro e 30" (Fig. 5A), uma camisa
endoscopica com didmetro de 22 fr (Fig.

4 KARL-STORZ® GmbH& Co, Tuttligen, Germany.

5A); uma peca guia com cana para
instrumentos de até 10 fr. (Fig. 5A) e
cateteres ureterais de neoplex do tipo
“flush”® de 8 fr, além de filmadora digital®
pararegistro das imagens (Fig. 5B).

O endoscopio, a camisa endoscopica e a
peca guia com cana de trabaho foram
submetidos a esterilizagdo em autoclave de
ciclo rdpido’, a 135°C durante 14 minutos,
imediatamente antes de cada procedimento
de inseminacao.

Apbs o término de cada procedimento, o
endoscopio, a camisa endoscopica e a peca
guia foram lavadas e higienizadas com
escova de clorexidine e agua corrente, e
ent&o secadas com ar comprimido.

4.6 Diagn0stico de gestacéo

O diagndstico gestacional foi realizado entre
26 e 51 dias ap0s a data do pico de LH por
meio de palpacdo abdomina e confirmado
por exame  ultra-sonogréfico para
identificacdo das vesiculas embrion&rias e
avdiacdo da viabilidade dos conceptos,
utilizando aparelho de ultrasom Aloka®
SSD-500° e probe de 7,5 HZ’. As cadelas
permaneceram no canil' durante todo o
periodo de observacdo deste estudo sob as
mesmas condi¢Bes e cuidados e tiveram a
gestacdo acompanhada até o momento do
parto.

5 Referéncia: ACP2 08, CH 08 fr. Porgés SA.S®, Le
Plessis, France.

6 JVC® Digital Video Camera, Mini DV, Jap&o.

7 Statim 2000%, ScicCan, Canada.

8 Aloka Co; Ltd®. Tékio, Japo.

® Modelo: UST-55121-7,5. Aloka Co; Ltd®.
Tokio, Japao.
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daraca Retriever do Labrador.
4.7 Andlise estatistica

O deineamento para determinacdo de
distingdo entre os 3 momentos de
inseminagdo foi em Blocos ao Acaso, onde
cada animal recebeu todos os tratamentos
(1A).

As variaveis categéricas e as varidveis
guantitativas que ndo  mantinham
normalidade e homocedasticidades foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis para
comparagd das medianas dos referidos
tratamentos.

Os estudos de correlagbes foram
determinados pelas andlises de Correlagdo
de Spearman e Correlacdo de Pearson para
varidveis categbricas e  quantitativas,
respectivamente.

Estudos de dispersdo de frequéncia foram
avaliados por tabelas de contingéncia e a
andlise feita pelo Teste Exato de Fisher.

Todas as andlises foram feitas com o
software de uso livre SAEG Demonstrativo
9.1 (SAEG-d) (SAEG, 2007).

As andlises edatisticas consideraram
distincdo estatistica para valores de p = 0,05.

Figura 5: A- Endoscopio (End), pega guia (PG) e camisa mdoscépi ca (CE); B- cateter (Cat) e camera (Cam)
utilizados para a realizagdo da inseminagéo artificial intra-uterina transcervical endoscopica em dez cadelas

-« 2 B

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

O numero de cadelas utilizado no presente
estudo baseou-se na disponibilidade de
animais no referido canil e atendeu ao
delineamento estatistico. Vae destacar que a
longa duragdo do ciclo estra na espécie
canina dificulta significativamente a
realizacdo de estudos sobre a fertilidade
nessa espécie, fato que também é relatado
por Linde-Forsberg (2001) e Cardoso et al.
(2005).

Os resultados de prenhez e tamanho das
ninhadas das inseminagfes intra-uterinas
transcervicais endoscOpicas com sémen
fresco em dez cadelas da raga Retriever do
Labrador estdo dispostos na Tabela 1. A
cadela 4, com diagnodstico de prenhez
negativo, tinha seis anos de idade e histérico
de auséncia de prenhez apds inseminagdo
artificial intravaginal profunda com sémen
fresco no cio anterior e sem
acompanhamento com citologia vagina e
dosagem de progesterona. Esta ocorréncia
esta de acordo com o citado por Johnston et
a. (2001), Feldman e Nelson (2004) e
Thomassen et a. (2006), que afirmaram que
as cadelas com mais de seis anos podem
apresentar alteragcOes uterinas que resultam
em fertilidade reduzida.



O nimero médio de filhotes obtidos no
presente estudo foi de 50 + 2,6 filhotes
(Tab. 1).

Tabela 1: Resultados (média + desvio padréo) de prenhez e tamanho das ninhadas ap6s as inseminagdes
artificiais intra-uterinas transcervicais assistidas por endoscopia com sémen fresco em dez cadelas daraga

Retriever do Labrador.
Identificacioda Nomeda Identificacdo N°
cadela cadela do macho filhotes
1 Zeta A 6
2 Diana B 6
3 Alice A 10
4 Amarula B -
5 iris D 5
6 Gracie E 7
7 Olga A 4
8 Hanna C 3
9 Sofie A 3
10 Vida A 1
Média+ desvio - - 50+26
padrdo
5.1 Determinagdo do periodo de Lindsay, 1989). A mudanga para 0

inseminacao artificial

No presente estudo, observou-se edema e
secrecdo vulvar sanguinolenta durante uma
média de 9,4 + 3,3 dias e 10,3 = 4,9 dias,
respectivamente, a partir do inicio do
proestro. A eevacdo da vulva e a
lateralizacdo da cauda ao toque da regido
perineal foram inicialmente observadas em
média nos dias 55 + 30 e 66 + 32,
respectivamente, a partir do inicio do
proestro. Enquanto que a permanéncia das
cadelas em estagdo durante a monta e a
aceitacdo da mesma ocorreram em média
apo6s 8,7 £ 2,0 € 9,1 + 2,3 dias do inicio do
proestro, respectivamente.

As mudangas comportamentais constituem o
aspecto mais varidvel do ciclo estral, e
variacdo do comportamento reprodutivo
entre as cadelas se deve as mudangas
enddcrinas que controlam 0s aumentos nas
gonadotropinas, entre elas o LH, que estéo
diretamente associadas ao comportamento
da fémea durante o estro (Jeffcoate e

comportamento receptivo caracteristico do
estro, que normamente ocorre um dia apos
0 pico de LH, pode ocorrer desde trés dias
antes até cinco dias depois do pico de LH,
ou ainda pode ndo ocorrer apesar das
mudangas enddcrinas normais (Concannon,
2004). Algumas cadelas apresentam a
mudanca comportamental do proestro para o
estro lenta ou intermitente, como observado
na cadela 7, ao invés de uma mudanca
répida e evidente. Outras podem demonstrar
receptividade para alguns machos e para
outros ndo, ou ainda podem aceitar 0 macho
tardiamente, por volta de sete a oito dias
ap6s o0 pico de LH, e portanto muito tarde
para redizar a inseminacdo (Concannon,
2004).

Segundo a literatura, o pico de LH ocorre no
dia em que a concentracdo de progesterona
sérica encontrase em torno de 2 ng/ml
(Hase et al., 2000; Kutzler et al., 2003a; Kim
et al., 2007), portanto, no presente estudo, o
pico de LH ocorreu em média 7,4 £ 2,5 dias
apbs o inicio do proestro (Tab. 2).



O acompanhamento do cio das cadelas
estudadas demonstrou variagdo individual
nos parametros avaliados, principalmente
nagueles comportamentais. A cadela 7 ndo
permaneceu em estacdo durante o teste de
aceitacdo do macho no periodo ovulatorio,
ndo apresentando comportamento receptivo
a monta, enquanto a concentragdo sérica de
progesterona estava entre 2,66 ng/ml e 12,39
ng/ml (Fig. 9; Anexo 2), e O veio a

apresentar-se receptiva a monta quatro dias
apo6s o pico de LH, quando a progesterona
estava em 13,67 ng/ml, no décimo diado cio
(Fig. 9; Anexo 2).

Os resultados das dosagens de progesterona
realizadas nos dias de inseminagdo artificia
intracuterina  transcervical assistida  por
endoscopia das dez cadelas da raca Retriever
do Labrador estdo dispostos ha Tabela 3.

Tabela 2: Dia estimado de ocorréncia do pico de LH (média + desvio padréo), com base na dosagem de
progesterona, e em relagéo ao primeiro dia do proestro das dez cadelas da raca Retriever do Labrador
submetidas a inseminagdes artificiais intra-uterinas transcervicais assistidas por endoscopia com sémen

fresco.
Dosagem de
Identificag8o da cadela Diado pico de LH* progesterona (ng/ml)
1 7 2,74
2 5 >17:<4,7**
3 8 2,7
4 5 >0,8;<45**
5 10 1,7
6 10 2,2
7 6 2,6
8 5 2,2
9 12 43
10 6 32
Média+ desvio padréo 74+ 25 -

* Em diasapartir do inicio do proestro.

** Valores da progesterona no dia anterior e no dia seguinte ao suposto dia de ocorréncia do

picodeLH.

Tabela 3: Valores da progesterona sérica nos dias de inseminagdo artificial intra-uterina transcervical
assistida por endoscopia em dez cadelas da raga Retriever do Labrador.

Dosagem de progesterona (ng/ml)
Identificagdo da cadela 12IA 221A FI1A
1 5,50 15,12 27,74
2 14,83 18,71 36,23
3 4,37 14,13 28,03
4 6,40 15,14 37,51
5 10,72 16,15 20,94
6 4,01 15,12 35,17
7 25,09 35,60 34,28
8 9,67 28,27 41,07
9 8,93 14,51 19,68
10 9,76 17,91 48,00
Média + desvio padréo 9,90 + 6,262 19,10+ 7,14 8° 32,90+ 8,80°

Teste de Kruskal-Wallis.

® \édias sequidas por letras diferentes, namesmalinha, diferem estatisticamente (p = 0,05).
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As figuras 6, 7 e 8 indicam os dias das trés
inseminagdes artificiais em relacdo ao pico
de LH, acitologia vagina com 80% ou mais
de células superficiais e ao periodo de
aceitacdo da monta.

Em nove caddas (Fig. 6), a primera
inseminacgdo artificial foi realizada em média
2 + 1 dias ap6s o dia do pico de LH,
estimado com base na dosagem de
progesterona (Tab. 2), em concordancia com

0 recomendado por England e Concannon
(2002). Na primeira |A, como critério
estabelecido no item 4.2, as cadelas estavam
receptivas ao macho, apresentaram 80 % ou
mais de células superficiais na citologia
vagina (Fig. 6) e adosagem de progesterona
encontrava-se entre 4 e 10 ng/ml, indicando
periodo ovulatério (Jeffcoate e Lindsay,
1989; Hase et a., 2000; England e
Concannon, 2002; Pretzer et a., 2006).

Picode LH —p

80% de células superficiais na citologia vaginal

12 1A

Il

22 1A 321A

6 5 4 3 -2 -1 0 1

2 3 4 5 6 7 8 9

Aceitacdo da monta

Proestro |

Estro |

Dias antes e depois do pico de LH

Figura 6: Cronologia das inseminagdes artificiais em nove das dez cadelas da raga Retriever do Labrador submetidas
alA intra-uterina transcervical assistida por endoscopia, considerando o periodo de observag&o da citologia vaginal
com pelo menos 80% de células superficiais e 0 comportamento de aceitagdo da monta.

Ja a cadda 7 (Fig. 7) teve a primeira
inseminacdo no Dia 5 apdés a onda pré-
ovulatéria de LH, quando a dosagem de
progesterona indicou 25,09 ng/ml (Tab. 3),
pois a mesma demonstrou comportamento
receptivo tardiamente. Além disso, a
citologia vaginal apresentou 80% ou mais de
células superficiais apenas quatro dias apds
0 pico de LH, enguanto que as demais
cadelas comecaram a apresentar citologia
vagina de estro em média no dia do pico de
LH (Fig. 6). O comportamento receptivo

tardio da cadela 7 (nulipara) evidenciou a
variacdo que pode ser observada entre as
cadelas, com respeito a0 comportamento
(Jeffcoate e Lindsay, 1989; Concannon
2004), e esta em concordancia com o
descrito por Johnston et al. (2001), que
afirmaram que as cadelas nuliparas e em
fase de puberdade podem ndo apresentar
comportamento de estro ou apresentalo
tardiamente, quando comparadas com
cadelas maduras sexual mente.



Pico de LH —p

80% de células superficiais na
citologia vaginal

121A - P4: 221A - P4:

25,09 ng/ml 35,6 ng/ml 34,28 ng/ml

| 1]

32 A - P4:

6 5 4 3 -2 -1 0 1

2 3 4 5 6 7 8 9

Aceitacdo da monta

Proestro

Estro

Dias antes e depois do pico de LH

Figura 7: Cronologia das inseminacdes artificiais da cadela 7 da raca Retriever do Labrador submetida & 1A intra-
uterina transcervical assistida por endoscopia, considerando o periodo de observacao da citologia vaginal com pelo
menos 80% de células superficiais, a dosagem de progesterona e o comportamento de aceitagdo da monta.

A cadela 4 (Fig. 8) também apresentou
citologia com caracteristicas de estro apenas
guatro dias depois do pico de LH. No
entanto, cadela evidenciou tanto
comportamento receptivo guanto
concentragdo de progesterona sérica (4,56
ng/ml) indicativos de periodo ovulatério, um

dia ap6s o pico de LH, sendo que a primeira
inseminagdo artificial foi realizada dois dias
ap6s 0 mesmo (Fig. 8). Essa variagdo nos
parémetros reprodutivos na fémea canina foi
descrita também por outros autores
(Concannon et al., 1989; Johnston et a.,
2001; Feldman e Nelson, 2004).

80% de células superficiais na citologia
vaginal
121A - P4:

231A - P4: 321A - P4:

Pico de LH —9 6,4 ng/ml 15,14 ng/ml 37,51 ng/ml
L 1 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 1 1 ! 1 1 -
r 1
6 5 -4 3 -2 -1 0 1 3 4 5 6 7 8 9
Aceitacdo da monta
Proestro | Estro |

Dias antes e depois do pico de LH

Figura 8: Cronologia das inseminagdes artificiais da cadela 4 da raca Retriever do Labrador submetida a IA intra-
uterina transcervical assistida por endoscopia, considerando o periodo de observaggo da citologia vaginal com pelo
menos 80% de células superficiais, a dosagem de progesterona e o comportamento de aceitacdo da monta.

Durante os dias de inseminagéo artificia, a
média da concentracdo de progesterona
sérica foi de 9,90 £ 6,27 ng/ml na primeira,
19,10 + 7,14 ng/ml na segunda e 32,9 + 8,8
ng/ml na terceira inseminagdo. N&o houve
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diferenca significativa nas médias da
concentracdo de progesterona entre a
primeira e a segunda e entre a segunda e a
terceira inseminagdes (Teste de Kruskal-
Wallis) (Tab. 3) No entanto, observou-se



diferenca significativa entre as dosagens
médias de progesterona entre a primeira e a
terceira inseminagBes (Teste de Kruskal-
Wallis, p = 0,0001).

O aumento da concentragcdo de progesterona
sérica no decorrer do proestro e do estro
variou entre as cadelas (Fig. 9),
provavelmente  devido a variagles
individuais quanto a producdo de
progesterona pelos foliculos pré-ovulatorios
em processo de luteinizagdo, e ao nimero de
foliculos pré-ovulatérios, entre outros
fatores (Concannon et al., 1989; Feldman e
Nelson, 2004). Desse modo, as

inseminagcbes nas dez cadelas foram
redizadas em dias diferentes do ciclo,
considerando o primeiro dia de proestro e
conforme a evolugdo do ciclo estral, da
seguinte forma: as cadelas 1, 2 e 3 foram
inseminadas nos Dias 9, 11 e 13 ap6s o
inicio do proestro. As cadelas 4 e 10 foram
inseminadas nos Dias 7, 9 e 11. As fémeas 5
e 7 foram inseminadas nos Dias 11, 13 e 15;
acadela6, nosDias 12, 14 e 16 apds o inicio
do proestro. Na fémea 8, as |A’s ocorreram
nos Dias 8, 10 e 12; e, na cadela 9, nos Dias
13, 15 e 17 ap6s a deteccdo do proestro (Fig.
9).
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Figura 9: Valores da concentracdo de progesterona sérica durante o acompanhamento do proestro e nos dias das

inseminagdes artificiais intra-uterinas transcervicais endoscopicas (setas) das dez cadelas da raga Retriever do
Labrador.



Entre as dez cadelas estudadas e ao longo
dos dias de observacOes e coletas de sangue,
observou-se  que houve  diferenca
significativa nas  concentracbes  de
progesterona na primeira IA (Fig. 10; Tab.
3) (Correlacdo de Pearson, r = 0,77, p =
0,009). Do mesmo modo, constatou-se
diferenca significativa na concentracdo de
progesterona nasegundalA (Fig. 11; Tab. 3)
(Correlacdo de Pearson, r = 0,80, p = 0,006).
No entanto, as concentragbes de
progesterona dos dias da terceira
inseminacdo foram semelhantes entre as
cadelas estudadas (Fig. 12; Tab. 3)
(Corrélacdo de Pearson, r = 0,31, p = 0,39),

demonstrando que a producdo de
progesterona pelos corpos |(teos atinge um
patamar ou aumenta lentamente no final do
estro e durante o diestro (Johnston et a.,
2001; Feldman e Nelson, 2004). Dessa
forma, a figura 13 mostra que houve
correlagdo  edtatisticamente  significativa
entre os vaores de progesterona e a
progressdo dos dias em que as inseminacoes
foram realizadas, com excecdo da terceira
inseminacdo que, mesmo redizada em dias
diferentes nas cadelas estudadas, revelou
valores estatisticamente semelhantes de
progesterona sérica (Fig. 13) (Correlagdo de
Pearson, r = 0,79, p = 0,001).
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Figura 10: Distribuig@o da progesterona no dia da primeirainseminagdo das
dez cadelas da raca Retriever do Labrador submetidas a inseminago
artificial intra-uterina transcervical assistida por endoscopia com sémen
fresco. (Teste de Correlacéo de Pearson, p = 0,05).
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Figura 11: Distribuigéo da progesterona no dia da segunda inseminagéo das
dez cadelas da raca Retriever do Labrador submetidas a inseminago
artificia intra-uterina transcervical assistida por endoscopia com sémen
fresco. (Teste de Correlacdo de Pearson, p = 0,05).
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Figura 12: Distribuic&o da progesterona no dia da terceira inseminag&o das
dez cadelas da raca Retriever do Labrador submetidas a inseminag&o
artificia intra-uterina transcervical assistida por endoscopia com sémen
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Figura 13: Distribui¢do da progesterona das trés inseminagfes das dez
cadelas da raga Retriever do Labrador submetidas a inseminagéo artificial
intra-uterina transcervical assistida por endoscopia com sémen fresco.
(Teste de Correlagéo de Pearson, p = 0,05).

Os resultados da citologia vagina coletada
durante os dias de inseminagdo artificia
intracuterina  transcervical  assistida  por
endoscopia em dez cadelas da raga Retriever
do Labrador estdo dispostos na Tabela 4.
Durante os dias de inseminagdo artificia, a
média de células superficiais na lamina de
citologia vaginal foi de 80 + 189 na
contagem de 100 células por |amina, sendo
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+

essa meédia de 78,9 24,8 céulas
superficiais na primeira, 84,3 £+ 7,25 na
segunda e 769 = 21,2 na terceira
inseminac&o, indicando que as inseminagtes
foram realizadas nafase de estro (Feldman e
Nelson, 2004). N& houve diferenca
significativa no ndmero de cédulas
superficiais entre as trés inseminacdes (Teste
de Kruskal-Wallis, p = 0,98) (Tab. 5).



Tabela 4: Resultados da citologia vaginal (média + desvio padr&o) nos dias de inseminagdo artificial intra-
uterina transcervical assistida por endoscopia em dez cadelas daraga Retriever do Labrador.

Identificacdo 121A 221A FIA
dacadela Células Células Céulas
Parab. Interm. Superf. | Parab. Interm. Superf. | Parab. Interm. Superf.
1 0 10 0 0 15 85 0 70 30
2 0 15 85 0 30 70 5 25 70
3 0 7 93 0 5 95 0 6 94
4 0 90 10 0 17 83 0 5 95
5 0 6 94 0 5 95 0 15 85
6 0 20 80 0 20 80 0 10 90
7 0 20 80 0 15 85 0 50 50
8 0 15 85 0 20 80 0 20 80
9 0 20 80 0 15 85 0 10 90
10 0 8 92 0 15 85 0 15 85
Média+ 0 211+ 789+ 0 157+ 843+ | 05+ 226+ 769+
desvio 24,8 24,8 7,3 7,3 1,6 21,2 21,3
padréo

Tabela 5: Valores médios da citologia vaginal nos dias de inseminagdo artificial intra-uterinatranscervical
assistida por endoscopia em dez cadelas da raga Retriever do Labrador.

Céulas
1A Parabasais Intermedidrias Superficiais Total
1 0 21,1° 78,9° 100
2 0 15,72 84,3"° 100
3 5 22,62 76,9° 100

Teste de Kruskal-Wallis.

® Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem

estatisticamente (p=0,05).

Com base no escore do indice de crenulacéo
anteriormente citado (Jeffcoate e Lindsay,
1989; Brearley et a., 1991; Johnston et al.,
2001; England e Concannon, 2002; Feldman
e Nelson, 2004), observou-se uma média de
dois, trés e quatro na primeira, segunda e
terceira inseminagbes,  respectivamente,
havendo diferenca significativa no indice de
crenulacdo entre a primeira e a terceira
inseminacOes (Teste de Kruskal-Wallis, p =
0,0006) (Tab. 6). As mudancas no aspecto
da mucosa vaginal no decorrer do ciclo
estral podem ser atribuidas as alteractes do
epitélio vaginal e na capacidade da mucosa
em reter fluido, que s@o controladas pelo
estrégeno (Jeffcoate e Lindsay, 1989). No
entanto, nd0 houve correlacdo significativa

(Correlagéo de Spearman) entre o indice de
crenulacdo e a concentragdo de progesterona
naprimeira (p = 0,52), na segunda (p = 0,58)
e na tercera (p = 0,95) inseminacdes,
demonstrando independéncia entre indice de
crenulacdo e progesterona. Ta resultado
corroborou com o relatado na literatura, que
afirma que o aumento do indice de
crenulagdo da mucosa vaginal,
correspondente a0 enrugamento das pregas
da mucosa vaginal anteriormente tdrgidas,
ocorre por influéncia do declinio da relagéo
estrégeno:progesterona, € ndo em funcgéo
exclusvamente da concentracdo de
progesterona (Jeffcoate e Lindsay, 1989;
Feldman e Nelson, 2004).
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Tabela 6: Valores médios do indice de crenulagdo da mucosa vagina e da progesterona nos dias de
inseminacdo artificial intra-uterina transcervical assistida por endoscopia em cadelas da raca Retriever do

Labrador (mediana + desvio padrao).
1A indicede  Progesteronasérica  Total
crenulagéo (ng/ml)

1 2+0,72 99+6,26° 10
2 3+062° 19,1+ 7,14°¢ 10
3 4+09° 329+88"° 10

Mediana+ 3x1 20,6+ 120 30

desvio padréo

Escore do indice de crenulagdo: (0) pregas aumentadas de volume,
arredondadas e roseas; (1) pregas vaginais discretamente murchas, sem
angulagdo, rdseas; (2) pregas vaginais discretamente anguladas, pdidas; (3)
pregas vaginais enrugadas, com pregas secundarias, pdidas; (4) pregas
vaginais engugadas, com angulagdo acentuada e bordas irregulares, pdidas; (5)
mucosa vaginal fina, pregas murchas e arredondadas, résea. Teste de Kruskal-

Wallis.
ab

estatisticamente (p = 0,05).

cd

estatisticamente (p = 0,05).

5.2 Particularidades da técnica de
inseminacdo  artificial intra-uterina
transcervical assistida por endoscopia

A técnica de inseminacdo artificia intra
uterina  transcervica assistida  por
endoscopia se mostrou viavel para ser
utilizada na reproducdo de cadelas da raca
Retriever do Labrador.

Como uma adaptacdo da técnica
recomendada por Wilson (2003), as cadelas
foram colocadas em estacdo em uma mesa
com superficie antiderrapante inclinada em
aproximadamente 30°, de modo que o
posterior da cadela ficasse mais elevado em
relacdo aos membros anteriores e a cabeca
(Fig. 4), com a finalidade de incrementar o
transporte do sémen para as porgdes mais
craniais dos cornos uterinos durante a
deposicdo seminal.

e Cateter para deposicdo seminal
intra-uterina

Concannon (2004) relatou o uso de cateteres
rigidos, urindrios semi-rigidos, angio-
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Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem

Médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem

cateteres com baldo inflavel na extremidade;
e Wilson (2003) e Fontbonne (2006)
recomendaram 0 uso de cateteres urinérios
flexiveis para a inseminacdo artificia intra-
uterina transcervical endoscopica.  No
entanto, no presente trabaho o uso de
cateteres urinarios de policloreto de vinila
(PvC) dificultou e ndo permitiu a
cateterizacdo do o6stio cervical por serem
excessivamente flexivels. Por isso, optou-se
pela utilizacgo de cateteres ureterais do tipo
“flush”® de neoplex com orificio terminal,
gue sdo utilizados em medicina humana para
realizacdo de ureteropiel ografia retrograda.

O cateter ureteral do tipo “flush”* apresentou
as seguintes caracteristicas:

1. Rigidez e flexibilidade adequadas,
gue permitiram sua manipulacdo e
direcionamento da sua extremidade
concomitante a manipulagdo do
endoscépio para introducdo do
cateter no Ostio cervical e seu
avanco pelo cana cervical;

2. O caeter utilizado apresentou
comprimento suficiente (74 cm)
para a |A transcervical intra-uterina



na cadela, uma vez que essa espécie
apresenta  vagina com  longa
extensao;

3. Por outro lado, o cateter, de
coloracéo azul (Fig. 5),
impossibilitou a visibilizacdo da
passagem do sémen pelo seu lUmen
durante ainseminacéo;

4, O cateter apresentou graduagdo
externa em centimetros,
possibilitando registrar o seu avanco
aém do ostio cervicll e a
extremidade do mesmo foi
posicionada em 5 cm aém do dstio.
Essa profundidade foi mantida para
gue a deposi¢cdo do sémen ocorresse
no interior do corpo do Utero e o
volume inseminante pudesse ser
impulsionado para ambos 0s cornos
uterinos, além de se tentar evitar o
refluxo seminal.

O didmetro do cateter utilizado (8 fr),
recomendado por Wilson (2003), foi
adequado para todas as inseminacfes, com
excecdo de uma. Naterceira inseminagéo da
cadela 1, ndo foi possivel introduzir o cateter
de 8 fr e, entéo, foi utilizado um cateter de 6
fr. Evidenciou-se dificuldade e resisténcia na
sua passagem pelo Ostio e cana cervical,
com introducdo do cateter até 3 cm de
profundidade. Supde-se que, no momento da
terceira inseminagdo, a cévix ja estava
parcialmente fechada, impossibilitando a
introducdo do cateter de 8 fr, pois, na
primeira e na segunda inseminacfes dessa
mesma cadela, esse cateter foi introduzido
no canal cervical com facilidade. No dia da
terceira IA da cadela 1, citologia vaginal
apresentou 70% de células intermediérias e
30% de cdulas superficiais (Tab. 4) e
progesterona sérica de 27,74 ng/ml (Tab. 3),
indicando que a cadelaja estava em diestro e
por isso a cérvix poderia estar parciamente
fechada. As demais cadelas desse estudo
apresentaram concentragdes semelhantes de
progesterona no dia da terceira IA (Tab. 3)
€, no entanto, ndo apresentaram dificuldades
para a cateterizacdo cervical. Por outro lado,

tais fémeas ainda apresentavam citologia
caracteristica de estro por ocasido daterceira
IA.

Nenhuma complicagdo, como lesOes
trauméticas na vagina ou ha Cérvix ou
endometrites, foi observada nas cadelas
deste estudo ap6s a inseminagdo intra-
uterina  transcervica assistida  por
endoscopia.

e Dificuldade de cateterizacdo do
Ostio cervical

No presente estudo, foi possivel cateterizar o
Ostio cervial em todas as cadelas. Wilson
(1993) citou que ndo foi possivel cateterizar
todas as cadelas estudadas, particularmente
aguelas com a vagina longa e com a cérvix
aém do acance do equipamento, ao
contrério dos resultados ora apresentados.

A prega mediana dorsal da vagina constituiu
um ponto de referéncia importante para a
localizagdo e a identificacdo do tubérculo
cervical. A dificuldade de cateterizagdo do
canal cervical, observada em alguns animais,
se deu em principio devido a localizagéo
profunda do tubérculo cervical, de modo que
0 comprimento do endoscopio foi quase que
insuficiente para alcancar o éstio cervical.
Outro fator que dificultou a introducdo do
cateter foi a mobilidade acentuada do
tubérculo cervical em alguns animais, sendo
necessaria a manipulagdo concomitante do
endoscopio e do cateter permitindo
direcionar o0 caeter ao 6stio, como
recomendado por Wilson (2003).

A maior dificuldade de cateterizagdo do
Ostio cervical ocorreu durante a terceira
inseminagdo da cadela 1, sendo necessarios
90 minutos para transposicdo da cérvix,
provavelmente devido ao fechamento parcia
do cana cervica, como descrito
anteriormente.

Em 20 % (6 de 30) das inseminactes
artificiais intra-uterinas  transcervicais
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assistidas por endoscopia observou-se algum
grau de dificuldade de cateterizagéo do Ostio
cervical, considerando-se 0  escore
anteriormente citado. O grau de dificuldade

na introdugdo do cateter no Ostio cervical foi
estati sticamente semel hante entre a primeira,
a segunda e a terceira inseminagdes (Teste
de Kruskal-Wallis, p = 0,98) (Fig. 14).

Dificuldade de caterizagdo do 4stio cervical

o N A O ©

A1l

Inseminacé&o artificial

u Ausente
O Discreta
m Moderada
m Acentuada

1A 3

Figura 14: Distribuicgo da freqliéncia de observagéo dos diferentes graus de
dificuldade de cateterizacdo do Ostio cervica para a redizacdo de
inseminagdo intra-uterina transcervical assistida por endoscopia em dez

cadelas daraga Retriever do Labrador.

A cateterizagdo do Ostio cervical pode ser
dificultada pela posicdo do endoscopio, que
deve estar diretamente em frente ao Ostio,
devendo-se alinhar o tubérculo em frente ao
endoscopio, de modo a posicionar o 6stio
para permitir a introducdo do cateter. Deve-
se ter em mente que o canal cervica é
direcionado  crénio-dorsalmente e a
angulacdo da vagina da cadela é variavel.
Isso pode resultar em angulos retos entre o
Ostio cervical e 0 assoaho vaginal, tornando
a cateterizacdo dificil, sendo necessario
manipular o endoscopio de modo que a sua
extremidade “eleve’ o tubérculo vaginal e
permita a introdu¢do do cateter (Wilson,
2003).

Em estudo realizado por Wilson (1993) com
v&rias cadelas, 0 exame endoscépico
mostrou variagdo na posicdo do oOstio
cervical no decorrer do estro provavelmente
devido a reducdo do volume das pregas da
mucosa vaginal. Essa variagdo
possivelmente determina maior facilidade na
cateterizacdo de algumas cadelas. Apesar de
ndo ser edatisticamente significativa, ta
variagdo foi observada no presente estudo,
uma vez que as cadelas submetidas a
inseminagao artificial apresentaram
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diferentes imagens vaginoscOpicas e graus
de dificuldade variados a introdugdo do
cateter no Ostio cervical. Algumas cadelas
estudadas apresentaram o0 Ostio cervica
direcionado ventralmente e, em outras, 0
oOstio estava direcionado ventro-lateralmente,
variagdo esta também apontada por Wilson
(2003).

Outro fator que dificultou a cateterizagdo do
Ostio cervical foi a presenca de secrecdo
vaginal sanguinolenta observada na maioria
das cadelas, prejudicando a visibilizacdo do
Ostio cervical. A aspiragdo da secrecdo
vaginal sanguinolentafoi necessaria em 20%
(6 de 30) das inseminagbes artificiais
realizadas, apenas quando a presenca de
secrecdo impossibilitou a visibilizacdo do
Ostio cervical, e foi realizada com sucesso
através de um cateter uretra de PVC
introduzido no outro cana de trabalho da
camisa endoscopica. A aspiragdo da
secregdo foi recomendada por Wilson
(2003).

De acordo com o teste utilizado (Correlagéo
de Spearman), ndo houve correlagdo
significativa entre a dificuldade de
cateterizacBo do Ostio cervicall e a



concentragcdo de progesterona na primeira (p
=0,51), segunda (p = 0,67) e naterceira(p =
0,13) inseminagdes artificiais. 1sso indica
gue a evolugcdo do estro e 0 momento de
cateterizac8o do cana cervical em relacéo
a0 periodo fértil (estimado pela dosagem de
progesterona) ndo influenciaram  na
dificuldade de introducéo do cateter no cand
cervical, pois sdo variaveis independentes.

e Resisténcia a deposicdo do sémen

Em 30 inseminacBes intra-uterinas
redlizadas, observou-se resisténcia a
deposicdo do sémen em 23,3 % (7 de 30)
dos procedimentos (Tab. 7; Fig. 15). N&o
houve diferenca significativa entre a
primeira, a segunda e a terceira
inseminagbes quanto a freqiéncia de
observacdo da resisténcia durante a
introducdo de sémen (Teste de Kruskal-
Wallis, p = 0,51).

Tabela 7: Ocorréncia de resisténcia a deposicao
do sémen na primeira, segunda e terceira
inseminacoes artificiais intra-uterinas
transcervicais assistidas por endoscopia em dez
cadelas daraga Retriever do Labrador.

Resisténcia a deposicéo
do sémen
1A Ausente Presente  Tota
1 9 1 10°
2 8 2 102
3 6 4 102
Total 23 7 30
Teste Exato de Fisher.

& Valores seguidos por letras iguais, na mesma
coluna, ndo diferem estatisticamente entre as
IA’s (p=0,05).

Na cadela 1, evidenciou-se a acentuada
dificuldade de transposicdo da cérvix na
terceira IA e, concomitantemente, houve
resisténcia discreta a introdugdo do sémen,
de acordo com o escore previamente citado
no item 4.4, ao contrario das duas primeiras
inseminagbes que ndo apresentaram essa
dificuldade. A resisténcia durante a
deposicéo do sémen foi também observada

na terceira 1A da cadela 8, dia em que a
progesterona estava em 41,07 ng/ml (Tab.
3), supondo-se estar em diestro. Nas cadelas
7 e 9, foi observada resisténcia discreta a
introducdo do sémen, principamente no
finah da deposico, em todos os
procedimentos de |A. As cadelas 8, 7 e 9
eram nuliparas, e possivelmente
apresentaram menor capacidade de distensdo
uterina durante a deposicdo seminal.
Segundo Blendinger (2007b), pode haver
resisténcia durante a introducdo do sémen
caso a extremidade do cateter estegja em
contato com a mucosa endometrial.

Resisténciaaintrodugdo do sémen

8 m Ausente

6 o Discreta

4 ® Moderada
2 m Acentuada
0

1Al 1A 2 1A 3

Inseminacgao artificial

Figura 15: Distribuicdo da frequéncia de observagéo
da resisténcia a introdugdo do sémen durante a
realizacdo de inseminagdo intra-uterina transcervical
assistida por endoscopia em dez cadelas da raca
Retriever do Labrador.

e Refluxo de sémen

O refluxo de sémen observado durante a sua
deposicéo intra-uterina pdde ser visualizado
através da imagem no monitor formada pelo
conjunto endoscopio-camera. Foi observada
a ocorréncia de refluxo de sémen em 66,7 %
(20 de 30) das inseminacOes artificiais intra-
uterinas  transcervicais assistidas  por
endoscopia realizadas (Tab. 8).

N&o foi observada diferenca significativa
entre as inseminagdes 1, 2 e 3 quanto a
ocorréncia de refluxo (Teste Exato de
Fisher, p = 1) (Tab. 8). Com relagdo ao
volume de sémen utilizado nas
inseminagbes, foram estabelecidas duas
categorias. volumes inseminantes de até 2,4
ml de sémen e volumes inseminantes entre
25 e 3,0 ml (Tab. 9). Do total de 30 I1A’S,
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em dez inseminagbes em que foram
depositados até 2,4 ml de sémen, observou-
se adgum grau de refluxo em 60 % dos
procedimentos. Enquanto que, de vinte
inseminacBes com volume entre 2,5 e 3,0
ml, 70 % apresentaram refluxo. No entanto,
essa diferenca entre as categorias de
volumes inseminantes nao foi
estatisticamente significativa (Teste Exato
de Fisher, p = 0,69) (Tab. 9). Nas cadelas 1,
3, 6 e 10, ndo foi observado refluxo com a
deposicéo de até 3 ml de sémen em uma das
trés inseminacBes. Por outro lado, na cadela
2, observou-se refluxo mesmo quando o
volume inseminante foi de 1 ml (Tab. 10).

Tabela 8: Ocorréncia de refluxo de sémen na
primeira, segunda e terceira inseminagOes
artificiais intra-uterinas transcervicais assistidas
por endoscopia em dez cadelas da raga Retriever
do Labrador.

Refluxo seminal

1A Ausente Presente  Totd
1 3 7 10°
2 4 6 10%
3 3 7 10%
Tota 10 20 30
Teste Exato de Fisher.

& Médias seguidas por letras iguais, na mesma
coluna, ndo diferem estatisticamente (p = 0,05).

Tabela 9: Ocorréncia de refluxo de sémen
durante 30 inseminagBes artificiais intra-uterinas
transcervicais assistidas por endoscopia com
volumes variados de sémen em dez cadelas da
raca Retriever do Labrador.

Refluxo seminal

Volume Ausente Presente  Totd
de sémen
la24ml 4 6 10°
2,5a3 6 14 20%
mi
Tota 10 20 30
Teste exato de Fisher.

& Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna,
ndo diferem estatisticamente (p = 0,05).

As cadelas 4 e 9 apresentaram refluxo
seminal nas trés inseminagdes, e as demais
cadelas apresentaram refluxo em pelo menos
uma das inseminagbes (Tab. 10). Como
houve posicionamento do cateter 5 cm além
do ostio cervical em todas as cadelas, com
excegdo da cadela 1, a ocorréncia de refluxo
pode ser devido a variagOes individuais na
distensdo do Utero durante da introdugéo do
sémen no ldmen uterino. No entanto,
observou-se nas cadelas 1, 2, 3, 6 e 10
auséncia ou presenca de refluxo em
diferentes inseminacfes, mesmo quando foi
depositado 0 mesmo volume inseminante
(Tab. 10).

Tabela 10: Volume de sémen e freguéncia de refluxo observados na inseminacdo artificial intra-uterina
transcervical assistida por endoscopia em dez cadelas daraca Retriever do Labrador.

Identificacdo da 121A 221A 31A
cadela Volume Refluxo
de sémen (Ooul) Volume de Refluxo  Volumede  Refluxo
(ml) sémen (ml) (Ooul) sémen(ml) (Ooul)
1 3 1 3 0 3 1
2 1 1 1 0 3 1
3 3 0 3 1 3 0
4 3 1 3 1 3 1
5 1,2 0 2 1 1,9 1
6 3 1 3 0 2,8 0
7 2 1 15 0 3 1
8 3 1 2,2 1 2 0
9 3 1 2,4 1 3 1
10 3 0 3 1 3 1
Média/ mediana 2,52+ 1+09° 241+078 1+09° 277+042 1+08°
* desvio padrdo 082

Escore do refluxo seminal: (0) ausente; (1) presente.

%\ édias seguidas por letras iguais, nas linhas, ndo diferem estatisticamente (p = 0,05).

52



O volume inseminante variou de acordo
com o volume da segunda fragdo
espermética obtido na coleta de sémen,
sendo que o volume méaximo introduzido
durante a inseminacdo foi de 3 ml, na
tentativa de evitar o refluxo de sémen
(Wilson, 2003). No presente estudo, mesmo
volumes inseminantes menores que dois
mililitros de sémen resultaram em algum
grau de refluxo (cadelas 2 e 5) (Tab. 10).

Segundo Wilson (2003), pode ocorrer
refluxo de sémen caso a extremidade do
cateter ainda estgja no canal cervical e ndo
no interior do corpo do Utero, devendo-se
reposicionar o cateter de modo que sua
extremidade figue na porcdo crania do
corpo do Utero ou em um dos cornos.

e Tempo de
procedimento

duracdo do

A duragdo total do procedimento, desde a
introducdo do endoscopio pela vulva até a
deposicdo do sémen e retirada do
endoscopio, foi em média de 14 + 18
minutos, e variou entre quatro e 100
minutos. Os valores das médias da duragdo
das trés inseminacdes foram 11,5 + 4,5
minutos para a primeira, 10 £ 8 minutos
para a segunda e, 19 + 29 minutos para a
terceira (Fig. 16). Apesar de ndo haver
diferenca significativa na duragdo do
procedimento entre as trés inseminacles
(Teste de Kruskal-Wallis, p = 0,32), a
variagdo entre as cadelas ocorreu em
decorréncia do tempo de introducdo do
cateter no Ostio cervical e o tempo gasto
paa coleta do sémen e avadiagdo
espermética imediata.  E  importante
sdientar que a coleta do sémen sO foi
iniciada apds a introducdo do cateter no
canal cervical para minimizar o tempo de
permanéncia do sémen fora do trato genital
das cadelas. O tempo decorrido durante a
coleta do sémen variou de acordo com o
céo doador utilizado, com 0
condicionamento do reprodutor a coleta,

com a inquietacdo do animal no ambiente
da coleta, entre outros fatores.

O tempo de introducdo do cateter (desde o
inicio do procedimento até a cateterizacdo
do canal cervical) variou entre 30 segundos
e 90 minutos, com média de 6,5 + 16,5
minutos para as trés inseminagbes. A
introducdo do cateter foi redlizada em
média 4,2 + 3,3 minutos, 2,9 + 4,3 minutos
e 12,4 + 28 minutos apds o inicio do
procedimento na primeira, segunda e
terceira inseminagéo artificial,
respectivamente (Fig. 16).

Apesar de ndo haver diferenca significativa
no tempo de introducdo do cateter entre as
trés inseminactes (Teste de Kruskal-Wallis,
p = 0,35), esse tempo variou entre as
cadelas em decorréncia da dificuldade na
introducdo do cateter devido a fatores
como: profundidade e mobilidade do
tubérculo cervical, grau de abertura do
canal cervical e presenca de secrecdo
vaginad sanguinolenta prejudicando a
visibilizagéo do éstio cervical.

A terceira inseminagdo da cadela 1
apresentou tempo de 90 minutos para a
introducdo do cateter no Ostio cervical,
provavelmente devido ao fechamento
parcia da cérvix. As demais cadelas
apresentaram tempo maximo de 22 minutos
para introducéo do cateter. Ressalta-se que
66,7% das cateterizactes (20 de 30) foram
realizadas em até trés minutos.

A ditude da cadela durante a inseminacéo
pode influenciar o tempo de execucdo do
procedimento. Comportamentos de
inquietacdo e medo foram observados nas
cadelas 6 e 8, respectivamente. A cadela 6
demonstrou inquietacdo por meio de
tentativas de descer da mesa cirlrgica
inclinada, influenciando no tempo de
cateterizacdo do 6stio cervical na primeira
inseminacdo. A cadela 8 demonstrou sinais
de medo e permaneceu em decubito esternal
com a cabeca baixa sobre a mesa inclinada



a0 invés de manter-se em estagdo nas trés
inseminagbes. No presente estudo, a
contencdo adequada das cadelas por
auxiliares minimizou a influéncia de
comportamentos indesgjaveis no tempo de
execucdo dos procedimentos. Segundo
Concannon (2004), o tempo necessario para
reaizacdo da IA intra-uterina varia muito
entre as cadelas, podendo ser de cinco a 35
minutos. Entretanto, se a fémea for
inquieta, como observado no presente
estudo durante a primeira inseminacdo da
cadela 6, ou se o cateter ou 0 endoscopio
ndo puder ser manipulado adequadamente,
0 procedimento pode ser mais demorado.

Duracédo do procedimento de
inseminacao artificial
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Figura 16: Tempo médio, em minutos, para
introducdo do cateter no Ostio cervica e tempo
médio de duracdo da inseminagdo intra-uterina
transcervical assistida por endoscopia em dez
cadelas daraga Retriever do Labrador.

Todas as dificuldades encontradas durante a
execucdo da técnica de inseminagdo
artificial intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia foram contornadas e
superadas com a manipulagdo e a utilizagdo
otimizada do eguipamento e do cateter,
devido ao intenso treinamento da equipe.

e Tempo de elevacdo do posterior
dacadelaapésalA

No presente estudo, o posterior das cadelas
foi mantido elevado por 15 minutos apds a
realizac8o de cada IA, enquanto a regido
perineal das mesmas era levemente

massageada. Tsumagari et a. (2003) e
Blendinger  (2007b), recomendam a
elevacdo do posterior por 10 minutos para
minimizar o refluxo de sémen a para
facilitar o transporte intra-uterino dos
espermatozéides na direcdo das tubas
uterinas (Linde-Forsberg, 2001; Blendinger,
2007b), pois os mesmos sdo distribuidos
pelo trato genital da cadela principamente
devido a contracbes vaginais e uterinas
(Rijsselaere et al., 2004). Pinto et a. (1998)
observaram que a reducdo no tempo de
elevacdo do posterior da cadela de dez para
um minuto apés a inseminagdo artificial
intra-vaginal profunda nd compromete a
fertilidade nem a prolificidade das cadelas.
Além disso, Tsutsui et al. (1989) citam que
0S espermatozOides caninos conseguem
atingir o corno uterino um a dois minutos
apés a deposicdo vagina do sémen.
Acredita-se que o leve toque na regido
perineal da cadela apés a inseminacdo
artificial, como foi realizado no presente
estudo, estimule as contragdes uterinas
responsaveis  pelo  transporte  dos
espermatozGides para os ovidutos (Linde-
Forsberg, 2001).

53 Coleta de sémen e avaliacdo
esper matica

O macho utilizado como doador de sémen
para cada cadela foi determinado pelo canil
proprietario dos animais. Para tal escolha,
foram adotados critérios como
caracteristicas genéticas do cdo e qualidade
do sémen. Foram redizadas andlises
seminais e a utilizagdo do sémen obedeceu
aos critérios de qualidade estabelecidos no
item 4.3 deste trabaho. Os resultados
médios  das avaliagdes  seminais
(motilidades total e progressiva, vigor,
volume e dose inseminantes) redlizadas
antes de cada inseminagg@o estdo dispostos
na Tabela 11. A avaliacdo da morfologia
espermética realizada ap6s as inseminagdes
demonstrou que todos o0s egaculados



utilizados apresentaram menos de 25% de
anormalidades esperméticas totais

Os glaculados que foram utilizados em cada
inseminagdo apresentaram em média 467 +
313,06 x 10° espermatozdides méveis por
dose (variando entre 38,5 e 1217,7 x 10°) e
0 volume do sémen introduzido foi em
média 2,57 ml + 0,67 ml (variando entre 1,2
e 3,0 ml). As doses inseminantes utilizadas

nas trés inseminagbes foram
estatisticamente semelhantes (Teste de
Kruskal-Wallis, p = 0,9).

N&o houve correlagdo significativa entre a
dose inseminante, dada pelo nimero de
espermatozides moéveis na dose, e 0
tamanho da ninhada (Correlagdo de
Pearson, r = 0,03, p = 0,93).

Tabela 11: Vaores médios (média + desvio padréo) das motilidades total e progressiva, vigor
espermatico, volume e dose do sémen utilizado na inseminagdo artificial intra-uterina transcervical

assistida por endoscopia.

Caracteristicas seminais

IA Motilidade total Motilidade Vigor Volume Dose inseminante
(%) progressiva (%) (1-5) inseminante (ml) (x 10° sptz
moveis)
1 90+742 85+782 46+0,72 252+082 468,21 + 373,82
2 855+ 792 81,5+85%2 435+06°2 241+0,72 418,29 + 257,12
3 87+752 82+752 438+0,62 2,77+042 509,5 + 326,62
Total 875+76 82,8+738 4,4+06 2,57+ 0,67 466,9 + 313,1

Teste de Kruskal-Wallis.

& Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem estatisticamente (p = 0,05).

O repouso sexua prolongado pode levar a
observacdo de amostras com menor
concentracdo  espermética e  maior

porcentagem de espermatozoides
morfologicamente anormais, devido a
presenca  de espermatozoides em

degenereacdo nos epididimos (Kustritz,
2007). O repouso sexua foi observado em
particular no histérico do macho doador de
sémen E, e as concentragcbes esperméticas
dos ejaculados deste czo foram 43,89 x 10°,
112,5 x 10° e 259,7 x 10° espermatozdides
moveis por dose inseminante nos trés dias de
inseminagdo da cadela 6. Observou-se que a
concentragdo espermatica aumentou com as
coletas realizadas a cada 48 horas. Os cées
com baixa porcentagem de espermatozdides
normais podem ser usados para reproducdo
contanto que tenham maior numero total de
espermatozoides no gaculado, de modo que
a dose inseminante de espermatozdides
morfologicamente normais sega aceitavel
(Jeffcoate e Lindsay, 1989; Kustritz, 2007).
Além disso, para esses cdes com baixa
gualidade semina, a redizacdo da

inseminagcdo  intra-uterina  aumenta  as
chances de obtencdo de resultados
satisfatorios de fertilidade (Johnston et a.,
2001; Linde-Forsberg; 2001; Wilson, 2003).

Foram observadas células de defesa em
guantidade moderada na amostra de sémen
utilizada na primeira inseminagdo da cadela
8, do cdo doador C, suspeitando-se de
balanopostite discreta, uma vez que a
presenca de células inflamatérias de defesa
geramente é indicativa de contaminagéo
prepucial (Vannucchi et al., 1998; Johnson,
2006). Previamente as duas coletas de sémen
para a segunda e a terceira IA’s, foi
realizado lavado prepucial com solugdo de
Cloreto de Sadio a 0,9% estéril e secagem
com compressa estéril, ndo sendo
observadas mais células inflamatérias.

5.4 Diagnostico de gestacao

O diagnostico de gestacdo foi realizado por
meio da ultra-sonografia abdomina entre os
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dias 26 e 51 apbds o0 pico de LH. O
diagndstico de gestagdo por esse método foi
eficaz para detectar a prenhez em momentos
variados da gestacdo em todas as cadelas
estudadas. Na cadela 4, submetida a ultra-
sonografia abdominal no 30° dia apos o pico
de LH que, de acordo com a literatura
consultada, seria 0 momento ideal para
realizacdo da ultra-sonografia diagndstica
(Concannon e Verstegen, 2004; Concannon,
2005; Johnson, 2008), ndo foi observada a
presenca de estruturas fetais ou placentérias.

Durante a ultra-sonografia para diagndstico
gestacional, foi observada reabsorcdo de
duas vesiculas embrionarias (uma em cada
corno uterino) nas cadelas 1 e 10, no 37° e
39° dias apbés o pico de LH,
respectivamente. A morte fetal precoce
resultando em reabsorcdo ou aborto de toda
a ninhada ou de um ou dois fetos €,
provavelmente, mais freqliente na espécie
canina do que geralmente é diagnosticado
(Jeffcoate e Lindsay, 1989). Fetos inviaveis
nao apresentam movimentos cardiacos nem
definicdo morfol6gica. Apds a morte, o
tamanho do feto reduz e assume a aparéncia
de uma massa ovOide de ecogenicidade
heterogénea a ultra-sonografia abdominal
(Freitas e Silva, 2008; Johnson, 2008).

A perda de um ou mais conceptos pode ser
um fenbmeno fisiologico em ninhadas
grandes (England e Russo, 2006). Segundo a
literatura consultada, avaliagbes ultra-
sonogréficas mudltiplas  revdlaram a
ocorréncia de perdas esponténeas de
embrides e fetos que ndo seriam detectadas,
incluindo a reabsorcéo de todos os embrides
ou alguns deles apenas entre os dias 28 e 36
ap6s 0 pico de LH. Estudos ultra-
sonogréficos indicaram que a reabsorcédo de
um ou mais embrides ocorreu em dez a 15%
das gestacOes e a reabsorcdo total ocorreu
em cinco a dez por cento das gestaghes
avaiadas (Johnston et a., 2001; Concannon
e Verstegen, 2004; Concannon, 2005), com
a continuacdo da gestacédo a termo (England
e Russo, 2006).
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A reabsorgdo é precedida por um atraso no
desenvolvimento embrioldgico inicial em
relacdo a0 tempo estimado de gestacdo
(Concannon, 2005), e tem como
caracteristicas a auséncia de batimentos
cardiacos, tamanho reduzido dos embribes
em reabsorcdo, separacdo da placenta da
parede uterina, ecogenicidade aumentada e
perda do liquido aantoideano, perda da
definicdo das bordas do feto, e a perda de
todo o conteldo do embrido, incluindo os
fluidos (England e Russo, 2006; Johnson,
2008). Os abortos observados apds o Dia 40
s80 menos freqlientes e representam maior
probabilidade de doenca ou infeccdo
(Concannon, 2005). Apds a reabsor¢do, o
Utero apresenta aspecto relativamente
homogéneo e moderadamente hipoecdico no
loca da reabsor¢do (England e Russo,
2006).

5.5 Duracdo da gestacdo

O parto das cadelas do presente estudo
ocorreu em média 65,8 + 1,1 dias ap6s a
data do pico de LH, que coincide a literatura
gue cita que a duracdo da gestacBo em
cadelas de ragas variadas é de 64 a 66 dias
apo6s o pico de LH (Johnston et al., 2001;
Kutzler et al., 2003a; Kutzler et al., 2003b;
Concannon, 2005; Eilts et al., 2005; Kim et
al., 2007; Johnson, 2008; Lopate, 2008). No
entanto, os resultados do presente estudo
apresentaram-se diferentes dagueles
apresentados por Eilts et al. (2005), que
avdiaram a duragcdo da gestacdo de 215
cadelas da raga Retriever do Labrador, e
observaram a média de gestacdo nessa raca
de 62,9 £ 1,3 dias. Esses Ultimos observaram
ainda que a duracdo da gestacdo nessa raca
ndo foi influenciada pela idade ou parto
prévio das cadelas, ndo havendo diferenca
entre pluriparas e nuliparas.

As cadelas com um ou dois filhotes tendem
a apresentar tempo de gestacdo mais longo
gue aguelas com maior nimero de fetos
(Eilts et al., 2005; Thomassen et al., 2006;



Tsutsui et al., 2006). A cadela 10 apresentou
apenas um feto a ultra-sonografia realizada
no 38° dia apds o pico de LH e o parto
ocorreu no 68° dia apds o pico de LH.
Houve distocia devido a presenca de feto
unico maior do que o normal para araca, e
procedeu-se a redlizagdo de manobras
obstétricas com tracdo do feto natimorto. A
literatura relata que filhotes maiores que o
normal em gestagdo com feto Unico aumenta
as chances de distocia (Johnston et al., 2001;
Feldman e Nelson, 2004; Johnson, 2008).

A cadela 6, com sete fetos vidveis a ultra-
sonografia, apresentou, a partir do 63° dia de
gestacdo, acentuado edema vulvar e
perineal, com exposi¢do parcia da mucosa
vestibular e estrangUria. Foi aplicado
dexametasona, para estimular a maturagéo
pulmonar fetal, na dose de 2 mg/kg, pelavia
intravenosa, 12 horas antes da cesariana, que
foi realizada no Dia65 apds o pico de LH. A
ultra-sonografia ~ abdominal realizada
imediatamente antes da cesariana revelou
frequéncia cardiaca fetal média de 170 bpm,
confirmou viabilidade feta e presenca de
motilidade intestinal, indicativa de parto a
termo. Houve, entdo, o nascimento de sete
filhotes ativos e maduros, e o edema vulvar
e perined da cadela reduziu
espontaneamente em cinco dias.

Essa cadela apresentou histdrico de edema
vulvar e relaxamento perineal apds o parto
anterior, com impossibilidade de miccéo
voluntéria, sendo necesséria a cateterizagdo
vesical para remocdo da urina. O edema
naguela ocasido foi auto-limitante, com
regressdo em dez dias. Gouletsou et al.
(2008) relataram a ocorréncia dessa
ateracdo acrescida de prolapso de prega
vaginal em uma cadela durante o terco final
da gestacdo, 13 dias antes do parto, e alegou
gue o relaxamento excessivo dos tecidos
pélvicos pré-parto associado a pressdo intra-
abdomina aumentada  podem ser
responsaveis pela ocorréncia do prolapso das
pregas vaginais pré-parto.

A indicagBo da operagdo cesariana
programada na espécie canina inclui os
seguintes critérios. cadela nulipara com mais
de seis anos de idade, ninhada com dois ou
menos filhotes, ninhada com oito filhotes ou
mais, raca braquicefdlica, cadela com
histérico prévio de distocia, cadela com
acesso limitado a atendimento veterindrio,
ou cadela com histérico familiar de distocia
(Smith, 2007; Kim et a., 2007, Traas,
2008).

A combinagdo do diagnéstico rédpido de
distocia e da intervencdo cirdrgica imediata
propicia 0 melhor resultado para a cadela e
filhotes. A cesariana pode ser realizada com
seguranca a partir de 63 dias ap6s pico de
LH (Smith, 2007), sendo que a evidéncia de
movimentos intestinais sugerem fetos a
termo (Concannon, 2005). A dexametasona
€ administrada na caddla para estimular a
producdo de surfactante pulmonar nos fetos
(Smith, 2007), e deve ser administrada de
oito a 24 horas antes da cesariana eletiva
(Concannon e Verstegen, 2004; Concannon,
2005). Na avaliagdo ultra-sonogréfica, a
freqUiéncia cardiaca fetal normal durante o
parto é de 170 a 230 bpm. Os fetos normais
sdo ativos quando estdo a termo. Os
movimentos fetais e a frequéncia cardiaca
ficam reduzidas em decorréncia de estresse
feta e hipoxemia (Johnston et al., 2001,
Johnson, 2008; Lopate, 2008; Traas, 2008).
O estresse fetal pode ser considerado grave
guando a freqiiéncia cardiaca for menor que
180 batimentos por minuto entre os dias 58 e
62 de gestacéo (England et al., 2003).

6. CONCLUSOES

e A técnica de inseminacdo artificial
intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia se mostrou viavel
para cadelas da raca Retriever do
Labrador.

e As particularidades da técnica de
inseminagdo artificial intra-uterina
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transcervica assistida por
endoscopia, como dificuldade de
cateterizacdo do Ostio cervical,
resisténcia a deposicéo intra-uterina
do sémen e refluxo seminal, foram
semelhantes entre a primeira, a
segunda e a terceira inseminagdes
nas cadelas estudadas.

O cisto-uretroscopio rigido (30 cm,
4 mm de didmetro e 30°) e a camisa
endoscopica (22 fr) foram
adequados para a redizagdo da
inseminagdo artificial intra-uterina

transcervical assistida por
endoscopia em cadelas da raca
Retriever do Labrador.

O cateter ureteral do tipo “flush”
com orificio terminal foi adequado
para a cateterizacdo do Ostio cervical
e deposicdo intra-uterina do sémen
durante a inseminagdo transcervica
assistida por endoscopia em cadelas
daraca Retriever do Labrador.

A taxa de prenhez e tamanho da
ninhada foram satisfatérios em
relacdo araga Retriever do Labrador
ap6s a redlizacdo da inseminagdo
artificial intra-uterina transcervica
endoscopica  utilizando  sémen
canino fresco em trés inseminactes
(com intervalo de 48 horas) por
estro.

Os métodos utilizados para avaliar
0S parametros comportamentais e
reprodutivos durante o ciclo estral
das cadelas foram eficazes para a
determinagdo do periodo de
realizagdo da inseminacdo artificial
intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia.

As dosagens seriadas de
progesterona  sérica  permitiram
determinar o dia de ocorréncia do

pico de LH e, consequentemente, da
ovulaco.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Certificado de aprovacio do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 204/2006, relativo ao projeto intitulado
“Inseminag¢ado artificial intra-uterina transcervical assistida por endoscopia
em cadelas da raca Retriever do Labrador’, que tem como responsavel
Christina Malm , estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 4/ 04/2007.

Este certificado expira-se em 4/ 04 [ 2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 204/2006, related to the project entitled
“Endoscopic transcervical intrauterine artificial insemination in Labrador
Retriever bitches”, under the supervision of Christina Malm, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in
April 4, 2007.

This certificate expires in April 4, 2012,

Belo Horizonte, 30 de Junho de 2009.

Mwer
Prof. Humberto Pereira Qliyéira
Presidente do CETEA/YFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4516

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufimg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO 2: Valores da progesterona sérica durante as fases de proestro e estro em dez cadelas da raca
Retriever do Labrador submetidas ainseminacdo artificial intra-uterina transcervical endoscépica.
IdentificacBoda  Diasap0soinicio Dosagem de progesterona

cadela do proestro (ng/ml)
1 3 0,57
1 5 1,24
1 7 2,74
1 9 5,50 *
1 11 15,12 **
1 13 27,74 ***
2 4 1,76
2 7 4,7
2 9 14,83 *
2 11 18,71 **
2 13 36,23 ***
3 1 0,44
3 3 0,72
3 5 0,99
3 7 0,87
3 8 2,7
3 9 4,37*
3 10 7,48
3 11 14,13 **
3 13 28,03 ***
4 0 0,28
4 2 0,39
4 4 0,82
4 6 4,56
4 7 6,4*
4 8 11,98
4 9 15,14 **
4 11 37,51 ***
5 0 0,68
5 2 0,76
5 4 0,37
5 6 0,53
5 7 0,74
5 8 1,44
5 9 1,82
5 10 17
5 11 10,72 *
5 13 16,15 **
5 15 20,94 ***
6 2 0,37
6 5 0,33
6 7 0,88
6 8 0,67
6 9 1,46
6 10 2,16
6 12 4,01*
6 14 15,12 **
6 16 35,17 ***

* DatadaprimeiralA; ** DatadasegundalA; *** DatadaterceiralA.
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ANEXO 2 (Cont.): Vaores da dosagem de progesterona sérica durante o acompanhamento das fases
de proestro e estro em dez cadelas da raga Retriever do Labrador submetidas a inseminacdo artificial
intra-uterina transcervical assistida por endoscopia

Identificacioda  Diasapb6soinicio Dosagem de progesterona

cadela do proestro (ng/ml)
7 3 0,93
7 6 2,66
7 8 6,59
7 9 12,39
7 10 13,67
7 11 25,09 *
7 15 34,28 ***
7 17 35,1
8 2 0,77
8 5 2,2
8 7 7,47
8 8 9,67 *
8 10 28,27 **
8 12 41,07 ***
8 14 37,35
9 3 0,21
9 6 0,6
9 8 0,47
9 11 1,45
9 12 4.3
9 13 8,93*
9 15 14,51 **
9 17 19,68 ***
9 19 33,84
10 4 1,22
10 6 3,19
10 7 9,76 *
10 9 17,91 **
10 11 48 ***

* DatadaprimeiralA; ** DatadasegundalA; *** DatadaterceiralA.



ANEXO 3: Quadro de acompanhamento individual do ciclo estral das cadelas que participaram do experimento.

IDENTIFICACAO DA FEMEA

Nome: Idade: Pelagem: Inicio do proestro:
Canil: Raca: Peso:
ACOMPANHAMENTO DO CICLO ESTRAL
Par ametr os repr odutivos e compor tamentais cIT 3
DATA | Edema | Secregdo | Elevagdo | Lateraizagdo | Permanéncia | Aceitagdo X P4 (ng/ml) | CRENULACAO 1A
= VAGINAL
vulvar vulvar davulva da cauda emestacdo | do macho
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ANEXO 4: Quadro de avaliac8o da inseminagdo artificial intra-uterina transcervical assistida
por endoscopia.

INSEMINAGAO ARTIFICIAL

ID cadela: Idade: Peso:

Data: Progester ona: ng/ml

Durac&o do procedimento: Inicio: Término:
Introducéo do cateter:

Equipe:

indicedecrenulagdo: ()0 ()1 ()2 ()3 ( )4 ()5

Dose inseminante (ml): +1,2ml dear

Observagdes & Complicacdes:

Aspecto da mucosa vagina: Normal

Introducdo do cateter: cm (Max.. cm)
Dificuldade de transposi¢do dacérvix: ( ) Sim () Nao
Resisténciaaintrodugdo dosémen: ( )Sim () Néo
Refluxo: () Sim, acentuado ( ) Néo

Observacoes:
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