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RESUMO

A deteccéo do estro é fundamental no manejo reprodutivo das espécies domésticas.
Em cadelas, o proestro € evidenciado por corrimento e edema vulvares, e o inicio do
estro é identificado comportamentalmente como 0 momento em que a fémea passa
a aceitar a copula. Porém, algumas fémeas podem nao apresentar claramente sinais
externos. A ultrassonografia ovariana e citologia vaginal podem auxiliar na deteccéo
do estro. Na literatura, essas técnicas sdo, normalmente, descritas separadamente.
Portanto, os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar os achados concomitantes de
citologia vaginal e ultrassonografia ovariana; e 2) comparar os resultados das
coloracdes de Papanicolau e Pandtico Rapido. Quatro cadelas da raca Beagle foram
monitoradas via ultrassonografia ovariana e citologia vaginal durante um ciclo estral.
O dia em que o comprimento ovariano atingiu seu comprimento maximo foi
considerado como parte do estro. A citologia vaginal, monitorada a cada 48 horas,
indicou que o periodo de acentuado estimulo estrogénico durou, pelo menos, cinco
dias; durante esse periodo, as porcentagens de células superficiais observadas
tenderam (P [J 0.05) a serem mais altas em esfregacos corados por Papanicolau
comparados aos corados por Panodtico. Os achados concomitantes de citologia
vaginal e ultrassonografia revelaram que a porcentagem média de células
superficiais observadas no dia de comprimento ovariano maximo foi de 60,5%
(#11,1%), e que a predominancia de células superficiais no estro permitiu a
diferenciacdo entre essa fase e o inicio do proestro. Os resultados indicam que a
citologia vaginal é eficaz na identificagdo da fase de alta influéncia estrogénica na
espécie.

PALAVRAS-CHAVE: caes, ciclo estral, epitélio vaginal, ovarios, Pandtico,
Papanicolau, ultrassom.
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ESTRUS DETECTION IN BITCHES MONITORED VIA OVARIAN
ULTRASONOGRAPHY AND VAGINAL CYTOLOGY USING PAPANICO LAOU
AND DIFF-QUICK STAINS

ABSTRACT

Estrus detection is an essential part of any successful reproductive program in
domestic species. In bitches, proestrus is evidenced by vulvar discharge and edema,
and the onset of estrus is identified behaviorally as the moment when the female
accepts breeding. However, some females may not present strong signs of heat.
Ovarian ultrasonography and vaginal cytology can help in heat detection. In the
literature, these two methods are usually described separately. Therefore, the
objectives of this study were: 1) to investigate the concomitant ultrasonographic and
cytological findings; and 2) to compare the results using Papanicolaou or Diff-Quick
stains. Four female Beagles were monitored via ovarian ultrasonography and vaginal
cytology throughout one estrous cycle. The day in which maximum ovarian length
was observed was considered to be within estrus. Vaginal cytology, performed every
other day, indicated that the period of high estrogenic influence lasted for a minimum
of five days; during this time, percentages of superficial cells tended (P [J0.05) to be
higher in Papanicolaou-stained smears compared to those stained by the Diff-Quick
method. The concomitant ultrasonographic and cytological results indicated that the
mean percentage of superficial cells on the day of maximum ovarian length was
60.5% (x11.1%), and that the predominance of superficial cells during estrus allowed
for distinction between this phase and the beginning of proestrus. Results indicate
that vaginal cytology is effective in identifying the phase of high estrogenic influence
in the species.

KEYWORDS: dogs, estrous cycle, vaginal epithelium, ovaries, Papanicolaou, Diff-
Quick, ultrasound.

INTRODUCAO

A deteccao do estro é essencial para um manejo reprodutivo eficiente nas
espécies domésticas. No proestro, a fémea canina apresenta sinais externos que
sinalizam a aproximacao do estro. Esses sinais sao alteracdes do aspecto vulvar
gue se manifestam como edemaciacdo e presenca de corrimento sanguinolento. A
fémea em proestro atrai 0 macho, mas ndo aceita a monta. A receptividade ao
macho com aceitagdo da monta sO acontece no estro, que, por essa razdo, pode ser
identificado comportamentalmente (CONCANNON et al., 1989). Algumas fémeas, no
entanto, podem manifestar o chamado cio silencioso, em que a atividade ovariana
nao é claramente refletida em sinais externos, como os acima descritos (HOLYOAK
et al., 2009). Por se tratar de uma espécie monoéstrica, tendo, portanto, de um (1) a
dois periodos de ovulacdo anualmente, a ndo deteccéo do estro de uma reprodutora
canina pode representar atraso na producédo de filhotes de cerca de seis meses, em
meédia, até o surgimento de um novo ciclo (CONCANNON et al., 1989).

Nas diversas espécies domeésticas, o monitoramento da func¢éo ovariana pode
ser usado para estimar o periodo ideal para a monta ou inseminacdo artificial,
mesmo quando sinais externos ndo sado claramente observados. Em cadelas, o
monitoramento da atividade ovariana pode ser feito por dosagem de progesterona
sérica, ultrassonografia dos ovarios e citologia vaginal (GRANDI & VANNUCCHI,
2014; FELICIANO et al.,, 2014). A mensuracdo das concentracdes seéricas de
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progesterona contribui para a determinacdo da fase do ciclo estral em que a cadela
se encontra, e € um método confiavel para a identificacdo do momento ideal para a
inseminacao natural ou artificial (HIEMSTRA et al., 2001); porém, necessita de apoio
laboratorial, 0 que nem sempre esta disponivel para o veterinario, além de encarecer
0 servico ao proprietario. A ultrassonografia permite a visualizacdo das estruturas
ovarianas, como os foliculos, e o monitoramento longitudinal do desenvolvimento
folicular possibilita a previsdo aproximada do momento da ovulacdo (ROOT
KUSTRITZ, 2012). O custo do equipamento ultrassonografico, no entanto, é a
principal limitacdo desse método. Por outro lado, a citologia vaginal requer apenas
materiais de consumo bastante acessiveis e um microscopio simples.

As variacdes hormonais observadas durante o ciclo estral influenciam o
epitélio vaginal, sendo, portanto, reconheciveis nos esfregacos vaginais (SCHUTTE,
1967). As células do epitélio vaginal sao classificadas como: parabasais,
intermediarias e superficiais, as quais podem ser nucleadas ou anucleadas
(SCHUTTE, 1967). Do proestro ao estro, observa-se um aumento no numero de
células superficiais, com a mais alta porcentagem de células superficiais anucleadas
sendo observada no estro (ROOT KUSTRITZ, 2012).

A determinagdo da fase do ciclo estral é facilitada pela coloracdo dos
esfregacos vaginais em oposi¢cao ao exame direto dos mesmos (AYDIN et al., 2011).
Diversos corantes e protocolos de coloracdo estdo disponiveis para utilizacdo em
citologia vaginal. Um dos métodos mais utilizados é o de Papanicolau (CARSON &
HLADIK, 2009). Porém, este método € relativamente trabalhoso e requer varios
reagentes. Alternativamente, existem métodos mais rapidos de coloracdo de
esfregacos, como o Pandtico Rapido (GRANDI & VANNUCCHI, 2014), que utiliza
apenas trés corantes, e € comumente utilizado para esfregacos sanguineos.

Na literatura, as técnicas de citologia vaginal e ultrassonografia ovariana para
monitoramento do ciclo estral em cadelas sao, normalmente, descritas
separadamente. Portanto, os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar os achados
concomitantes de citologia vaginal e ultrassonografia ovariana; e 2) comparar 0s
resultados de citologia vaginal nas coloracdes de Papanicolau e Panotico Rapido.

MATERIAL E METODOS

Animais

Este estudo utilizou quatro fémeas da raca Beagle, higidas e
reprodutivamente intactas, todas provenientes de uma mesma ninhada, que no inicio
do projeto estavam com 10 meses de idade. Os animais foram mantidos juntos em
box do canil experimental do hospital veterinario da Universidade de Franca, onde
ficavam expostos a fotoperiodo natural. As fémeas receberam racédo comercial para
caes (Breeding Adult, Royal Canin) na quantidade recomendada e agua ad libitum.
Foi avaliada a higidez das fémeas previamente ao estudo por meio de exame fisico,
ultrassonografico e hemograma completo e painel bioguimico sérico, sendo que nao
apresentavam historico de doencas prévias. Todos os procedimentos realizados
neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Franca (protocolo n° 052/13).

Monitoramento da Atividade Ovariana
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Citologia Vaginal

Semanalmente, foram confeccionadas laminas de citologia vaginal com o uso
de escovinhas ginecologicas estéreis umedecidas com soro fisioloégico estéril. Dois
esfregacos vaginais foram obtidos de cada animal, sendo um deles corado pelo
meétodo de Papanicolau e o outro, por Panético Rapido (Laborclin, Pinhais, Parana).
As laminas foram examinadas ao microscopio Optico (x400; Nikon, Eclipse) para a
determinacao das porcentagens de células parabasais, intermediarias e superficiais
(nucleadas e anucleadas) (POST, 1985). Para cada leitura, foram contabilizadas 300
células (POST, 1985).

Com base na proporcao de cada tipo celular, ao atingir-se o nivel minimo de
sessenta por cento de células superficiais, a citologia vaginal passou a ser avaliada
a cada 48 h.

Avaliacdes Ultrassonogréaficas

Antes de cada exame ultrassonografico para a avaliacdo da atividade
ovariana, foi realizado jejum sélido de oito horas. Imediatamente apos a confeccéo
das laminas para citologia vaginal, as fémeas foram examinadas
ultrassonograficamente, observando-se as dimensdes dos ovarios e a quantidade e
dimensdes de estruturas ovarianas (i.e. foliculos e corpos lateos). As cadelas foram
tricotomizadas e examinadas em decubito dorsal por ultrassonografia transcutanea
utilizando-se aparelho de ultrassom com probe convexa (6.5 mHz; Mindray model
DP-2200Vet; Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd.).

As fases do ciclo estral foram determinadas por meio das avaliacdes
ultrassonograficas (AVUs) com base nos achados de YEAGER & CONCANNON
(1995), que descreveram o0 seguinte: 1) os foliculos ovarianos tornam-se
mensuraveis ao exame ultrassonogréafico no proestro; 2) os ovarios caninos atingem
seu comprimento maximo no estro; 3) o periodo de ovulagcdo ocorre no estro, de
cinco a seis dias antes do momento em que 0s ovarios atingem seu comprimento
méaximo; e 4) o pico de LH ocorre de um (1) a cinco dias antes da ovulagéo.
Portanto, no presente estudo, tanto o periodo de ovulagdo como o de pico de LH
foram estimados retroativamente, a partir do dia em que o comprimento ovariano
atingiu seu valor maximo. O inicio do proestro foi considerado como o dia da
primeira de uma séria de mais de duas AVUs consecutivas em que os foliculos
ovarianos apresentavam-se mensuraveis.

Andlise dos Dados

Os resultados de citologia vaginal estdo expressos em porcentagem por tipo
celular nas coloragcdes de Papanicolau e Panoético Rapido. Foi calculado o
comprimento ovariano médio + desvio padrdo (DP) durante as diferentes fases do
ciclo estral, incluindo o periodo correspondente ao final do anestro, que antecedeu o
inicio do desenvolvimento folicular no proestro. Os periodos em que as dimensfes
ovarianas foram utilizadas para o calculo das médias do comprimento ovariano em
cada fase do ciclo estral estdo definidos a seguir: anestro (desde o inicio das
avaliacdes ultrassonograficas até quatro semanas antes do inicio do aparecimento
de foliculos mensuraveis via ultrassonografia); proestro (do aparecimento de
foliculos mensuraveis até o final do periodo de pico de LH, periodo este estimado
com base nos achados de ultrassonografia ovariana); estro (dia do comprimento
ovariano maximo detectado); final do diestro (sessenta dias apdés o dia do
comprimento ovariano maximo). As porcentagens de células superficiais observadas
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em esfregacos corados pelos métodos de Papanicolau e Panotico Rapido foram
comparadas pelo teste t de Student pareado. As médias do comprimento ovariano
no proestro, estro e diestro foram comparadas com a média no anestro pelo teste t
de Student pareado. Os dados estdo expressos como meédia + desvio padrao (DP)
ou média + erro padrdo (EP), conforme indicado. O nivel de significancia foi definido
como P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comprimento médio ovariano antes do inicio do primeiro proestro foi de
12,1 (£ 0,9) mm (Tabela 1), o que esta de acordo com o descrito por YEAGER e
CONCANNON (1995) para essa fase do ciclo estral em cadelas adultas.

TABELA 1. Comprimento ovariano (média + DP) em periodos especificos de cada
fase do ciclo estral de cadelas da raca Beagle (n=4): *fanestro (desde o
inicio das avalia¢des ultrassonograficas até quatro semanas antes do
inicio do aparecimento de foliculos mensuraveis); ‘proestro (do
aparecimento de foliculos mensuraveis até o final do periodo provéavel
de ocorréncia do pico de LH); “estro (dia do comprimento ovariano
maximo detectado); %final do diestro (aproximadamente 60 dias apds o
dia do comprimento ovariano maximo).

Fase do Comprimento ovariano (mm)
ciclo estral média + DP
Anestro* 12,1+ 0,92
Proestro” 13,3+ 0,7°
Estro” 22,0 +2,1°
Diestro (final)® 14,5+ 1,52

2P etras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0.001) pelo teste t de Student
pareado em comparacao ao anestro.

O inicio dos sinais externos de proestro (i.e. sangramento e edemaciagéo
vulvar) coincidiu com o surgimento de foliculos ovarianos de dimensdes
mensuraveis ao exame ultrassonografico. No periodo de tempo decorrido entre o
inicio do proestro e os dias em que estaria ocorrendo o pico de LH, o comprimento
ovariano médio foi de, aproximadamente, 13,3 (£ 0,7) mm (Tabela 1). Nesse mesmo
periodo, os foliculos ovarianos variaram em comprimento de 1,65 a 7,18 mm. Esses
achados sdo compativeis com os de YEAGER & CONCANNON (1995), cujas
observagfes indicaram que o didmetro folicular em Beagles chega, em média, a
cinco mm no dia anterior a ovulacao.

YEAGER & CONCANNON (1995) também observaram que 0s ovarios
caninos atingem seu tamanho maximo durante o estro, cinco a seis dias apés a
ovulagcdo. No presente estudo, durante a fase de crescimento folicular e
desenvolvimento dos corpos Idteos, os ovarios aumentaram de tamanho,
apresentando, em média, comprimento maximo de 22,0 (x 2,1) mm (Tabela 1). Nao
foi detectada diferenca (P > 0.05) entre o comprimento médio ovariano no anestro
em comparacdo ao observado no proestro e apOs cerca de 60 dias poOs-estro;
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porém, a média de comprimento ovariano maximo foi maior (P < 0.001) do que a
média observada no anestro (Tabela 1). As estruturas ovarianas de maior
comprimento observadas durante o estro tiveram, em média, comprimento maximo
de 10,3 (x 1,3) mm. As imagens ultrassonograficas ndo permitiram distinguir com
exatiddo quando as estruturas ovarianas passaram de foliculos a corpos lateos.
YEAGER & CONCANNON (1995) relataram que o diametro maximo dos foliculos
pré-ovulatérios em cdes pode chegar a 11 mm e apontaram para o fato de que
corpos luteos e foliculos podem nao ser diferenciaveis por ultrassonografia. SILVA et
al. (1996) monitoraram as alteragcfes ovarianas em cadelas adultas durante o
periodo ovulatério utilizando ultrassonografia, laparoscopia e dosagens hormonais e
nao conseguiram determinar com exatiddo o momento da ovulacdo por
ultrassonografia ou laparoscopia.

Segundo YEAGER & CONCANNON (1995), no diestro, os ovarios, assim
como os CLs, gradualmente diminuem de tamanho. Neste estudo, 60 dias depois de
0 comprimento ovariano ter atingido seu valor maximo, os ovarios mediram, em
meédia, 14,5 (x 1,5) mm (Tabela 1).

O periodo de tempo decorrido entre o primeiro e o ultimo dia em que a
citologia vaginal revelou alta (>60%) propor¢cao de células superficiais (por coloracéo
de Papanicolau ou Panoético Rapido) foi considerado como de alta influéncia
estrogénica. Faz-se importante observar que a citologia vaginal era inicialmente
avaliada semanalmente, mas passou a ser avaliada a cada 48 h a partir do momento
em que foi observada uma propor¢cao de células superficiais de sessenta por cento
do total de células examinadas; portanto, o periodo de alta influéncia estrogénica
pode ter sido um (1) ou dois dias mais longo que o observado.

Nas laminas de citologia vaginal da Fémea #1, o periodo de alta influéncia
estrogénica teve duracdo minima de oito dias, com média de 77% (Papanicolau) e
71% (Pandtico) de células superficiais (Tabela 2). O quinto dia desse periodo foi 0
de maior comprimento ovariano observado ao exame ultrassonografico (19.0 mm),
indicando tratar-se da fase de estro, e teve 80% e 65% de células superficiais, pelas
coloracdes de Papanicolau e Panético, respectivamente.

TABELA 2. Porcentagens médias de células superficiais observadas em
esfregacos vaginais confeccionados durante o periodo de alta
influéncia estrogénica e corados pelos métodos de Papanicolau
ou Pandtico Rapido. Os resultados das duas coloracBes foram
comparados pelo test t de Student pareado.

Células Superficiais (%)

Fémeas # Papanicolau Pandtico
1 77 71
2 75 55
3 80 74
4 78 67
Média (+ EP) 77.5 (+ 1.0) 66.7 (+4.2) P 00.05

O periodo de alta influéncia estrogénica na Fémea #2, detectado por meio de
citologia vaginal, teve duragcdo minima de cinco dias, com média de 75%
(Papanicolau) e 55% de células superficiais (Panotico) (Tabela 2). No primeiro
desses cinco dias, os achados ultrassonogréaficos eram compativeis com estro, pois
foi observado o comprimento maximo tanto dos ovarios (23.3 mm) como da maior
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estrutura ovariana, sendo as proporcdes de células superficiais, nesse dia, de 70%
(Papanicolau) e 65% (Pandtico).

A Fémea #3 apresentou altas porcentagens de células superficiais (média de
80% (Papanicolau) e 74% (Pandtico) (Tabela 2) durante um periodo de, pelo menos,
oito dias consecutivos. De acordo com as AVUs, esse periodo de oito dias teria
incluido o inicio do proestro e, possivelmente, o inicio do estro. O maior
comprimento ovariano (23.4 mm) foi observado quando as porcentagens de células
superficiais ja se encontravam em declinio, tendo sido observados os valores de
15% (Papanicolau) e 44% (Panatico).

A citologia vaginal da Fémea #4 apresentou altas porcentagens de células
superficiais, com média de 78% (Papanicolau) e 67% (Panotico) (Tabela 2) em um
periodo de oito dias consecutivos. De acordo com as AVUs, esse mesmo periodo
teria incluido o estro e, possivelmente, o final do proestro. No dia em que foi
observado o comprimento maximo ovariano (22.3 mm), a propor¢cdo de células
superficiais ainda era relativamente alta (68%, Panoético), mas ja havia comecado a
declinar apds pico nos dias anteriores (dados ndo mostrados).

Na avaliacdo dos esfregacos confeccionados durante o periodo de alta
influéncia estrogénica, observou-se uma tendéncia (P [J0.05) a se ter porcentagens
mais altas de células superficiais nas laminas coradas pelo método de Papanicolau
do que por Pandtico Rapido.

A Figura 1 mostra a diferenca entre as propor¢des de células intermediarias e
superficiais no inicio do proestro e no estro. A porcentagem meédia de células
superficiais observadas no mesmo dia em que comprimento ovariano atingiu seu
valor maximo (estro) nas cadelas (n=4) foi de 60,5% (+ 11,1%) (Figura 1).

100 q [ intermediarias
I superficiais

80 ~

60

% células

40 -

20 ~

proestro estro

FIGURA 1. Achados concomitantes de citologia vaginal e ultrassonografia ovariana em
cadelas da raca Beagle mostrando as porcentagens de células intermediarias e
superficiais (média + DP) em momentos especificos das seguintes fases do
ciclo estral: proestro (primeiro dia em que foliculos ovarianos apresentaram-se
mensuraveis ao ultrassom); e estro (dia em que o tamanho maximo ovariano foi
atingido, conforme mensuragao por ultrassonografia).
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Nas fémeas #1, #2 e #4, o maior comprimento ovariano foi observado no
periodo de alta influéncia estrogénica, mostrando que tanto os achados
ultrassonogréficos quanto os de citologia vaginal indicavam tratar-se da fase de
estro. No caso da fémea #3, 0 maior comprimento ovariano foi observado apos o
periodo de alta influéncia estrogénica. Segundo BOUCHARD et al., (1991), a
porcentagem de células superficiais comeca a diminuir varios dias apés a ovulacao.
Uma possivel explicacdo para o fato de que o comprimento ovariano maximo na
fémea #3 ter sido atingido quando a proporcdo de células superficiais ja estava
reduzida seria 0 comprimento ovariano maximo ter sido atingido na transicdo do
estro para o diestro.

REYNAUD et al., (2010) utilizaram ovarios de cadelas ovariectomizadas
descreveram os foliculos ovarianos nessa espécie como tendo entre dois e oito mm
de diametro. No presente estudo, as estruturas ovarianas observadas apresentaram
as dimensdes maximas (10-11 mm), o que esta de acordo com o que observaram
YEAGER & CONCANNON (1995). A diferenca entre os resultados do presente
estudo e os de REYNAUD e colaboradores (2010) pode ter tido origem nas
diferencas entre as técnicas utilizadas para as mensuracdes (ultrassonografia versus
mensuracao direta, respectivamente). Esses resultados podem auxiliar o médico
veterinario, que utiliza AVUs para determinar o momento de iniciar o protocolo de
inseminacao artificial.

HIEMSTRA et al., (2001) analisaram achados de citologia vaginal
concomitantes com concentracdes seéricas de progesterona e concluiram que,
apesar de ndo ser confiavel para indicar o momento ideal para a inseminagédo de
cadelas, a citologia vaginal por si sO é util para determinar a fase do ciclo estral de
modo geral. MSHELIA et al., (2001) relataram predominancia de células superficiais
no estro em cadelas.

Os achados de citologia vaginal do presente estudo indicaram que o periodo
de acentuado estimulo estrogénico durou, pelo menos, cinco dias. Possivelmente,
esse periodo observado poderia de sido de um (1) a dois dias mais longo se
esfregacos vaginais tivessem sido confeccionados diariamente, ao invés de a cada
48 horas. Essa observacdo esta de acordo com CONCANNON et al. (1989), que
relataram ser de sete a dez dias o periodo em que a citologia vaginal reflete
acentuada influéncia estrogénica. A predominancia de células superficiais
observadas no estro no presente estudo contribuiu para a diferenciacéo entre essa
fase e o0 inicio do proestro e confirmou os achados de ultrassonografia, que
apontavam ser aguele o0 momento em que 0S OVAarios atingiram seu comprimento
maximo.

CONCLUSAO

No presente estudo, os achados concomitantes de citologia vaginal e
ultrassonografia revelaram que altas porcentagens de células superficiais foram
observadas no dia de comprimento ovariano maximo, e que a predominancia de
células superficiais no estro permitiu a diferenciacdo entre essa fase e o inicio do
proestro.

Apesar de se ter observado uma tendéncia a maiores proporc¢des de células
superficiais na coloragdo de Papanicolau do que no Pandtico R4pido no periodo de
alta influéncia estrogénica, o método de Pandtico pode ser considerado uma
alternativa rapida para detectar esse periodo em cadelas. Os resultados deste

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.10, n.19; p. 766 2014



estudo indicam que a citologia vaginal, mesmo quando usada separadamente, pode
ser eficaz na identificagcdo da fase de alta influéncia estrogénica, sendo, portanto,
recomendada como técnica simples e de baixo custo para a identificacdo dessa
fase, auxiliando, assim, no manejo reprodutivo na espécie.
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