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Catre cititori

Foarte multi ani, ramuri zootehnice, precum canicultura, au trebuit sa se
resemneze in fata comenzilor politico-economice incapabile sa ii vada menirea
in lumea afectelor omenesti. Odata ecarisata societatea romdneasca de
pedagogia lantului, aflata dintotdeauna in prelungirea suspiciunii (1989), a
devenit necesara reconsiderarea tacerilor impuse §i inceperea completarii
golurilor si lacunelor cognitive din domeniul medicinei veterinare a canidelor.

Tendinta de specializare, pe domenii relativ inguste, in cadrul profesiei,
constituie un raspuns la cerintele societdtii aflate intr-o perpetuua dezvoltare §i
perfectionare. Procesul de adaptare a invatamantului medical veterinar la
noile exigente, promoveazd o restructurare a tematicii universitare, orientatd
pe specii sau pe grup de specii cu particularitafi fiziologice si patologice
comune. Aceasta abordare faciliteaza conexiunile intre diferite aspecte
fiziologice, metabolice, endocrine, patologice, terapeutice, cu posibilitatea de
perceptie a unor imagini de ansamblu, grefate fiecarei specii si totodata
permite studentului o prespecializare pe anumita arii de interes.

Redactarea lucrarii Reproductie, obstetrica si ginecologie canina a avut
in vedere aceste exigente. Considerand cdinele ca pe un viitor animal de
referinta pentru studiul notiunilor de reproductie, unele capitole au fost tratate
mai amplu, materialul avand rolul de a forma o platforma de studiu, pentru
studentii facultatilor de medicina veterinard, pe baza careia sa se poatd
discuta diferentele §i particularitatile reproductive ale celorlalte specii de

animale domestice.

Autorul
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1.1. APARATUL GENITAL LA CATEA
(structura anatomo - histologica)

Aparatul genital la catea - fig. 1* este format din:
o organele esentiale ale sexului — ovarele si din,
o sistemul de cai genitale — oviductele, uterul, vaginul, vestibulul
vaginal si vulva [2, 3, 4, 5, 8, 10].

Aceste formatiuni sunt dispuse in cavitatea pelvind si 1n regiunea sublombara
unde sunt suspendate de douad cute ale seroasei peritoneale, denumite ligamente largi.

Ovarele sunt organe pare, situate aproape simetric in regiunea sublombara, la
nivelul vertebrelor Lz — L4, intre rinichi si extremitatea craniala a cornului uterin. La catea
ovarele au dimensiuni reduse, forma eliptica si o culoare gri-roscat, fiind complet inchise
in bursa ovariana. Ovarele comunicd cu cavitatea peritoneald printr-un orificiu ingust,
dispus medial.

Bursa ovariana, reprezentand dedublarea marginii craniale a ligamentelor largi,
este delimitata de ligamentul propriu al ovarului (mezoovarium), situat medial si de
mezosalpinx, situat lateral. Ligamentul propriu al ovarului este format din doua lame
fibro-elastice, ligamentul utero-ovarian (interpus intre varful cornului uterin si ovar) si
ligamentul suspensor al ovarului (dispus la marginea craniala a ligamentului larg).
Mezosalpinxul este, de asemenea, format din doua lame intre care se gaseste ligamentul
tubo-ovarian.

Structura ovarului.

Albugineea este 0 membrana fibroasa (un epiteliu germinativ de forma cubica)

care captuseste la exterior ovarul.

* femela gestanta
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Fig. 1 Aparatul genito- urinar la citea gestanta (original)

1-vulva

2 — vestibul vaginal
3 —vaginul

4 — cervixul

5 — bifurcatia uterina

Legenda
6 — corn uterin
7 —ovar
8 — bursa ovariana
9 — ligamentul rotund
10 — ligamentul larg

11 — lig. suspensor al ovarului
12 —rinichi

13 — ureter

14 — vezica urinarda
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Tesutul propriu al ovarului cuprinde doud zone:

. zona corticald, contine foliculi in diferite stadii de dezvoltare si
corpi galbeni;

. zona medulard, alcatuitd din tesut fibros in care patrund vase si
nervi.

La nastere, ovarele catelelor contin aproximativ 700.000 de ovocite, numar care
scade la 250.000 de ovocite la pubertate, la 33.000 la varsta de cinci ani, rimanand doar
500 de ovocite la varsta de 10 ani.

Majoritatea foliculilor parcurg fenomenele de atrezie in diferite stadii ale
dezvoltarii foliculare iar ovocitele degenereaza. Dupa pubertate, cate un val de foliculi
ajung sa se dezvolte la fiecare ciclu estral. Majoritate foliculilor ajung pand la un

diametru de 6 mm., dar nu ovuleaza toti [9].

Oviductele constituie portiunea initiala a cailor genitale femele, fiind reprezentate
prin doud conducte inguste, flexuoase, cu o lungime de cca. 6 — 10 cm, dispuse intre
foitele seroase ale mezosalpinxului. Extremitatea ovariand a oviductelor prezintd o
dilatatie in forma de palnie, pavilionul trompei uterine. Pavilionul trompei uterine are o
fata externa cdptusitd de peritoneu si o fatd internd, captusitd cu mucoasa oviductului,
intens pliata — fimbrele trompei uterine, care converg spre orificiul de comunicare cu
cavitatea peritoneala. Extremitatea caudald a oviductului se continud in mod transant cu
varful cornului uterin.

Structura oviductului Oviductul este alcatuit dintr-o seroasa, care se continud cu

foitele mezosalpinxului, o0 musculoasa, formatd din doud planuri de fibre (longitudinal si
circular), si 0 mucoasa, prevazuta cu numeroase falduri longitudinale care astupa aproape

complet lumenul acestui conduct.

Uterul la catea este un organ tubular de tipul bicornual, subseptat (prevazut cu
un pinten intercornual prelungit in interiorul cavitdtii corpului uterin), dispus in cea
mai mare parte in cavitatea abdominala. Uterul este fixat de peretii cavitatii prin
intermediul ligamentelor largi. Din punct de vedere anatomic, uterul catelei are o
portiune bifida situatd cranial — coarnele uterine si o portiune tubulara, situatd caudal,

reprezentatd prin corpul si gatul uterin (cervixul).
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Coarnele uterine, cu o lungime de 15 — 20 de cm, sunt dispuse divergent, avand
aspectul literei “V”, sunt subtiri, cu traiect rectiliniu si un calibru uniform pe toata
lungimea (cavitatile cornuale). Pe fata ventrala a coarnelor uterine se insera ligamentul
larg (de sustinere). Corpul uterin are aspect cilindric, dimensiuni intre 4 i 5 cm si o
cavitate redusa (cavitatea uterind proprie). Pe marginile laterale ale corpului uterin se
insera ligamentele largi. Gatul uterin (cervixul) are aspect cilindric §i un perete gros,
fiind strabatut de un canal foarte Tngust (canalul cervical). Gatul uterin proemina usor
in fundul vaginului — portiunea intravaginald, continudndu-se apoi cu corpul gatului

uterin.

Structura uterului include:

o seroasa, care imbracd in totalitate uterul, prelungindu-se cu
ligamentele largi, cranial pe oviducte si caudal pe vagin;

o musculoasa (miometrul) prezintd trei straturi (circular intern,
vascular, longitudinal extern) si fascicule de fibre care se prelungesc intre lamele seroase
ale ligamentelor largi;

. mucoasa (endometrul).

Ligamentele largi (ligamentum latum) au aspect semicircular si suspenda atat
corpul cat si coarnele uterine. Marginea superioard a ligamentelor largi se inserd pe
peritoneul parietal al regiunii sublombare si pe peretii laterali ai bazinului, iar

marginea inferioard pe corpul si curbura mica a coarnelor uterine.

Din fata laterald a ligamentelor largi se desprinde o duplicatura — ligamentul rotund,

care strabate traiectul inghinal, ajungand sub pielea regiunii respective.

Vaginul impreuna cu vestibulul vaginal si vulva formeaza organul copulator

femel.

Vaginul este un organ musculo-membranos cu aspect tubular (5 — 10 cm),
dispus intre cervix si vestibulul vaginal. Vaginul la catea este plasat in lungul cavitatii
pelvine, uneori depasind marginea anterioara a pubisului. Conductul vaginal 1isi

mareste usor diametrul catre extremitatea caudala.
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Continuitatea vaginului cu vestibulul vaginal este marcata de prezenta meatului
urinar, iar la femelele tinere, care nu au avut contact sexual, de existenta unei cute
mucoase — himenul. Vaginul catelei prezinta un fald dorso-medial postcervical, care

impreund cu peretele vaginal formeaza un pseudocervix.

Structura vaginului:

o seroasa acoperd partial vaginul, rasfringadndu-se, in porfiunea sa
posterioara, pe peretii cavitatii pelvine i pe organele din jur, delimitand fundurile de sac
ale lui Douglas - diafragma pelvina,;

. musculoasa are o structura identica cu a uterului, la extremitatea
posterioara incluzand in componenta sa si fibre musculare striate, provenite din muschiul
constrictor anterior al vulvei;

° mucoasa, relativ groasa, lipsitd de canalele lui Gaertner, prezinta

numeroase pliuri longitudinale, mai evidente pe plafon, in apropierea cervixului.

Vestibulul vaginal este un conduct mixt, genito-urinar, (continuarea directa a
vaginului, iar caudal comunica cu exteriorul prin intermediul vulvei), turtit transversal,
peretii sdi venind in contact unul cu altul in plan median. Pe peretii laterali ai
vestibulului vaginal se gasesc doud mase erectile alungite, mai voluminoase la
extremitatea dorsald si mai subtiri la cea ventrald, care tind sia ajungd la baza
clitorisului. Pe podeaua vestibulului vaginal se gasesc orificiile de deschidere ale
glandelor vestibulare mici, dispuse liniar i convergent catre baza clitorisului. Meatul

urinar este situat in partea anterioara a podelei vestibulului.

Structura vestibulului vaginal:

. mucoasa este neteda si aderenta la stratul muscular;
. submucoasa contine glandele vestibulare mici si bulbii vestibulari;
. musculoasa poseda un strat de fibre netede peste care se adauga

fibre arciforme ale muschiului constrictor anterior al vulvei.
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Vulva reprezinta deschiderea posterioara a vestibulului vaginal, fiind dispusa,
la distanta de anus, sub nivelul arcadei ischiatice. Vulva la catea este formata din doua
labii dispuse vertical. Comisura labiala dorsald este larga si rotunjita, iar comisura
ventrald, care este ascutitd, se continud cu un tubercul conic, prevazut cu un smoc de
par. Clitorisul este un organ erectil adapostit de comisura labiald ventrala. Clitorisul
prezinta un gland redus situat intr-o usoara depresiune — fosa preputiala, fiind acoperit
partial de o cuta mucoasa. Fosa preputiala se prelungeste cranial (1 — 2 cm), sub un

pliu al mucoasei, reprezentand preputul clitoridian.

Structura vulvei:

o mucoasa este continuarea directd a mucoasei vestibulului vaginal;
. corpul cavernos al clitorisului prezinta o albuginee redusa;
. musculoasa include fibre ale muschilor - constrictor posterior al

vulvei (dispus sub forma de sfincter), - suspensor al vulvei, - ischio-cavernosi (redusi).
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1.2. APARATUL GENITAL LA CAINE

(structura anatomo - histologica)

Aparatul genital la caine — fig. 2, este format din:
e gonade (testicululele, dispuse in mod normal in bursele testiculare);
e conductele spermatice - epididim, canalul deferent si uretra;
e glanda anexa a aparatului genital — prostata;

e organul copulator — penisul [2, 3, 4, 5, 8, 10].

Fig. 2. Aparatul genito-urinar la ciine - original

Legenda
1 — preputul 6 — muschiul uretral 11 — rinichiul
2 — glandul penian 7 — prostata 12 —a. 5i v. testiculare
3 — bulbul penian 8 — vezica urinara 13 —inelul inghinal
4 — corpul penian 9 — canalul deferent 14 — testiculul
5 — crus (bratul) penis 10 — ureterul 15 — bursele testiculare
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Testiculele si bursele testiculare

Cainele este, Tn mod normal, un animal exorhid (cu testiculele plasate in afara
cavitatii abdominale). Testiculele (testis, orchis) sunt organe pereche. In perioada
embrionard testiculele se dezvoltd in regiunea sublombard de unde migreaza
extraabdominal prin traiectul inghinal pana in bursele (invelitorile, pungile) testiculare
situate in zona perinecald. Coborarea testiculului prin traiectul inghinal in bursele
testiculare (evaginarea din cavitatea abdominald) se realizeaza in primele 3 saptamani
dupa fatare. Testiculele 1si pastreaza legitura cu cavitatea abdominald prin intermediul
cordonului testicular care ii asigura vascularizatia, inervatia, evacuarea secretiilor
endocrine pe cale vasculara si a spermatozoizilor prin canalele deferente.

Testiculele cainelui au forma ovala, iar volumul si greutatea (masa) sunt dependente
de rasa. Testiculele sunt formate din tesut propriu (parenchim), acoperit la exterior de
albuginee. Albugineea este o membrand fibroasa rezistenta, de culoare albicioasa, care
acopera testiculul pe toatd intinderea, prelungindu-se si pe capul epididimului.

Albugineea trimite spre interiorul testiculului septuri de tesut conjunctiv, care
impart testiculul in lobuli. Septurile, prin convergenta, in zona centrala a gonadei si spre
marginea epididimara a testiculului, dau nastere mediastinului testicular (mediastinum
testi). Fiecare testicul contine 300-400 de lobuli cu parenchim. Pe sectiune parenchimul
testicular la caine apare de culoare cafenie.

Unitatea morfo-functionala a testiculului este reprezentata de tubul seminifer.
Fiecare lobul testicular contine 2-4 tubi seminiferi, cu un calibru de 160-180 microni si 0
lungime de 0,5-1,75 m, ceea ce asigurd o suprafata mare de productie spermatica.
Fiecare tub seminifer prezinta un capat orb situat spre albuginee, pentru ca la extremitatea
mediastinala sa se uneasca cu ceilalti tubi seminiferi care se gasesc in lobulul testicular
respectiv, dand nastere la tubii drepti. Dupa un traseu scurt (0,5 mm), tubii drepti patrund
in mediastinul testicular formand prin anastomozare reteaua testiculara (rete testis).
Aceasta se orienteaza spre capul epididimului si da nastere in afara testiculului la 12-18
canale, numite conuri eferente (ductus efferens), care prin confluare formeaza portiunca
initiala a epididimului. Lungimea totala a tuturor canalelor seminifere atinge 6000 de

metri.
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in tesutul conjunctiv dintre tubii seminiferi sunt localizate celulele interstitiale
(Leydig), aglomerate in jurul capilarelor sangvine, formand o glanda endocrina de tip
difuz cu rol de elaborare a hormonilor androgeni.

Irigatia testiculului este asigurata de catre arterele si venele testiculare. Inervatia
este reprezentatd de filete ortosimpatice provenite din plexul mezenteric posterior si
ramuri parasimpatice din plexul pelvin. Vasele si nervii Impreund cu muschiul cremaster
intern si canalul deferent sunt acoperite de seroasa tecii vaginale, formand cordonul
testicular (funiculus spermaticus).

Histologic tubii seminiferi prezinta o membrana bazala, fina, elastica, intarita la
exterior de fibre conjunctive, fibre oblice si celule conjunctive care prin contractia lor
contribuie la eliminarea spermatozoizilor. Epiteliul atasat membranei bazale este format
din celulele seminale si celulele Sertoli. In perioada genitala celulele Sertoli au o forma
prismatica si sunt dispuse intr-un singur rand pe membrana bazala, cu varful spre lumenul
tubului seminifer. La polul opus (apical), celulele Sertoli prezinta numeroase infundaturi
in care sunt asezate celulele seminale. Celulele Sertoli au rol de nutritie a celulelor
seminale, de fagocitare a resturilor celulare si de a secreta hormonii estrogeni. Celulele
seminale sunt agezate pe mai multe randuri in infundaturile celulelor Sertoli. Celulele
seminale se gasesc intr-o continua evolutie care cuprinde doua etape: spermocitogeneza si
spermiogeneza. In aceste doud etape celulele seminale evolueazi succesiv de la
spermatogonie, spermatocit, spermatida pana la spermatozoid [11].

Bursele testiculare rezulta din suprapunerea a cinci invelitori: scrotul, dartosul,
celuloasa, cremasterul si fibro-seroasa. Aceste formatiuni pot fi sistematizate, tinand cont
de originea si raporturile dintre ele, in trei tunici distincte: externa, mijlocie si interna.

Tunica externa este formata din doua invelisuri (scrotul si dartosul), strans unite si
care provin din pielea si tesutul hipodermic din aceasta zona. Tunica externa este relativ
scurta.

Scrotul este constituit din piele fina, pigmentata si acoperita cu par, in functie de
rasa. Scrotumul este bogat in glande sebacee si sudoripare, constituind o singura punga
pentru ambele testicule. Pe linia mediana se remarca un rafeu, care corespunde aderentei
septumului interdartoic si care imparte punga scrotala in doua jumatati ovoide. Prin fata

sa interna scrotul este in contact cu dartosul.

10
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Dartosul continua tunica abdominala in regiunea testiculara, emite septumul
dartoic, care separa cavitatea dartoica in doua parti si care la suprafata scrotului
corespunde rafeului median.

Tunica medie (celuloasa) este formata din tesut conjunctiv si reprezinta continuarea
la acest nivel a fasciei muschiului oblic extern si a fasciei abdominale profunde,
continuandu-se posterior cu fascia perineala profunda. Este un tesut de legatura intre
tunica dartoica si teaca vaginala. Pe suprafata sa interna se gaseste muschiul cremaster
care descinde din muschiul oblic intern al abdomenului. Contractarea acestui muschi
determina ridicarea brusca a testiculului si tecii vaginale in traiectul inghinal.

Tunica interna este constituita din teaca vaginala comuna sau fibro-seroasa. Ea
deriva din fascia transversa si din peritoneul parietal si are o structura dubla: fibroasa sau
teaca spermatica interna, care provine din evaginarea fasciei transverse a abdomenului;
seroasa, care provine din peritoneul parietal si captuseste fata interna a fibroasei. Seroasa
se rasfrange cranial si imbraca testiculul, cordonul vascular si canalul deferent constituind
foita viscerala si mezoul vaginal. Intre tunica fibroasa si cea seroasa se gaseste muschiul
cremaster intern, destul de redus, format din fibre netede. Tunica vaginala comuna
constituie o punga piriforma, prezentand un corp, un gat lung si usor curbat si un orificiu.
Corpul tunicii vaginale este o cavitate larga numita cavitatea vaginala (cavium vaginale)
in care se gaseste testiculul, epididimul si portiunea vaginala a canalului deferent. Gatul
tunicii vaginale reprezinta un conduct alungit, care prin inelul vaginal si canalul inghinal
comunica cu cavitatea peritoneala. In gatul tunicii vaginale (canalul vaginal) se gaseste

cordonul vasculo-nervos, canalul deferent si vasele limfatice (cordonul testicular).

Conductele spermatice

Epididimul (epididymis) este un organ alungit, prezinta trei formatiuni: capul,
corpul si coada. Baza structurala a epididimului ia nastere prin confluarea conurilor
eferente (ductus efferens), rezultdnd apoi un canal flexuos — canalul epididimar (ductus
epididymis). Epididimul acopera marginea dorso-laterala a testiculului. Capul
epididimului este reprezentat de portiuneca de confluare a conurile eferente. Canalul
epididimar constituie baza anatomica a corpului epididimului. Coada epididimului este
dispusa la polul superior al testiculului. Canalul epididimar asigura maturarea,

depozitarea si transportul spermatozoizilor.
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Canalul epididimar este format dintr-un epiteliu pseudostratificat ciliat plasat pe o
membrana bazala sub care se observa o lama subtire de tesut conjunctiv. Musculoasa este
reprezentata de un strat muscular neted circular, care devine mai gros spre coada
epididimului. Celulele epiteliului epididimar au un rol secretor. La nivelul cozii
epididimului canalul epididimar se largeste si, fara o delimitare precisa, trece in canalul
deferent, care intra in compozitia cordonului testicular.

Canalul deferent (ductus deferens) face legatura intre canalul epididimar si uretra.
La caine el constituie portiunea terminala a cailor genitale propriu-zise Canalul deferent
participa la formarea cordonului testicular si patrunde in cavitatea abdominala prin inelul
inghinal superior, orientandu-se spre gatul vezicii urinare si se deschide pe plafonul
uretrei. Canalul deferent are trei portiuni: funiculara, abdominala si pelvina.

Histologic canalul deferent prezinta o mucoasa captusita cu celule de tip glandular un
strat muscular si o seroasa.

Uretra este un conduct comun al aparatului genital si a celui urinar. Uretra la
mascul are doua portiuni: uretra intrapelvina si uretra extrapelvina.  Portiunea
intrapelvina este delimitatd anterior de gatul vezicii urinare si posterior, de arcada
ischiatica.

Peretele uretrei pelvine este format din mucoasa, stratul vascular (cavernos) si
musculoasa. Stratul cavernos este constituit dintr-un plex bogat de vene foarte ramificate,
reprezentand un adevirat tesut erectil. In testutul conjunctiv dintre vene se gasesc
numeroase fibre musculare netede. In timpul excitatiei sexuale corpul cavernos se umple
Cu sange, se tumefiaza, largind lumenul uretrei si inlesnind deplasarea spermei. Portiunea
extrapelvina sau uretra peniana se intinde de la arcada ischiatica pana la varful penisului,

unde se deschide prin meatul urinar.

Glanda anexa a aparatului genital

Prostata este unica glanda anexa a aparatului genital la caine. Prostata este
voluminoasa, rotunjita si este formata dintr-o portiune aglomerata, plasata la exteriorul
uretrei §i dintr-o portiune diseminata plasatd la interior In peretele uretrei pelvine.
Portiunea externd, aglomeratd formeaza corpul prostatei care la caine este foarte
dezvoltat, cu aspect bilobat datorita unui sant ce brazdeaza fata dorsald a prostatei si
datorita capsulei ce trimite in plan median un sept. Portiunea diseminatd a prostatei se

reduce la cativa lobuli glandulari rasfirati in peretele uretrei.

12
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Prostata este dispusa pe gatul vezicii urinare, la nivelul originii uretrei si lanivelul
terminal al canalelor deferente. Ea ocupa o pozitie retro-peritoneald si doar portiunea sa
cranio-dorsala este acoperita de peritoneu ; dorsal vine in contact cu rectul, iar ventral cu
simfiza pubiana si peretele abdominal.

Pozitia prostatei variaza in functie de varsta animalului. La tineretul pand la doua
luni prostata ocupa o pozitie intraabdominala, intre doua luni si pubertate se localizeaza
in Intregime in cavitatea pelvind, iar o data cu Tnaintarea in varsta, glanda prostatd poate
sda ajungd din nou in cavitatea abdominala. Marimea si greutatea prostatei variaza in
functie de : rasa, varsta si talia animalului, precum si de faptul daca masculul a fost
castrat sau nu.

Fluidul prostatic reprezinta componenta majora a spermei, la cdine reprezentand
90-95% din volumul total al ejaculatului. Prostata secreta fluidul prostatic sub control
hormonal si sub directa stimulare a sistemului nervos parasimpatic, iar expulzia acestuia
in uretra este stimulata de catre sistemul nervos simpatic.

Unul din rolurile importante ale fluidului prostatic este acela de a mari volumul
ejaculatui, favorizand astfel transportul spermei. Acesta declanseaza si miscarile active

ale spermatozoizilor din ejaculat.

Organul copulator

Penisul (penis) este organul copulator al masculului, fiind alcatuit din radacin,
corpul si glandul penian. Penisul la caine are o lungime de 15-20 de cm, portiunea libera
reprezentand cam jumatate din lungimea totala. Corpul cavernos, baza anatomica a
portiunii fixe a penisului, are o forma conica, cu un sant ventral in care se gaseste uretra,
un rafeu longitudinal complet (doi corpi cavernosi). La nivelul portiunii libere, corpul
cavernos este inlocuit de osul penian cu lungimea de 8-12 cm, care are forma conica, este
prevazut cu un jgheab longitudinal ventral pentru uretra si se termina anterior printr-un
cordon fibros ce ajunge pana la varful penisului. Osul penian este acoperit in totalitate de
expansiunea tesutului erectil (spongios) al uretrei care formeaza un gland foarte dezvoltat.
Glandul se ingusteaza la mijloc, formand astfel partea anterioara, parte alungita a
glandului, iar in partea posterioara se afla situati bulbii glandului.

Bulbii glandului sunt foarte dezvoltati si intrarea lor in erectie, dupa intromisiune,
asigura (alaturi de contractia musculaturii vestibulului vaginal al femelei), prelungirea

actului coital.
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Varful glandului este ascutit, orientat in jos iar sub el se deschide uretra.

Preputul sau furoul (praeputium) reprezinta o cuta a pieii abdomenului in care este
adapostita portiunea libera a penisului. Are forma unei cavitati tubulare, prevazuta la
extremitatea craniala cu o deschidere circulara — orificiul preputial, iar cea posterioara
este inchisa, ca un fund de sac. Ca structura, preputul este format din tegumentul extern,
reprezentat de pielea regionala care are un smoc de par la orificiul preputial. Tegumentul
intern, constituie foita parietala a preputului si foita viscerala care se rasfrange pe
mucoasa penisului. Lamina interna este bogata in glande sebacee modificate. Caudal de
cavitatea preputiala, foita parietala se transforma in foita viscerala, lipsita de formatiuni

glandulare si care imbraca penisul. Aceasta foita este foarte fina si face glandul penian

foarte sensibil.

10.

11.

12.
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Cap. 2. CICLUL SEXUAL
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CICLUL SEXUAL LA CATEA

Ciclul sexual reprezinta ansamblul modificarilor morfologice si fiziologice care au loc
la nivelul intregului organism femel, dar in mod evident in sfera genitald, modificari care se
produc intotdeauna in aceasi ordine si se succed periodic. La femelele animalelor domestice,
incepand cu pubertatea si pana la climacterium, aparatul genital functioneaza ciclic [32].
Fiziologic, ciclul sexual este intrerupt numai de gestatie.

Manifestarea ciclului sexual la cétea are loc sezonier, la majoritatea raselor de caini
existand doua sezoane pe an, primavara si toamna — fapt care in literatura de specialitate este
unanim acceptat. La catea caldurile apar sezonier, intr-un sezon reproductiv manifestandu-se
un singur ciclu estral [3, 8, 21, 46]. Unii autori [20, 37, 44] considera cateaua animal diestric,
iar altii [19, 21, 28, 46] monoestric. Unele rase de caini, de talie mica, pot prezenta mai multe
cicluri estrale intr-o perioada. Existd rase, dar mai ales indivizi, care prezintd o singura
perioada estrala pe an.

In literatura de specialitate [9] existd controverse in ceea ce priveste terminologia si
durata stadiilor ciclului sexual. Aceste controverse pornesc de la alegerea arbitrara, de catre
fiecare autor, a criteriilor de delimitare a stadiilor ciclului estral — tabelul 1. Durata ciclului
sexual variaza in functie de rasa si individ [3, 46] — tabelul 2.1.

Neconcordantele intre opiniile diferitilor autori sunt evidente. Diferentele reflecta, de
cele mai multe ori, variatiile individuale sesizate la aceastd specie care este puternic
influentatd de factori, precum: clima, lungimea zilei-lumind, statusul social si nutritia. La
catea, factorii sociali, ca de exemplu prezenta unei femele in calduri, poate induce estrul la
alte catele, in timp ce factorii stresanti (aglomerarea) suprima estrul [48].

Controlul fotoperiodic al estrului a fost evidentiat la rasa Basenji [27, 60]. Cateaua
poate intra in estru si fata Tn orice moment al anului, desi unii autori [29, 42, 60] sustin
prezenta unui varf in sezonul de primavara. Tedor J.B. si Reif J.S. — 1978 [60] arata ca
distributia sezoniera a ciclurilor estrale este influentata puternic de clima; desi la majoritatea
raselor se constata o frecventa mai ridicata primavara, exista rase care intra in estru si fata mai
frecvent toamna. Alti autori [33, 59] sustin cd temperatura influenteaza intervalul interestral
care este mai lung in zonele geografice cu clima rece, comparativ cu durata intervalului

interestral in zonele geografice cu clima calda.
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Tabelul 2.1
Terminologia stadiilor ciclului estral
(dupa Christiansen 1.J. — 1984 [9])

PROESTRU METESTRU ANESTRU AUTORUL

Proestru Metestru Anestru | 'Evans & Cole 1931
2 Andersen & Simpson

1973

Proestru Diestru Anestru Holst &  Phemister
1975

Proestru Metestru | Diestru Anestru Stabenfeldt &  Shille
1977

Proestru Metestru | Pseudogestatie | Anestru Mc Donald 1975
gestatie

d. Q C. g
ovulatie Y durata metestrului 80 —90 de zile
incetarea acceptarii masculului 2 durata metestrului 140-155 de zile

incetarea functionarii corpului galben

o ooTw

regenerare terminatd

Intervalul interestral este semnificativ prelungit dupa fatare [21, 42]. Montele
nefertile ca si absenta montei nu influenteaza durata intervalului interestral [21]. Linde—
Forsberg C. si Wallen A. — 1992 [42], analizand 319 intervale interestrale la catele din trei
rase (Copoi, Ciobanesc german, Labrador) constatd ca fazele de calduri au fost uniform
distribuite pe tot parcursul anului (indiferent de anotimp) pentru catelele intretinute in
apartament, iar la catelele intretinute in canise (in mediu exterior, fard caldura sau lumina

suplimentard) au aparut diferente semnificative intre lunile anului, cu un varf in luna mai.
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Tabelul 2.2

Durata fazelor si stadiilor ciclului sexual la catea
(dupa Cernescu H. — 1995, modificat)

Faza Stadiul Durata in zile, dupa diversi autori

ciclului ciclului | wrialot, | Jones si | Nellis, | Anne-Rose | Dumitrescu si

estral
1984, Joshua, 1995 Gunzel, colab., 1982

1 1 )
985 088 999 Lunca si colab.,

1971
Proestru | 7-10 9 medie | 7-10 4-7 3-15
Foliculara 2-27
Estru 5-10 4-7 9 medie | 7-10 8-14 3-10
3-21
Total faza folicularad 12-20 12-20 18medie | 14-20 12-21 6-25
(faza de cilduri) 5-48
Metestru | 110-140 | 42-70 90medie | 140 30-60 110-140
Luteala Anestru | 30-180 105 medie | 75medie | 30-90 90-120 150-250
Total faza luteald 140-320 | 147-175 165 170-230 120-180 260-390
Total ciclu sexual 160-340 | 170-195 255 184-250 132-210 266-415

Catelele care beneficiaza de o alimentatie si intretinere corespunzatoare pot manifesta
cicluri estrale tot timpul anului [3]. Sokolowski J.H. si colab. — 1977 [59] precizeaza durata

perioadei interestrale la cateva rase de caini — figura 2.1.

250 OBeagle
200 @ Basset
15017 OBoston terrieT
zile LoV 0 Co§ker spaniel
50¥ a Pek|.nez
O Caniches toy
’ B Ciobanesc germ.

rase

Fig. 2.1. Durata perioadei interestrale (dupa Sokolowski si colab. — 1977 [9])
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2.1. REGLAREA NEUROHORMONALA A CICLULUI SEXUAL LA
CATEA

Reglarea neurohormonala a ciclului sexual la catea se realizeaza conform schemei
generale, comuna tuturor speciilor de mamifere cu ovulatie spontand [21]. In aceasta

reglare intervin: sistemul nervos, hipofiza si gonadele.

Hormonul de eliberare a gonadotropinelor, GnRH (Gonadotropin Realising
Hormone), secretat de centrul tonic si ciclic din hipotalamus [3], ajunge pe calea sistemului
port hipotalamo-hipofizar pana la hipofiza, unde activeaza secretia de gonadotropine: FSH
si LH [11, 12, 21]. Secretia de Gn-RH este controlatd nervos si hormonal [2]. Stimuli
senzitivi ca vazul, auzul, mirosul, sunt capabili sd stimuleze secretia de Gn-RH. In
colectivitati, prezenta unei femele in estru poate antrena o modificare a activitatii sexuale a

celorlalte femele [21, 42, 61].

FSH-ul (Folliculo Stimulating Hormone) si LH-ul (Luteinizing Hormone) sunt
eliberati 1n circulatia sangvind generald si au ca tintd foliculii ovarieni, unde vor determina
sinteza estrogenilor si / sau progesteronului. FSH-ul, secretat de lobul anterior al hipofizei
este responsabil de cresterea si maturarea foliculara [40, 41]. El induce secretia estrogenilor
de catre teaca interna a foliculilor [21].

LH-ul activeazd si finalizeazd maturarea foliculilor, provoacd ovulatia si formarea
corpului galben pe un ovar sensibilizat in prealabil de FSH. In plus, stimuleaza sinteza
steroizilor de catre celulele ovariene specializate pentru aceasta secretie. FSH-ul si LH-ul sunt
secretati Tn permanentd la un nivel bazal, peste care, preovulator se adaugd un varf de FSH si
LH care corespunde secretiei ciclice.

Alternanta celor doua secretii este asigurata, pe de o parte de catre hipotalamus, si pe
de alta parte, de citre hormonii gonadici (steroizii sexuali). In reglarea activitatii hipotalamo-

hipofizare intervin atat hormonii secretati de hipofiza cat si steroizii sexuali prin mecanisme

de feed-back.
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Se poate distinge:

e un feed-back scurt, negativ, exercitat de catre FSH si LH asupra
producerii de Gn-RH;

e un feed-back lung realizat de catre steroizii sexuali asupra secretiei
hormonilor hipotalamici.

Estrogenii, in concentratii crescute in timpul proestrului, exercitd un feed-back pozitiv
asupra secretiei de Gn-RH, respectiv asupra secretiei de FSH si LH, ceea ce se traduce prin
varful (“peak-ul”) de LH.

Progesteronul, in concentratii ridicate, inhiba secretia gonadotropinelor si a factorului

lor reglator, Gn-RH [21, 36].
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2.2. DINAMICA CONCENTRATIILOR HORMONALE iN FUNCTIE
DE STADIILE CICLULUI SEXUAL

Proestru

Concentratia plasmatica de 17 B estradiol creste lent cu aproximativ cinci saptamani
inaintea aparitiei estrului [22] si rimaéne relativ stabild pani la inceputul proestrului. In
primele sase — sapte zile ale proestrului se constatd o crestere rapida a concentratiei 17 — B —
estradiolului. Dupa unii autori [10, 49, 65], concentratia maxima a 17 —  — estradiolului se
realizeaza cu una — doua zile inaintea sfarsitului de proestru si isi incepe declinul cand femela
accepta masculul. Concentratia sangvind a 17 — B — estradiolului atinge valori de 75,1 + 16,4
pg / ml [10]. Christie D.W. si colab. — 1981 cit. de lvana F. - 1999 [38] au observat la 30 de
femele din diferite rase (Rottweiler, Ciobanesc german, Boxer, Caniche, Basett), niveluri
maxime de 17 — B — estradiol in a 5-a zi a proestrului: 110 pg / ml.

Secretia progesteronului este la nivel bazal (0,4 — 0,6 ng / ml) in primele zile ale
proestrului [21, 22, 51, 52] dupa care se constata o crestere usoara (2 — 4 ng / ml), [21, 64].
Aceasta crestere este corelata cu luteinizarea preovulatorie a foliculilor ovarieni [64].

Nivelul LH-ului inregistreaza cresteri semnificative, atingand apogeul in aceasta faza
[21].

Estru

Concentratia sangvina a estrogenilor scade, ajungand la valori apropiate de cele
bazale: 18 — 21 pg / ml [11, 21]. La aproximativ 24 de ore dupa vdrful estrogenilor, se
inregistreaza concentratia maxima a LH — ului (10 — 50 ng / ml [21]. Acest varf al
concentratiei sangvine de LH este urmat imediat de declinul concentratiei serice a 17 — B —
estradiolului si concomitent creste si concentratia de progesteron [11]. Concentratia serica a
17 — B — estradiolului revine la nivelurile bazale in sase pana la noua zile dupa varful de LH
[49, 65].

Progesteronemia creste progresiv inainte de ovulafie, aceasta constituind o

particularitate esentiala a fiziologiei sexuale la catea [21, 46, 54].
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Unii cercetdtori [49, 56] afirma ca vdrful de LH se produce in prima zi a estrului. Altii
[10, 64] nu coreleaza varful de LH cu debutul estrului. La catea, vdrful preovulator de LH este
prelungit, comparativ cu alte specii. Valoarea maxima a concentratiei sangvine de LH se
mentine 48 — 72 de ore [21] sau chiar 96 de ore [49, 64].

Varful de FSH apare la 24 — 48 de ore dupa varful LH-ului.

Ovulatia la catea se poate produce in intervalul de timp de 0 — 96 de ore dupa vdrful de
LH, desi cele mai multe ovulatii au fost semnalate in intervalul 24 — 72 de ore dupa
inregistrarea concentratiei serice maxime de LH [50, 64].

Ovulatia este un proces biologic ciclic, care constd in eliberarea ovocitei apte pentru
fecundare din foliculul ovarian matur. Mecanismul de reglare si control al ovulatiei este
complex, etajat, autoreglabil, avind componente cortico-hipotalamo-hipofizo-ovariene, de
naturd hormonala si biochimica [3].

In timpul fazei de crestere si dezvoltare foliculard, ovocita riméne blocati in profaza
primei diviziuni meiotice, care a fost initiatd imediat dupa nastere. La majoritatea speciilor de
mamifere, diviziunea meiotica se reia dupa instalarea pubertatii, finalizindu-se cu extruzia
primului globul polar, moment in care ovocita devine “secundara”. Ulterior, este initiatd a
doua diviziune meioticd, ce va rimane blocatd in metafaza. In acest stadiu ovocita este apti
pentru ovulatie si fertilizare [31]. Reluarea diviziunii meiotice a ovocitului, in urma careia va
rezulta ovulul si al doilea globul polar, are loc in timpul fecundatiei [3].

Ovulatia decurge, la majoritatea mamiferelor, cand ovocita ajunge in metafaza celei de
a doua diviziuni meiotice. La catea, in momentul ovulatiei se elibereaza ovocita primara,
imatura, in stadiul de debut al primei diviziuni meiotice [24, 26, 33, 34, 35, 57, 58]. Etapele
urmatoare ale maturarii ovocitei au loc in oviduct [26], in 48 — 60 de ore [53]. Ovocitele
mature pot fi fertile peste 200 de ore de la ovulatie [62]. Smith si McDonald — 1971 cit. de
England C.G.W. si Yeager A.E. — 1993 [25] au observat ca, in majoritatea cazurilor, ovulatia
la catea decurge la aproximativ 24 de ore dupa descarcarea hormonului luteinizant (LH), in
timp ce Concannon P.W. si colab. — 1977 [11] afirma cad ovulatia se produce la sfarsitul
intervalului de 38 — 44 de ore dupa vdarful de LH. Dupa Dumon C. si Fontbonne, A. — 1992
[21], ovulatia se produce, constant, la doua zile dupa varful de LH, sau in momentul vdrfului
de FSH, a carui dozare este insa dificila. Alti autori [4, 43] afirma ca ovulatia se declanseaza

dupa 24 — 96 de ore de la varful nivelului plasmatic al LH-ului.
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Studii privind acuratetea estimarii momentului ovulatiei au fost limitate la investigatii
laparascopice [65] sau ultrasonografice [23, 25]. Conform acestor studii la 15 catele, 93,5%
dintre foliculi suferisera dehiscenta dupa 96 de ore de la varful de LH, cu o incidenta crescuta
(77,2%) la 24 — 72 de ore dupa varful de LH.

Ovulatia dureaza 36 — 48 de ore, in functie de numarul foliculilor maturi [21, 29].

Dupa ovulatie, formarea corpilor galbeni determind o crestere importantd a
concentratiei sangvine de progesteron, valorile inregistrate la patru zile dupa vdrful de LH
variind intre 8 — 10 ng / ml [8] iar la opt zile dupa vdrful de LH fiind de aproximativ 15 ng /
ml [7, 21].

Metestru (diestru)

In metestru, concentratia serici de progesteron continui si creasca, atingand valori
maxime (20 — 50 ng / ml) intre 10 — 20 de zile dupa vdrful de LH [10] sau intre 10 — 25 de zile
dupa varful de LH [21]. Aceste valori se mentin in platou, timp de 20 de zile, dupa care, in
urmatoarele 5 - 6 sdptamani concentratia sericd de progesteron scade treptat, ajungand la
valori bazale [10, 22, 49, 56].

Corpii galbeni la catea prezinta, fatd de alte specii, o particularitate, secretia de
progesteron atingand niveluri ridicate atat in cazul instalarii gestatiei cét si in absenta acesteia
[21, 36, 54]. Scaderea concentratiei sangvine de progesteron, pe parcursul fazei luteale, la
catelele negestante, este variabild si dependenta de regresia corpilor galbeni. Progesteronul
scade lent pana la niveluri bazale de 1,0 ng / ml sau chiar sub aceasta valoare in 70 — 80 de
zile, dupa vdrful preovulator de LH [1, 21, 56]. La cateaua gestanta, se produce o scadere

brutald a progesteronemiei, cu doua zile inainte de parturitie [14, 15, 16, 21, ].

Anestru

Acest stadiu este definit ca o perioada de “liniste” sexuala, care poate dura 2 — 10 luni.
Anestrul se caracterizeaza prin uscarea mucoasei vaginale si subtierea peretelui vaginal.

Pe tot parcursul anestrului LH-ul si FSH-ul se secreta continuu, la nivelul
concentratiilor lor bazale. Progesteronemia este minima (0,64 + 0,2 ng/ml) ca si estrogenemia

(14,7 £ 2,9 pg/ml), [21].

25



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

S-au observat unele modificari ale concentratiei de LH si de estrogeni, in special
inaintea proestrului. Cateva vdrfuri “accesorii” de LH ( 2 — 5 ng/ml), au fost associate adesea
cu cresteri ale concentratiei de FSH [21, 39].

Concentratia plasmaticd de 17 B — estradiol creste progresiv cu aproximativ cinci
saptdmani naintea ciclului estral [22, 63] si apoi ramane relativ stabila pana la inceperea
proestrului. Concentratia de 17 B — estradiol este de 7 — 13 pg/ml in ultima parte a anestrului.
Concentratia maxima de 17 B — estradiol oscileaza intre 17,2 pg/ml si 97,7 pg/ml la inceputul

sau chiar inaintea proestrului.
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2.3.  MODIFICARI MORFOLOGICE SI METABOLICE ALE
EPITELIULUI VAGINAL SUB INFLUENTA HORMONILOR
STEROIZI

Vaginul reprezinta, din punct de vedere fiziologic, organul copulatiei, conductul prin
care se expulzeaza fatul si totodata, un canal de drenaj al secretiilor tubare, uterine, cervicale
[55].

Privit multd vreme numai ca o cale de acces spre organele genitale interne, vaginul
este actualmente considerat un receptor al hormonilor ovarieni [6, 47].

Vaginul are peretele format din trei tunici:

e tunica externa (adventicea);

e tunica medie (musculoasa), formata din fibre musculare netede, dispuse
pe doua straturi: intern (circular) si extern (longitudinal);

e tunica interna (mucoasa), constituitd dintr-un epiteliu pluristratificat,

pavimentos §i un corion.

Epiteliul este reprezentat de patru straturi:

» stratul bazal (germinativ), format din celule cubice, de 6 — 8 pu, cu
citoplasma intens bazofila, dispuse pe un singur rand;

» stratul parabazal, format din celule de 10 — 12 p, cu citoplasma intens
bazofila, cu nucleu veziculos;

» stratul intermediar cuprinde mai multe randuri de celule mari, de 20 —
40 p, cu citoplasma bazofila, bi- sau policroma, cu nuclei veziculosi hipercromatici;

» stratul superficial, format din mai multe randuri de celule de 50 — 80 p,
cu nuclei picnotici si citoplasma acidofild. In structura acestui strat existd si celule
degenerate, fara nucleu (cruste sau scuame) [6, 18].

Corionul, conjunctiv-dens, este bogat vascularizat si prezintd numerosi corpusculi

senzitivi i foliculi limfoizi. Epiteliul vaginal este unul dintre tesuturile “tintd” ale hormonilor

ovarieni [50].
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Hormonii ovarieni (estrogenii si progesteronul) determind modificari structurale si
metabolice la nivelul mucoasei vaginale [18]. Examenul histologic al mucoasei vaginale a pus
in evidenta la nivelul acestui “receptor”, modificari caracteristice diferitelor stari functionale
ale ovarelor [47].

Boitor, 1. — 1979 [6] imparte efectele fiziologice ale hormonilor sexuali in efecte
ordinare (cresteri somatice si vasculare ale unor organe) si efecte specifice (asupra
metabolitilor, sistemelor enzimatice si sistemului nervos). In general, estrogenii au un efect
stimulativ asupra cresterii i activitatii aparatului genital, producand hiperemie si o stimulare
a proteosintezei, pe cand progesteronul reduce vascularizatia, cresterea si activitatea
musculara [6]. Hiperemia indusad de estrogeni este responsabila de hemoragiile proestrale la
catea.

Epiteliul vaginal este supus modificarilor caracteristice determinate de hormonii
sexuali: cresterea mitozei, proliferarea (stratificarea) epiteliului vaginal, apoi cheratinizarea si
eliminarea celulelor care sunt indepartate de pe membrana bazald [6]. Estrogenii determina
proliferarea intensd a epiteliului vaginal. Proliferarea se traduce prin Ingrosarea straturilor
bazale si intermediare, prin cresterea numarului si prin cresterea volumului celulelor.
Straturile superficiale cresc de asemenea in indltime [47]. Structura histologica a vaginului
este determinata de gradul impregnarii hormonale estrogenice. Cu cét activitatea estrogenica
este mai pronuntatd si prelungita, cu atdt numarul de straturi celulare creste iar numarul
leucocitelor este mai redus [6].

Sub actiunea estrogenilor, celulele vaginale se incarcd cu glicogen si lipide.
Glicogenul apare sub forma de granulatii in stratul intermediar si ca o infiltratie difuza in
stratul superficial [47]. Cantitatea de glicogen este variabila in diferite segmente ale vaginului;,
cea mai ridicata gasindu-se in treimea superioara a vaginului [47]. Cantitatea de glicogen este
maxima in perioada de ovulatie. Acumularea glicogenului determind, pe de o parte,
modificarea pH-ului celular care devine acid, favorizand moartea si exfolierea celulelor, iar pe
de alta parte, modifica si pH-ul secretiilor vaginale, care devin acide [6]. Estrogenii determina
si o scadere a rezistentei electrice a mucoasei vaginale [6].

Progesteronul impiedica proliferarea si cheratinizarea determinatd de estrogeni [6],
epiteliul vaginal reducindu-se in inidltime. In perioada de activitate a corpului galben
cantitatea de glicogen scade, pH-ul secretiilor vaginale devenind alcalin. Progesteronul, intr-

un anumit raport cu estrogenii, produce “mucificatia” epiteliului vaginal [6].
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Modificarile morfologice si metabolice ale epiteliului vaginal, dependente de actiunea

hormonilor ovarieni, atestd rolul de receptor hormonal al acestui epiteliu [5, 6, 31].

Susceptibilitatea epiteliului vaginal la actiunea steroizilor ovarieni std la baza utilizarii

frotiului vaginal ca mijloc de diagnostic al starii functionale a ovarelor [5].
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3.1. FROTIUL CITOVAGINAL

Citologia vaginala reflecta profilul hormonal, permitand monitorizarea ciclului
sexual, analiza diferitelor stadii ale cicului §i precizarea perioadei optime pentru monta
sau Insamantare artificiala.

Prezenta spermatozoizilor in frotiu permite confirmarea montei [23, 52]. Un
diagnostic precoce al gestatiei se poate stabili cu ajutorul indicelui acidofil. Varfurile
foarte scazute, sub 0,1 ale indicelui acidofil la inceputul metestrului pledeaza pentru o
monta sau insamantare artificiala fecundanta.

Disendocriniile pot fi detectate prin citologie vaginald; de exemplu un
hiperestrogenism determinat de prezenta unor chisti sau tumori ovariene.

Vaginitele cronice sunt acompaniate de prezenta macrofagelor si limfocitelor in
frotiul vaginal. Se impune in cazul acestor frotiuri o corelare cu stadiul ciclui sexual,
cunoscandu-se prezenta in mod fiziologic a neutrofilelor in metestru. Totusi, abundenta
neutrofilelor pe frotiu este relevantd in cazul vaginitelor. Acelasi aspect al frotiului este
semnalat i in cazul metritelor. Diagnosticul diferential intre vaginitd i metrita nu se
poate face doar pe baza frotiului vaginal [23]. Neutrofilele prezente pe un frotiu vaginal
pot avea o origine uterind sau chiar urinard, ceea ce impune un examen general al
animalului si analize complementare [52]. Leucocitele prezente in numar mare intr-un
frotiu vaginal ca si prezenta celulelor anormale orienteaza diagnosticul, indicand fie o
infectie, fie o leziune traumatica a vaginului sau a uterului [23]. Iritatiile cronice sau
utilizarea frecventa a produselor antiseptice pot antrena o cheratinizare a celulelor
epiteliale superficiale. In timpul avortului sunt observate in frotiu celule trofoblastice.
Pigmentii placentari pot fi prezenti in distocii, avort tardiv sau In timpul travaliului la
catea [52]. Pigmentii placentari provin din degradarea elementelor sangvine pe care le

contine hematomul marginal caracteristic placentei carnasierelor.
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3.1.1. Tehnica efectuarii frotiului citovaginal

Realizarea frotiului citovaginal include urmatoarele etape: prelevarea, fixarea,

colorarea si interpretarea.

Prelevarea si etalarea

Prelevarea mucusului vaginal pentru realizarea frotiului citovaginal se face prin

mai multe metode:

= aspirare [3, 9]. England, G.C.W. — 1992 [29] descrie 0 metoda de
aspirare a mucusului vaginal (adaptarea metodei lui Allen si
Dagnall — 1982 [4]): o pipetd de inseminare sterild se introduce in
vagin, directiondnd-o cu grija prin vestibulul vaginal (in sus) si
apoi 1n directie orizontald cat mai departe posibil (portiunea
anterioard a vaginului fiind cea mai receptivd la actiunea
hormonilor ovarieni — [8]). O seringa de 5 ml se ataseaza, prin
intermediul unui tub de cauciuc la pipetd si se aspird. Fluidul
colectat se pune pe o lama de microscop, care se inclind pentru a
realiza o ntindere uniforma sub forma de pelicula subtire.

= recoltare cu un betisor cu vata [17, 22, 23, 36, 48, 49, 50]; O
ansa de recoltare (betisor cu vata, steril) umezitd cu una — doua
picaturi de solutie cloruro-sodica izotond, se introduce pand in
portiunea anterioara a vaginului, unde este rotit, de doua — trei ori
pe peretii vaginului, apoi este retras din caile genitale. Imediat , se
realizeaza etalarea prin rostogolirea (rularea) betisorului pe lama de
microscop [17, 22, 23, 36, 48, 49, 50].

» spalare [29]; O pipeta de inseminare sterild se introduce in
vagin, directionand-o cu grija, depasind vestibulul vaginal. Cu 0
seringa de 5 ml, atasata, prin intermediul unui tub de cauciuc la
pipetd, se introduce, in vagin (1 — 4 ml), solutie cloruro-sodica
izotona (dependent de talia catelei), care dupad cateva miscari de
aspirare — refulare, se aspira, concomitent extragand din vagin si

pipeta. O parte din fluidul colectat se pune pe o lama de microscop,

35



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

care se inclind pentru a realiza o intindere uniforma sub forma de
pelicula subtire.

= raclare [34]; O chiureta sterila se introduce in vagin, pana in
portiunea anterioara a acestuia, unde se dirijeazd cu partea activa
spre plafonul cavitatii vaginale si printr-o miscare liniard, fara a
exercita o presiune exageratd (miscare de profunzime) asupra
manerului chiuretei, se racleaza (razuie) o portiune din mucoasa
vaginala, recoltdnd mucusul vaginal. Dupa extragerea chiuretei, din
materialul recoltat se preia o parte cu o ansa de insdmantare si se
etaleaza, intinzandu-se uniform pe o lama de microscop.

Metodele de recoltare a mucusului vaginal pot determina diferente intre
“populatiile” de celule recoltate, generand variatii de interpretare. Facilitati si neajunsuri
se regasesc la toate metodele, motiv pentru care, alegerea metodei de prelevare va fi

Metoda de prelevare cu betisorul este rapida si usor de realizat, dar reclama o
atentie deosebitd. Recoltarea secretiei din regiunea vestibulard sau din fosa clitoridiana,
unde morfologia celulelor difera fatd de portiunea anterioarda a vaginului, poate genera
erori Tn “citirea” frotiului [36, 52, 55]. Utilizarea unui speculum ofera garantia prelevarii
celulelor din portiunea anterioara a vaginului. England C.G.W. — 1992 [29] este de parere
ca tehnicile de spalare a vaginului pot antrena celule din zonele cele mai adanci ale
faldurilor mucoasei, care nu sunt reprezentative. Evans W.S. si Savage S.W. — 1970 [34]
sustin superioritatea rezultatelor obtinute in cazul prelevarii prin raclarea mucoasei

vaginale fatd de prelevarile prin spalarea vaginului sau aspirare.

Fixarea
Fixarea are ca scop: oprirea instantanee a fenomenelor vitale din tesuturi si celule,
impiedicarea alterarilor celulare si tisulare prin prevenirea fenomenelor de autoliza si
pregatirea pentru colorare electiva [63]. Se pot utiliza agenti fixatori fizici (caldurd) sau

chimici. In functie de metoda de colorare se va alege fixatorul.
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Colorarea
Numeroase coloratii sunt la dispozitia realizatorului frotiurilor vaginale. Alegerea
de rapiditatea realizarii sau, in anumite cazuri, de stabilitatea coloratiei in timp [52].
In practica, doud coloratii sunt frecvent utilizate: coloratia May — Griinwald —

Giemsa si coloratia Harris — Shorr.

Coloratia May — Griinwald — Giemsa (M.G.G.) si variantele sale, sunt cel mai
frecvent utilizate. Prin aceastd metoda sunt foarte bine evidentiate celulele sangvine si
nucleul celulelor epiteliului vaginal. Dezavantajul metodei constd in faptul ca celulele
vaginale pot fi apreciate doar dupa criteriul morfologic, evidentierea afinitatii tinctoriale
nefiind posibila [23, 52]. Nucleul se coloreaza in rosu — violet iar citoplasma se coloreaza
in albastru de diferite nuante, in functie de cantitatea de ARN [58]. Eritrocitele apar
colorate in rosu caramiziu, iar nucleul leucocitelor in albastru — violet.

1. Metoda de colorare May — Griinwald — Giemsa varianta utilizatd in Romdnia [63]

Prepararea colorantului:

- May — Griinwald pulv. 0,109

- Giemsa pulv. 0,20g

- Albastru de toluidina 0,01g

- Alcool metilic 100 ml
Colorarea:

- imersia frotiurilor, timp de 5 minute, in solutia MGG preparata anterior;
- spalarea frotiurilor, timp de 5 minute, intr-un recipient cu apa distilata;
- spalarea continua (sub jet), timp de 5 minute cu apa distilata;

- uscare la aer.

2. Metoda de colorare May — Griinwald — Giemsa varianta Tznack | [58]

Colorarea:
- frotiul se acopera (prin picurare) cu solutia May — Griinwald pura si se asteaptd timp de
2 minute;
- se adauga peste frotiu aceasi cantitate de apa distilatd (pH-7) si se asteapta timp de 3

minute;
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- se scurge frotiul fara a fi spalat;

- frotiul se acopera (prin picurare) cu solutia Giemsa si se asteapta timp de 2 minute;

- se adauga peste frotiu aceasi cantitate de apa distilatd (pH - 7) si se asteapta timp de 3
minute;

- spalarea continua (sub jet), timp de 5 minute cu apa distilata;

- uscare la aer.

3. Metoda de colorare panoptica Pappenheim (May—-Griinwald-Giemsa),[ 63]
Prepararea colorantilor
e Solutia May — Griinwald
- Eozinat de albastru de metilen 0,259
- Alcool metilic pur, neutru 100 ml
e Solutia Giemsa
- la 2 ml apa distilata se pun 2 sau 3 picaturi din solutia Giemsa mama.
Colorarea:
- frotiul se acopera (prin picurare) cu solutia May — Griinwald si se agteapta timp de 5
minute;
- se adauga peste frotiu aceasi cantitate de apa distilata si se asteaptd timp de 1 minut;
- se scurge frotiul fara a fi spélat;
- frotiul se acopera (prin picurare) cu solutia Giemsa si se asteapta timp de 40 — 45 de
minute;
- spalarea continua (sub jet de apa curgatoare);

- uscare la aer.

Coloratia Harris — Shorr si variantele sale, incluzand si chiturile comerciale
(“Diagnoestrus RAL”), permite o buna vizualizare a celulelor si diferentierea acestora pe
baza afinitatilor tinctoriale: celulele bazofile apar albastre iar celulele acidofile rosii
(celulele parabazale apar bazofile, cu nucleul colorat, in general, in rosu, celulele
intermediare sunt fie bazofile, fie policromatofile, iar celulele superficiale sunt acidofile),
[36].
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Cheratinizarea celulelor epiteliale este pusa in evidenta prin aceastd coloratie:
celulele acidofile devin rosu — oranj in timpul progresarii procesului de cheratinizare.
Timpul necesar pentru realizarea unei astfel de coloratii este de aproximativ 15 minute
[22].

In monitorizarea ciclului sexual si managementul montei sau insiméntarii,
coloratia Harris — Shorr este recomandata [22, 23, 36, 48, 52]. Cheratinizarea maxima,
surprinsad de aceasta coloratie, confirma cresterea foliculara si secretia estrogenilor, monta
sau insamantarea fiind realizatd in perioada de cheratinizare maxima.

Asocierea celor douda coloratii (May—Griinwald—Giemsa si Harris — Shorr)
constituie o excelentd optiune, reunind avantajele ambelor metode si anuland
dezavantajele fiecareia. Este posibila, astfel, o interpretare superioara a frotiurilor
vaginale, surprinzand: morfologia celulard, modificarile nucleare, celulele sangvine,

afinitatea tinctoriald si cheratinizarea celulelor epiteliale.

Tehnica de colorare Harris — Shorr
(dupa Neveux M. — 1999, [52])

Ordinea Produsul utilizat Durata
timpilor de
lucru
1. Amestec de alcool — eter % (fixare) 5 minute
2. Alcool 70° (fixare) Plonjari repetate de 10 ori
3. Alcool 50° (fixare) Plonjari repetate de 10 ori
4. Apa distilata Plonjari repetate de 10 ori
5. Hematoxilina Harris 2 minute
6 Apa distilata pasaj
7. Apa distilata pasaj
8. Alcool amoniacal 1 minut
9. Apa distilata pasaj
10. Alcool 70° pasaj
11. Alcool 95° pasaj
12. Colorant Shorr 2 minute
13. Alcool 95° pasaj
14, Alcool absolut pasaj
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Coloratia Papanicolau [63]
Prepararea colorantilor
e Hematoxilina Harris
- solutia A — alaun de potasiu 10 g + 100 ml apa distilata;
- solutia B — hematoxilina 0,5 g + 5 ml alcool absolut;
- se fierbe solutia A, se aduga solutia B, fierbandu-se inca cateva secunde;
- dupa fierbere se aduga 0,25 g oxid galben de mercur.

e Solutia oranj G

-oranj G 05¢g
- alcool 96° 75 ml
- apa distilata 25 ml

e Solutia EA - 31
- 50 ml (verde lumina 0,5 g + 100 ml alcool 96°);
- 8 ml (brun Bismark 0,5 g + 100 ml alcool 96°);
- 42 ml (eozina galbena 0,5 g + alcool absolut);
- 0,14 g acid fosfotungstic;
- 1 picétura solutie apoasa de carbonat de litiu 1%.
Tehnica de colorare:
- fixarea frotiurilor intr-un amestec 1/1 de alcool 96° si eter etilic, timp de 10
— 20 de minute;
- hidratare succesiva 1n alcool 80°, 70°, 50°;
- spalare in apa distilata;
- imersare in hematoxilind Harris timp de 3 minute;
- spalare n apa distilata;
- spalare succesiva in alcool 70° si alcool 96°;
- imersare timp de 3 minute in solutia de oranj G;
- spalare succesiva in doua bai de alcool 96°;
- imersare timp de 3 minute in solutia EA — 31,
- spalare in alcool 96°;
- spalare succesiva in doua bai de alcool absolut;

- trecere prin doua bai de benzen si montare in balsam.
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Cu aceasta coloratie nucleii se coloreaza in albastru — cenusiu sau in violet,

citoplasma celulelor acidofile in roz, rosu sau portocaliu, citoplasma celulelor bazofile in

albastru, leucocitele in verde — cenusiu iar eritrocitele in portocaliu.

Coloratia Danila Muster [63]
Prepararea colorantilor

e Solutia de fucsina acida

- fucsina acida 1% 100 ml
- acid fosfotungstic 05¢g
e Solutia verde lumina
- verde lumina 1,5% 100 ml
- acid fosfomolibdenic 05¢g

Tehnica de colorare:
- trecerea frotiurilor in hematoxilina, timp de 10 minute;
- spalare in apd de robinet,10 — 20 de minute;
- colorare cu fucsind acida, 5 minute;
- spalare in apa distilata;
- colorare cu verde lumina, 10 minute;
- spalare n apa distilata;

- deshidratare, montare.

Coloratia Danila Muster permite urmatoarea diferentiere: nucleii apar colorati n

cafeniu, citoplasma celulelor acidofile se coloreaza in rosu iar cea a celulelor bazofile in

albastru sau verde.

Coloratia ATP Dragan
Prepararea colorantilor

e Solutia de albastru policrom

- borax 1% (fierbinte, cu pH — 10) 100 ml

- albastru de metilen 290
e Solutia tanin

- acid tanic

- apa distilata (pH — 3-3,5) 100 ml
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Tehnica de colorare:
- frotiurile se fixeaza timp de 10 minute in vapori de formol,
- colorare, timp de 15 secunde, cu solutia de albastru policrom;
- spalare rapida in apa distilata (pH — 6-7);
- diferentierea frotiului umed, timp de 15 secunde, cu solutia tanin;
- spalare rapida in apa distilata (pH — 6-7);
- montare in balsam de Canada.
In frotiurile colorate prin metoda ATP Drigan celulele se coloreaza in diferite

nuante de albastru.

Interpretarea

Elementele de baza “in citirea” frotiului vaginal sunt:
o celulele epiteliale vaginale;

e celulele sangvine (hematii, leucocite).

Celulele epiteliale vaginale

In anestru, mucoasa vaginald este formatd din doua — trei straturi de celule,
constituind un epiteliu cubic. Acest epiteliu este compus din celule bazale atasate
membranei bazale si din celule parabazale care provin din celulele bazale. Consecutiv
stimuldrii estrogenice, mucoasa vaginald devine un epiteliu scuamos stratificat, compus
din mai multe straturi de celule [23, 40, 52].

Terminologia atribuita celulelor prezente intr-un frotiu vaginal este legata de
pozitia acestora in epiteliul (bazale, parabazale, intermediare, superficiale) sau de
morfologia lor (anucleate).

Modificarea tipului de celule din mucusul vaginal, pe parcursul fazelor ciclului
sexual la cdtea, a fost investigatd de multi cercetatori: Evans, E.H. si Cole, H.H. — 1931
[33], Newberry si Gier —1952, Harrop — 1960, Roszel — 1975 cit. de England C.G.W. —
1992 [29].

Sisteme de clasificare pentru tipurile celulelor exfoliate prezente in frotiul vaginal
la catea au fost propuse de Schutte A.P. — 1967 [59, 60], Bell E.T. si colab. — 1972 [6],
Christie D.W. si colab. — 1972 [18] si Christiansen 1.J. — 1984 [16].
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Schutte, A.P. — 1967 [59, 60], a propus un sistem de clasificare a celulelor
exfoliate, reprezentand o modificare a metodei lui Schmidt si Wied cit. de Ivana, F. —
1998 [45]. Schutte nu a furnizat insda date cantitative asupra proportiilor dintre diferite
tipuri de celule prezente in fiecare stadiu al ciclului sexual [71]. Bell, E.T. si colab. —
1970 [6], utilizand o clasificare bazata pe metoda lui Wachtel — 1969 cit. de Taverne
M.A .M. si colab. - 1989 [64] pentru femeie, au determinat proportia fiecarui tip de celula
pe parcursul ciclului sexual. Christie D.W. si colab. — 1972 [18], au clasificat celulele
exfoliate prezente in frotiurile vaginale la catea in noua tipuri, utilizand un procedeu bazat
pe cel descris de Schutte, prezentand si date referitoare la proportia tipurilor de celule in
fiecare faza a ciclului sexual — figura 3. - 1.

Studii comparative au demonstrat ca rezultatele obtinute cu ajutorul clasificarii lui
Scutte sunt similare cu cele obtinute pe baza clasificarii lui Wachtel [18]. Christie D.W. si
colab. — 1972 [18] considera ca, pentru evaluarea de rutind a frotiurilor vaginale,
clasificarea lui Wachtel (usor de aplicat) este cea mai potrivita.

Majoritatea studiilor referitoare la frotiurile citovaginale reitereaza sugestia lui
Bell E.T. si colab. — 1972 [6], si anume, ca datorita variabilitatii ridicate a rezultatelor
obtinute pe fiecare individ, realizarea §i interpretarea unui singur frotiu vaginal nu poate

genera o interpretare corectd a statusului steroizilor gonadali ai individului [18, 29, 35,
36, 52].

Tipuri de celule vaginale

1. Celulele parabazale sunt cele mai mici celule epiteliale obsevate pe un frotiu
vaginal. Ele sunt rotunde si au diametrul cuprins intre 10 si 20 x. Diametrul nucleului
reprezintd 45 — 90 % din diametrul celulei.

2. Celulele intermediare mici reprezintd o etapa de tranzitie intre celulele mici,
sferice — parabazale si celulele mai mari, aplatizate — intermediare mari. Au fost denumite
si celule intermediare precoce. Forma lor poate varia intre rotunda si ovala, dar
majoritatea sunt elipsoidale, cu conturul regulat si diametrul cuprins intre 20 si 60 u.
Nucleul este mare si vezicular, diametrul sau reprezentand 30 — 35 % din diametrul
maxim al celulei. Celulele intermediare mici si celulele parabazale, care prezinta un

“neurohil” in citoplasma, au fost denumite celule metestrice datorita prezentei lor cu o

frecventd crescuta in timpul metestrului.
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3. Celulele intermediare mari sunt plate, scuamoase, cu contur neregulat. Diametrul
lor este de 40 — 70 u. Nucleul este rotund, vezicular, diametrul sau reprezentand pana la
35 % din diametrul celulei.

4. Celulele superficiale sunt mari, aplatizate, colturoase, cu contur neregulat.
Nucleul este slab colorat sau picnotic si dens. Unele celule superficiale nu au nucleu.
Intensitatea de colorare a citoplasmei variaza in functie de gradul de cheratinizare si
degenerare a celulelor.

5. Celule de metestru (metestrice) sunt celule parabazale care contin neutrofile in
citoplasma [83, 84].

6. Celule “spumoase” (foam cells) sunt celule parabazale care contin vacuole
(incluziuni) citoplasmatice [Schutte, A.P. — 1967 (59, 60)].

Referitor la descrierea si masuratorile efectuate ale tipurilor de celule epiteliale

vaginale descrise, diferiti autori [8, 21, 59] raporteaza date care nu coincid in totalitate.

3.1.2. Indici citovaginali

Examenul citovaginal include si determinarea unor indici. Valorile acestora
sugereazd momentul ovulatiei, respectiv al perioadei optime de insamantare. Cei mai

frecvent utilizati indici [23, 29, 40, 52, 57], in functie de coloratia folosita, sunt:

o indicele acidofil (l.a.) ;

o indicele celulelor superficiale (S.C.1.) ;

o indicele celulelor cu nucleu picnotic (K.P.1.) ;
o indicele eozinofilic (I.E.);

o indicele celulelor anucleate ;

Indicele acidofil (1.a.) se determina dupa formula:

Numarul celulelor acidofile
lLa. =

Numarul celulelor bazofile
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in momentul ovulatiei, La. atinge valori maxime (> 0,5); iar peste 24 — 48 de ore

scade rapid. La 4 — 5 zile dupa monta sau insamantarea fecundanta, indicele acidofil are

valori sub 0,1 [23, 40].

Indicele celulelor superficiale (S.C.1.) se determina dupa formula:

Numarul celulelor superficiale
S.Cl= x 100
Numarul total de celule epiteliale

Indicele celulelor cu nucleu picnotic (K.P.1.) se determina dupa formula:

Numarul celulelor anucleate sau cu nucleu picnotic

K.P.l.= x 100

in estru, K.P.I. creste lent, ajungand la 80 %, iar in momentul ovulatiei este

aproape 100 %. Dupd ovulatie, atat K.P.I. cat si S.C.I. se reduc semnificativ.

Indicele eozinofilic (1.E.) se determina dupa formula:

Numarul celulelor cheratinizate

Numarul celulelor necheratinizate

Sunt excluse din categoria celulelor necheratinizate celulele intermediare mici si
celulele parabazale, deoarece ele nu se cheratinizeaza. Dificultatea majora o reprezintd
diferentierea celulelor intermediare mari, care sufera cheratinizarea, de celulele
intermediare mici care nu se cheratinizeaza.

Dupa Schutte A.P. — 1967 [59, 60], existd o corelatie intre varful indicelui
eozinofilic si ovulatie. El sugereaza ca se poate considera varful indicelui eozinofilic la
valori 1n jur de 60 % si propune ca prima montd sa se efectueze in acest moment. Daca

survine un nou varf se recomanda o nouda monta la 48 de ore de la monta anterioara.
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Guerin C. si colab. — 1996 [37], studiind evolutia frotiurilor vaginale la

202 catele, urmaresc si valorile indicelui eozinofilic pe care il calculeaza dupa formula:

Numarul de celule acidofile

I.E. = x 100
Numarul total de celule observate

La 62,3 % dintre catele s-a constatat un indice eozinofilic mai mare de 90 %, ceea
ce corespunde cu un frotiu tipic de estru (cheratinizare 95 — 100 %), in timp ce 38 % din
catele nu au prezentat un frotiu caracteristic estrului in momentul montei sau

insamantarii, indicele eozinofilic plasandu-se sub 90 %.

Indicele celulelor anucleate

Este propus de England G.C.W. — 1992 [29] si reprezinta procentul primelor trei
tipuri de celule (celule epiteliale superficiale fara nucleu, celule epiteliale superficiale cu
mici remanente opace nucleare si celule epiteliale superficiale doar cu membrana
nucleard) dintre cele noua tipuri de celule, conform clasificarii lui Christie D.W. si colab
— 1972 [18]. La 58 % din cele 50 de catele examinate citovaginal, a fost identificat un
varf al indicelui celulelor anucleate, avand valori intre 43 si 94 %. La 42 % dintre catele
au fost identificate doua varfuri ale indicelui celulelor anucleate, ale carui valori au fost
intre 42 s1 92 % la primul varf si intre 57 s1 98 % la al doilea varf. Intevalul mediu dintre
cele doua varfuri a fost de 3,6 £ 1,5 zile. Identificarea a doua varfuri ale indicelui
celulelor anucleate a fost raportatd si anterior acestui studiu [67] dar cu o incidenta
scazutd [46]. Studiul prezentat a demonstrat cd varful indicelui celulelor anucleate poate
fi relativ scazut — 43 % pentru varfurile unice si - 57 % pentru cel de al doilea varf, in
cazul identificarii a doud varfuri. Aceste variatii sustin necesitatea de recunoastere a
evenimentelor §i cerinta unei examindri citologice regulate In cazul in care se solicita
precizarea perioadei optime pentru monta [29].

Imperecherea sau inseminare citelelor la al doilea varf al indicelui celulelor

anucleate sau la doua zile dupa varful unic pare a se incadra in intervalul optim [29].
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3.1.3. Aspectul frotiului citovaginal in diferite stadii ale ciclului sexual

Anestru

Frotiul vaginal este “sarac” in celule. Celulele epiteliale vaginale sunt reprezentate
de celule parabazale — mici, rotunde, cu nucleul mare, bazofile — si celulele intermediare
mici, Tn numar redus. Cateva celule superficiale imbatranite, si “resturi” ale ciclului
anterior pot fi prezente in frotiu. Celulele sunt repartizate “in colonii” .

Leucocitele polimorfonucleare sunt prezente, dar in numar redus. Eritrocitele

lipsesc - fig. 3.1.3. - 1., fig. 3.1.3 - 2., fig. 3.1.3. - 3.

Fig. 3.1.3.— 1 Frotiu vaginal - anestru,

col. MGG, 10x20, (celule parabazale-1, intermediare-2, polimorfonucleare-3)
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Fig.3.1.3-2 Frotlu vaginal - anestru,
col. Harris-Shorr, 10x20, (celule parabazale-1, intermediare-2, polimorfonucleare-3)

Fig. 3.1.3. — 3 Frotiu vaginal - anestru,

col. ATP Dragan, 10x20, (celule parabazale-1, intermediare-2, polimorfonucleare-3)

Prezenta polimorfonuclearelor in numar mare pe frotiul din anestru semnifica o

infectie vaginald sau uterina - fig. 3.1.3. - 4.
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Spre sfarsitul anestrului se observa o crestere a numarului de celule epiteliale, in

special a celulelor intermediare.

Fig. 3.1.3. — 4 Frotiu vaginal — infectie vaginala,

col.MGG, 16,5x16, (celule epiteliale vaginale-1, neutrofile-2)

La catelele urmarite n timpul anestrului s-au nregistrat urmatoarele variatii:
- numar foarte mare de celule parabazale - modificare care nu semnificd o
iminenta intrare in estru a catelei;
- eritrocite prezente 1n frotiu - pot apdrea In urma unei iritatii provocate de 0
recoltare brutala;
- prezenta catorva celule cheratinizate acidofile - indica existenta unei

descuamari fiziologice a epiteliului vaginal.

Proestru

Debutul proestrului releva o crestere a numarului celulelor epiteliale vaginale.
Predomina celulele intermediare, dar pot fi observate si cateva celule parabazale si
superficiale. Avansarea proestrului determina o diminuare ,,progresiva” a numarului
celulelor parabazale si intermediare mici, o crestere tranzitorie a celulelor intermediare
mari $i o crestere progresiva a celulelor superficiale. Eritrocitele sunt prezente In numar
mare - fig. 3.1.3. - 5, iar leucocitele lipsesc. Coloratia este bazofila. Frotiul are un aspect

,murdar” datorita prezentei mucusului, in cantitati reduse si a detritusurilor celulare.
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Fig.3.1.3. — 5 Frotiu vaginal — debut de proestru,
col. MGG, 10x20, (celule epiteliale vaginale-1, eritrocite-2)

In mijlocul proestrului numarul celulelor vaginale este inca in crestere. Numarul
celulelor intermediare diminud, iar cel al celulelor superficiale, cu nucleu picnotic, creste.
Coloratia este bazofila si / sau acidofila - fig. 3.1.3. - 6 si fig. 3.1.3. - 7. Coloratia
acidofild a frotiului este corelatd cu cheratinizarea celulelor. In unele cazuri, se poate
constata o coloratie acidofila inci de la inceputul proestrului. In general insa, mijlocul
proestrului se caracterizeaza printr-o echivalentd intre celulele bazofile si acidofile.

Eritrocitele sunt numeroase, iar leucocitele lipsesc.

&
R 3

col. Harris-Shorr, 10x20, (celule superficiale acidofile-1, celule superficiale bazofile-2)
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Fig. 3.1.3. —6 Frotiu vaginal — mijloc de proestru,
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Fig. 3.1.3. — 7 Frotiu vaginal — mijloc de proestru,

col. Harris-Shorr, 10x20, (detaliu fig. 3.1.3. — 6 — celule superficiale anucleate-1, celule
superficiale cu nucleu-2)

Sfarsitul proestrului se caracterizeaza prin prezenta, aproape in exclusivitate, a
celulelor superficiale anucleare sau cu nucleul picnotic. Coloratia predominanta este cea

acidofila. Eritrocitele sunt inca prezente, dar numarul lor este in descrestere evidenta - fig.

3.1.3. - 8 i fig. 3.1.3. - 0.

Fig. 3.1.3. — 8 Frotiu vaginal — sfdrsit de proestru,
col. Harris-Shorr, 10x20, (celule superficiale acidofile-1, celule superficiale bazofile-2)
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Fig. 3.1.3. — 9. Frotiu vaginal — sfdrsit de proestru,

col. MGG, 10x20, (celule superficiale-1, eritrocite-2, polimorfonucleare-3)

La catelele urmarite in timpul proestrului s-au inregistrat urmatoarele variatii:

o Debut de proestru

- Celule parabazale in numar destul de mare, au fost frecvent observate in
primele zile de proestru, ele disparand ulterior;

- Cateva leucocite polimorfonucleare sunt prezente frecvent in primele
doua zile ale proestrului la catele sandtoase si cu fertilitate normala. Motivul prezentei
acestor elemente sangvine nu este elucidat; s-ar putea sa fie cauza unei usoare vaginite
fiziologice determinata de reluarea activitatii genitale;

- Prezenta polimorfonuclearelor in numar relativ mare a fost observata pe
toatd durata proestrului si chiar pe parcursul estrului. Bonca Gh. si colab. — 2002 [10],
considera prezenta leucocitelor polimorfonucleare in aceste stadii 0 particularitate a rasei

Ciobanesc ceh.

o  Mijlocul de proestru

Poate prezenta aspecte diferite. Rapiditatea evolutiei frotiului in proestru
este variabila in functie de rasd si individ, existand o probabila corelatie cu cantitatea de

estrogeni secretata de foliculii ovarieni, 1n aceasta faza.
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a Starsitul de proestru

,ocurtcircuitarea” sfarsitului de proestru, respectiv evolutia frotiului vaginal de
la aspectul caracteristic mijlocului de proestru spre aspectul citologic de estru foarte
rapid (24 de ore), neobservandu-se o trecere treptatad, progresiva de tip clasic [36, 39, 40,
52], desi elementele clinice, comportamentale, vaginoscopice si hormonale (prezenta
secretiilor sangvinolente, turgiditatea vulvara ridicatd, neacceptarea montei, concentratii
scazute de progesteron) indicau o situare in proestru.

- Sfarsit de proestru foarte scurt, urmat de anestru sau de reintrarea catelei in
calduri, parcurgand toate etapele caracteristice ciclului sexual atdt din punct de vedere
citologic cat si comportamental. Intervalul de timp intre cele doua cicluri de calduri
succesive poate varia Intre 2 - 3 saptdmani si doud luni. Situatia poate constitui o
afectiune
(vezi Estrul intrerupt) sau o consecintd a interventiei factorului social in aparitia
caldurilor (coabitarea in canise, ce determina intrarea in cdlduri a cételelor de rang social

inferior la scurt timp dupa cateaua dominanta.

Estru

Frotiul vaginal este ,,bogat” in celule superficiale cheratinizate, anucleate, grupate in
,ciorchine”. Coloratia acidofila este maxima in aceasta faza. In estru, cheratinizarea
celulelor superficiale inregistreazd o crestere progresiva. Utilizarea unei coloratii
tricromice evidentiazd acest proces, facand posibila si diferentierea celulelor partial sau
total cheratinizate.

Eritrocitele sunt rare sau chiar absente. Fondul frotiului (spatiul dintre celulele
vaginale) este ,,curat”, respectiv lipsit de mucus si detritusuri celulare.

Un astfel de frotiu poate fi observat o perioada variabila intre 5 si 10 zile. Este

perioada in care se produce ovulatia si in care trebuie facuta monta sau IA - 3.1.3. — 10,

3.13.-11, 313.-12, 3.1.3.-13, 3.1.3. - 14551 3.1.3. - 15.
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Fig. 3.1.3. — 10 Frotiu vaginal — estru,
col. Harris-Shorr, 10x20, (celule superficiale acidofile)

Fig. 3.1.3.— 11 Frotiu vaginal — estru,

col. Harris-Shorr, 10x20, (celule superficiale acidofile)
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Fig. 3.1.3. — 12 Frotiu vaginal — estru,
col. Harris-Shorr, 16,5x16, (celule superficiale acidofile)

Fig. 3.1.3.— 13 Frotiu vaginal — estru,

col. Harris-Shorr, 16,5x40, (celule superficiale anucleate-1 si nucleate acidofile-2) —
detaliu
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Fig. 3.1.3. — 14 Frotiu vaginal — estru,
col. Harris-Shorr, 16,5x40, (celule superficiale partial si total cheratinizate acidofile)

L

Fig. 3.1.3. — 15 Frotiu vaginal — estru,
col. MGG, 16,5x16, (celule superficiale)

In timpul perioadei de estru au fost semnalate urmitoarele variatii ale
aspectului frotiurilor:
- Eritrocitele pot fi prezente in unele frotiuri pe toata perioada estrului;

- Fondul frotiului vaginal este ,,murdar” (mucus si detritusuri celulare).
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Metestru

Tranzitia estru — metestru se realizeaza Tn una péana la trei zile, timp In care pe
frotiul vaginal celulele superficiale cheratinizate dispar si reapar celulele intermediare,
parabazale si leucocite polimorfonucleare.

In frotiul din metestru domini celulele parabazale si intermediare, bazofile.
Polimorfonuclearele apar in frotiu in numdr mare, in preajma celulelor epiteliale, legate
de acestea sau chiar incluse in citoplasma acestora.

Celulele parabazale asociate cu polimorfonuclearele si celulele parabazale cu
vacuole in citoplasmd constituie imagini caracteristice ale inceputului de ,,metestru”.
Aspectul frotiului este ,,murdar” datorita mucusului si detritusurilor celulare - fig. 3.1.3. —

16, 3.1.3.-17,3.1.3. - 181 3.1.3. - 19.

Fig. 3.1.3.— 16  Frotiu vaginal — metestru,
col. Harris-Shorr, 10x20, (celule superficiale-1, celule intermediar-2, polimorfonucleare-
3)
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Fig. 3.1.3.—17  Frotiu vaginal — metestru,

col. MGG, 16,5x16, (celule parabazale-1, celule intermediare-2, celule cu vacuole-3,
polimorfonucleare-4)

Fig. 3.1.3. — 18 Frotiu vaginal — metestru,

col. MGG, 16,5x16, (celule parabazale-1, celule intermediare-2, celule cu vacuole-3,
polimorfonucleare-4)
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Fig. 3.1.3. - 19  Frotiu vaginal — metestru,

col. MGG, 16,5x40, ( celule cu vacuole citoplasmatice) - detaliu

Eritrocite in numar mare, pot fi prezente pe frotiuri din metestru. Acestea sunt
corelate cu o reaparifie a secretiilor sangvinolente ovulare la Inceputul metestrului, timp
de cateva zile. Nu existd date care s ateste cd aceste scurgeri vaginale anormale
influenteaza fertilitatea catelei.

Variatiile observate in citirea frotiurilor vaginale sustin afirmatiile lui Verstegen J. —
2001 [69], privind ,,acuratetea analizei frotiului vaginal, care este cu siguranta dependenta
de experienta clinicianului si statusul hormonal al catelei”.

Principalele date referitoare la tipurile de celule regasite in frotiuri in diferite stadii

ale ciclului sexual sunt redate in tabelul 3.1.3. - 1.
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Tabelul 3.1.3. - 1.
Tipurile de celule din frotiuri, in diferite stadii ale ciclului sexual

Proestru inceput de Mijloc de Metestru Anestru
estru estru

Parabazale

Intermediare

Superficiale
cornificate
partial

Superficiale
cornificate in
totalitate

Metestrice

., Spumoase”

Eritrocite

Leucocite

Legenda
+ prezente in numar mare
+ prezente In numar moderat

- absente
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3.2. VAGINOSCOPIA

Vaginoscopia constd in examinarea mucoasei vaginale prin intermediul unui
endoscop rigid. Tehnica este rapida si foarte bine toleratd de catea. Aprecierea
vaginoscopica se bazeaza pe observarea contururilor si profilelor faldurilor vaginale, pe
aprecierea culorii mucoasei vaginale si pe evidentierea oricarui lichid.

Vaginoscopia reprezintd o metodd complementara, utila in managementul montei.
Daca frotiul vaginal releva impregnarea estrogenica pe parcursul ciclului, vaginoscopia
reflectd, in special, profilul progesteronic al ciclului. In cazul unei cresteri foliculare
normale, dar fard ovulatie, frotiul vaginal va releva parcurgerea etapelor normale de
evolutie, neexistand posibilitatea detectdrii absentei ovulatiei. Deoarece vaginoscopia
reflecta atat modificarile estrogenilor cat si ale progesteronului, permite 0 estimare mai
eficientd a momentului montei, inseminarii sau fecundatiei [21, 24]. Utilizarea combinata
a vaginoscopiei $i a frotiurilor vaginale, contribuie la cresterea ratei gestatiei. Se accepta
faptul ca managementul montei realizat pe baza acestor tehnici asigura o ratd medie a
succesului de 80 — 85% [25].

Pe parcursul anestrului mucoasa vaginala este relativ plata, uscata si rosiatica (fig.
3.2.-1).

Fig. 3.2. — 1 Anestru

La debutul proestrului si in estrul timpuriu faldurile mucoasei se madresc, se
edematiaza si sunt de culoare roz sau roz-alba (fig. 3.2. - 2). Aceste modificari se
datoreaza ,,inflamatiei fiziologice” indusa de estrogeni si acumularii de lichid in

submucoasa (edem).
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Fig. 3.2. — 2. Proestru
In apropierea varfului de LH se constatd o cutare progresiva a faldurilor mucoasei
vaginale si o paloare a acesteia, probabil urmare a declinului preovulator al estrogenilor

[25] - fig. 3.2. - 3.

Fig. 3.2. — 3 Estru

Cutarea mucoasei este insotitd de “ascutirea” faldurilor care prezintd o angulatie

specifica si o coloratie alba cu aspect cremos [41] (fig. 3.2. - 4).
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Fig. 3.2. —4 Estru (perioada fertila)

Debutul perioadei fertile coincide cu observarea cutarii mucoasei, fara angulatie, in
timp ce cutarea cu o angulatie evidenta este caracteristica apogeului perioadei fertile.
Monta sau inseminarea pot fi planificate pe parcursul perioadei fertile, sau la 4 — 6 zile
dupa prima depistare a cutarii mucoasei [47].

La inceputul metestrului, respectiv sfarsitul perioadei fertile, mucoasa vaginala are
aspect pal si subtire cu cute rotunde si marite. Vaginul anterior este deosebit de sensibil la
stimulari hormonale §i prezintd o imagine asemanatoare rozetei [47].

Vaginoscopia reprezintd o metodd complementard care relevd modificari ale
mucoasei vaginale in corelatie directd cu evolutia curbei nivelului progesteronului din

timpul ciclului sexual.
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3.3. CRISTALIZAREA MUCUSULUI CERVICO-VAGINAL

Fenomenul cunoscut sub denumirea de “cristalizare” sau “arborizare” a mucusului
cervical a fost descris pentru prima datd la femeie de catre Papanicolau in 1946 cit. de
Milcu St.M. si Danila-Muster, Aneta. — 1968 [51]. Ulterior, in medicina veterinarda, Garm
si Skjerven — 1952 cit. de England C.G.W. si Allen W.E. — 1989 [26] au studiat
cristalizarea mucusului cervical la vaca, observand aparitia cristalelor cu aspect
asemanator frunzei de feriga in timpul estrului si disparitia acestora in timpul fazei luteale
a ciclului sexual. Dupa aceste observatii, alti cercetatori au semnalat prezenta aspectului
de feriga in estru, arborizarea maxima fiind observata la Inceputul estrului [Abusineima,
M.E. - 1962, Betteridge, K.J. si Raeside, J.I.- 1962, Bone, J.F. - 1954, Noonan, J.J. si
colab. - 1975, Fallon si Crofts — 1959, Grobbelaar si Kay — 1985 cit. de England C.G.W.
si Allen W.E. — 1989 [26].

Modificarile proprietatilor fizice ale secretiilor au fost atribuite schimbarilor din
compozitia chimica a mucusului (Roychoudhury si Razden — 1965 cit. de England
C.G.W. si Allen W.E. — 1989 [26]). Aboul —Ela M.B. si colab. — 1983 [1] prezinta
corelatii intre cristalizarea mucusului cervical (aspectul de ferigd), compozitia
electrolitica, rezistenta electrici a mucusului si nivelurile concentratiilor hormonale.
Studii histologice au confirmat intensificarea activitatii secretorii a cervixului pe
parcursul estrului [24, 26]. Sediul producerii mucusului in porfiunea anterioara a
vaginului este epiteliul secretor columnar si tesutul glandular al cervixului, formatiuni
care pe parcursul estrului isi maresc volumul [30].

Zondek B. si Rozin S. — 1954 [75] analizand mecanismul implicat in modificarea
modului de arborizare si demonstrand prezenta arborizatiei in mai multe lichide ale
corpului uman, inclusiv in mucusul nazal, in lacrimi si n lichidul cerebrospinal, au tras
concluzia cd fenomenul de arborizare apare atunci cand anumifi electroliti, continand
sodiu si potasiu, inglobeaza proteine si / sau carbohidrati. Aceasi autori afirma ca,
exceptand mucusul cervical, pentru toate celelalte lichide din organism arborizatia este

nespecifica.
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Wolf si colab. — 1975 cit. de England C.G.W. — 1983 [26] demonstreaza rolul de
stimul al estrogenilor in intensificarea preovulatorie a producerii de mucus cervical, desi
nu reusesc sa identifice cu exactitate mecanismul implicat.

Pentru a explica relatia dintre proprietatile mucusului cervical si concentratiile
plasmatice de estrogeni au fost elaborate mai multe teorii. Schumacher si colab. — 1965,
Elstein si Pollard — 1968 cit. de England C.G.W. — 1983 [26] au subliniat cd modificarile
din structura mucusului se datoresc modificarii structurii glicoproteinelor mucusului,
continutul Tn apa al acestora fiind mai putin important din moment ce adaugarea serului
fiziologic la mucusul progestational nu induce asupra acestuia modificari caracteristice
estrului. Gibbons si Sellwood — 1973 cit. de England C.G.W. — 1983 [26] sugereaza ca
modificarile aparute in legarea incrucisatd a proteinelor in diferite faze ale ciclului sexual
ar putea constitui cauza declansatoare a cristalizarii mucusului cervical. Elstein — 1978
cit. de England C.G.W. — 1983 [26] nu reuseste sa identifice astfel de proteine de legare
incrucisatd in mucusul cervical. Wolf si colab. — 1977, Gibbons — 1978 cit. de England
C.G.W. — 1983 [26] presupun cad efectul initial al estrogenilor este de a modifica
concentratia mucinei. Mecanismul constd in modificarea capacitatii de hidratare a
mucinei (probabile modificari ale permeabilitatii capilare) fara a induce modificari
structurale in glicoproteine. Modificarea capacitatii de hidratare a mucinei poate explica
cresterea volumului de mucus cervical in timpul estrului ca si modificarea proprietétilor
vascoelastice ale acestuia [Haas si colab. — 1987 cit. de England C.G.W. — 1983 [26].

La catea este prezent un mecanism caracteristic de arborizatie a fluidului din
vagin. Arborizatia este cea mai intensd dupa al doilea varf de cheratinizare al celulelor
epiteliale vaginale, urmand varfului concentratiei estrogenilor, respectiv intre 1 — 5 zile
dupa concentratia maxima de estrogen [26]. Van der Holst W. si Best A.P. — 1976 [67] au
aratat ca cele mai crescute rate de gestatie s-au inregistrat atunci cand catelele au fost
montate in momentul cheratinizarii maxime. Deoarece la unele catele indicele de
cheratinizare a atins doar 60% si la multe catele s-au identificat doua varfuri de
cheratinizare, pot sa apara unele confuzii §i se poate rata momentul optim pentru monta.
Utilizarea testului cristalizarii mucusului permite identificarea celui de al doilea varf de
cheratinizare. Acest moment corespunde perioadei de dinaintea ovulatiei, sau chiar

ovulatiei [26].
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Procentul maxim de arborizatie corespunde, in toate cazurile, cu ziua calculata
pentru ovulatie. Monta sau inseminarea n acest moment surprinde femela in perioada cea
mai fertild. Declinul rapid al arborizatiei mucusului a fost corelat cu faza de crestere
rapida a concentratiei progesteronului, consecutiva cresterii lente.

Acest fenomen este asemanator cu cel observat la femeie [26]. Zondek B. si Rozin
S. — 1954 [75] au sugerat ca sangele inhibd arborizarca mucusului. Aceasta supozitic a
fost infirmata la femeie de cercetarile lui Williams D.J. — 1964 [73] si la catea de studiul
intreprins de England C.G.W. si Allen W.E. — 1989 [26].

Existenta diferentelor intre catele, referitoare la valoarea maxima a gradului de
arborizatie, reflecta diferente in derularea mecanismelor de cristalizare. Arborizatia este
prezenta (desi neregulat) si la catelele fara uter si cervix, ceea ce sugereaza implicarea in
mecanismele de arborizare a unei componente vaginale. Aspecte asemandtoare ale
arborizatiei au fost observate si cand doar uterul a lipsit, ceea ce impune ca o concluzie
faptul cd secretiile uterine, cervicale si vaginale sunt toate componente ale arborizarii
mucusului [26]. Mai multi autori [2, 12, 53] subliniaza faptul ca la vaca trebuie recoltat
mucus cervical §i nu vaginal, deoarece mucusul vaginal nu este un indicator fidel al
statusului reproductiv, aspect relevat si la catea, la care recoltarea mucusului nu se poate
face selectiv, ceea ce explica variatiile intalnite intre catele [26].

Arborizarea mucusului cervical a fost investigatd la multe specii [7]. Primele
rapoarte detaliate privind aparitia ei la catele apartin lui England C.G.W. si Allen W.E. —
1989 [26]. Ei descriu tehnica de colectare a mucusului cervico-vaginal si propun
calcularea “indicelui feriga” (ferning index) pentru aprecierea arborizarii. Colectarea
mucusului cervico-vaginal se face cu o pipeta de inseminare sterila, care se introduce in
vestibulul vaginal, avansand spre portiunea anterioara a vaginului. O seringa de 5 ml. se
atageaza la pipetd si se aspird. Mucusul recoltat se plaseazd pe o lama de microscop
inclinatd. Dupad uscare la temperatura camerei se examineaza la microscop pentru
evaluarea arborizarii [26].

England C.G.W. si Allen W.E. — 1989 [26] au identificat cateva aspecte cu forma
de feriga, pe care le-au divizat 1n cinci clase — de la forme minore de ramificare, in tulpini
scurte si aspecte stelate neregulate, difuze, pana la adevarate aspecte de feriga, cu tulpini
lungi, nervuri si subnervuri clare. Ei au propus o notare pentru aspectul arborizarii (fern

score)delalla5b -fig. 3.3. - 1.
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Fig. 3.3. =1 Aspecte microscopice ale cristalizarii mucusului vaginal din vaginul
anterior la catea
(dupa England C.G.W. — 1989 [26]). Clasele de arborizare ale sistemului de notare
pentru “aspectul de ferigd” (fern score): a—nota 1; b—nota2; c—nota3; d—nota4; e
—nota 5
Aceasi autori au stabilit si un sistem de notare a suprafetei acoperite de arborizare:
pana la 1% acoperire (nota 1), intre 1 si 5% acoperire (nota 2), 5 — 10% acoperire (nota
3), 10 — 20% acoperire (nota 4) si peste 20% suprafata acoperita de arborizare (nota 5).
Insumand nota aspectului de feriga (fern score) cu nota suprafetei de acoperire cu
arborizare (cover score) se obtine “indicele de feriga” (ferning index), [26]. Studiul lui
England C.G.W. — 1992 [29] releva prezenta arborizarii mucusului cervico-vaginal la
toate cele 50 de catele examinate.
Variatia notei maxime pentru aspectul de ferigd a fost de la 2 la 5, iar variatia
notei maxime pentru suprafata acoperitd de arborizare a fost de la 4 la 5. Indexul de feriga

a fost intre 6 si 10 puncte pentru toate catelele. La 42 de catele indicele de feriga a atins

un varf, care s-a mentinut cateva zile inainte de declin.
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Monta femelelor pe baza rezultatelor arborizarii mucusului cervico-vaginal si
citologiei vaginale au condus la o crestere semnificativa a ratei de gestatie, de la 78% la
92%, comparativ cu femelele montate intre a 10-a si a 12-a zi de la debutul proestrului.
Perioada fertild la catea este, probabil, intre a 4-a si a 8-a zi dupa varful de LH [19, 62,
72]. Intervalul mediu intre varful de LH calculat si indicele ferigd maxim a fost 2,3 + 2,1

zile [29].
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3.4. ULTRASONOGRAFIA

Extinderea ecografiei in ginecologia umana a incitat mulfi cercetatori veterinari sa
utilizeze aceastd modalitate de “vizualizare” in special la iapa si vaca [5]. La catea,
studiile initiale urmareau diagnosticarea gestatiei [13, 15, 61, 64, 66] si diagnosticarea
tulburarilor de reproductie [56]. Ulterior, s-a urmarit detectarea ovulatiei [25, 27, 28, 31,
43, 70, 71], diagnosticarea timpurie a gestatiei [27, 28, 74], monitorizarea cresterii fetale
[27, 28] si examinarea uterului postpartum [74].

Vizualizarea ovarelor si depistarea ovulatiei la catea au fost realizate de Inaba T.
si colab. — 1984 [43 si 44], dar rezultatele au fost contestate de Allen si Davies — 1984 cit.
de England C.G.W. si Yeager A.E. — 1993 [31]. Cercetarile ulterioare au sugerat ca dupa
ovulatie apare o reducere numerica si in dimensiuni a foliculilor ovarieni [70], desi nu au
fost publicate detalii morfologice. England C.G.W. si Allen W.E. — 1989 [25] au utilizat
sfere metalice pentru a marca pozitia ovarelor. Acesti cercetatori au sugerat ca ovulatia
este dificil de depistat deoarece foliculii nu s-au rupt iar corpii luteali aveau cavitati
centrale pline cu lichid, neocupate de tesut luteal. Aspectul neecogen central al corpilor
luteali a fost confirmat printr-un studiu combinat: ultrasonografic si histologic [25, 31,
65].

Wallace S.S. si colab. — 1992 [71] afirma ca ovulatia poate fi detectata prin
descresterea numarului de foliculi si printr-o “descrestere subiectivd” a dimensiunii
foliculare, ziua ovulatiei, detectatd ecografic, corelandu-se cu cea estimatd pe baza
modificarilor endocrinologice, la noua din cele zece catele luate in studiu.

Bondestam S. si colab. — 1983 [11] au afirmat cd uterul negestant nu poate fi
distins ecografic intre ansele intestinale, fapt infirmat de Stowater si colab. — 1989 cit. de
Cartee, R.E,, si Rowles, T. - 1984 [15], care au vizualizat uterul in orice situatie.

In alte cercetiri a fost observati, in timpul proestrului si estrului, o crestere a
diametrului uterului §i o imagine caracteristici, cu zone centrale radiante de
hiperecogenitate §i zone de hipoecogenitate [25, 31]. Aceste modificari nu au fost
considerate suficient de specifice pentru a fi utilizate drept indicatori ai ovulatiei [30, 31,
32]. Studii relativ recente [32] descriu modificdrile ce au loc in apropierea momentului

ovulatiei la catea.
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in anestru, ovarul catelei are dimensiuni de 1,5 x 1,0 x 0,8 cm sau mai
mici, posedand o echostructura relativ omogena. Ovarul apare inconjurat de intestinul
subtire, fiind mai putin vizibil decat cortexul renal adiacent.

La inceputul proestrului in stroma ovariana pot fi detectati mici foliculi
plini cu fluid. Acesti foliculi apar, iIn mod obisnuit, cu 6 — 8 zile inaintea varfului de LH.
In prima faza diametrul intern al foliculilor este de 1 — 2 mm, devenind apoi, prin crestere,
subsferici, cu margini aproape triunghiulare. In acest stadiu volumul ovarului este in
crestere, prezentand un contur neted. Diametrul maxim al foliculilor (4 — 6 mm) este atins
la o zi dupa primul vdrf de LH, conturul ovarului este neregulat (aspect de murd) iar
peretele cortexului ovarian are o grosime de Imm. Acesta este momentul care anticipeaza
ovulatia. Aceste structuri pot fi identificate pasager, persistand pana la 16 ore, dupa care
sunt inlocuite cu structuri, presupuse a fi un inceput de corp luteal, peretele cortexului
ovarian avand o grosime de 2 mm.

Aceastd similaritate imagisticd dintre foliculul preovulator si corpul luteal
incipient, care in acest stadiu, este intracavitar, limiteazd valoarea diagnosticd a

momentului ovulatiei cu mijloace ultrasonografice.
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3.5. DOZAREA HORMONALA

Analizele hormonale, sunt prezentate ca fiind metodele cu cea mai mare acuratete
in monitorizarea ovulatiei, respectiv precizarea perioadei optime pentru montd sau
insamantare artificiald la catea. Cele mai frecvente analize utilizate In managementul
reproducerii la acestd specie sunt determinarile concentratiilor serice sau plasmatice ale
progesteronului si LH-ului.

La ora actuald, existd posibilitatea optiunii pentru determinari cantitative
(masurarea concentratiilor hormonale prin diverse tehnici : ELISA, RIA,
chemiluminiscentd) sau pentru determinari semicantitative (teste/ kituri rapide de
diagnistic — imunoenzimatic ELISA).

La catea, luteinizarea foliculara preovulatorie determind cresterea valorilor
progesteronemiei de la nivel bazal (0,1-1,0 ng/ml) la valori cuprinse intre 1 — 4 ng/ml.
Acest prim salt al progesteronului corespunde cu varful preovulator al LH-ului care se
inregistreaza cu aproximativ 48 de ore inaintea ovulatiei. In momentul ovulatiei,
progesteronemia inregistreaza un al doilea salt, la valori cuprinse intre 4-10 ng/ml (12 —
30- nmoli/ml). Dupa ovulatie, progesteronul continua sa creasca progresiv, pana la valori
de 50-80 ng/ml si se va mentine la valori ridicate pe toatd durata gestatiei sau metestrului.
In practica, se considera ca valori de aproximativ 15 ng/ ml sunt suficinte pentru a
mentine gestatia. Un aspect important in precizarea perioadei fertile la catea il reprezinta
si stadiul ovocitei In momentul ovulatiei (ovocit primar, imatur, aflat la debutul primei
diviziuni meiotice) care impune parcurgerea etapelor de maturare ovocitarad in oviduct si
durata de mentinere a fecundabilitatii ovocitelor ( vezi cap. 2.2.). Cresterea sustinuta a
valorilor concentratiilor pogesteronului , dupa saltul de la nivelul bazal, este un indicator
(martor) fiabil al producerii ovulatiei — tabelul 3.5.1.

Heterogenitatea valorilor concentratiilor hormonale, regasite in diverse studii de
monitorizare a ciclului estral la catea, reflectd existenta unor factori de variabilitate, care
genereaza diferente, uneori semnificative. Principalul factor de variabilitate 1l reprezinta
individul. Numarul foliculilor ovarieni si gradul de luteinizare a acestora pot determina
diferente importante ale concentratiilor progesteronului, astfel cd la aceeasi valoare
hormonald unele catele se gasesc in stadiu preovulator, iar unele pot fi chiar la mijlocul

sau sfarsitul perioadei fertile.
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Tabelul 3.5.1

Corelatii intre concentratia de progesteron si diferite stadii ale ciclului sexual

P4 Stadiul ciclului sexual

(ng/ml) estimare temporala

Sub 1,0 Anestru sau proestru

1,0-2,0 Proestru (3-4 zile pana la ovulatie)

2,1-3.0 Proestru (2-3 zile pana la ovulatie)

3,1-4,0 Proestru (1-2 zile pana la ovulatie)

4,1- 10,0 MOMENTUL OVULATIEI

Peste 10,0 Estru (1-3 zile constituie perioada optima
pentru monta sau IA)

10,0-80,0 2- 3 saptamani dupa ovulatie

Numerosi factori, interni si externi, pot interveni in reglarea neuro- endocrind,
generand modificari functionale. Diferente semnificative se Inregistreaza si intre
metodele de dozare hormonald iar in cadrul aceleiasi metode pot exista variatii intre
laboratoare. Aceste aspecte subliniaza necesitatea determinarilor hormonale succesive si /
sau corelarii rezultatelor analizelor dozarilor hormonale cu datele furnizate de celelalte
metode de investigare a ciclului estral (vezi cap. 3.6.) si identificarea particularitatilor
individuale si chiar ale fiecarui ciclu estral la aceeasi femela.

Doarea LH-ului nu s-a extins in practica veterinara ca metoda curenta de
monitorizare a ciclului sexual, desi evenimente importante din aria reproductiva precum
ovulatia, fecundatia, gestatia, sunt raportate in literatura de specialitate, direct sau
indirect, la momentul eliberdrii hipofizare a varfului de LH. Dificultatea surprinderii
varfului preovulator de LH -’evenimentul cheie ” in initierea ovulatiei, limiteaza utilizarea
dozarii LH-ului ca metoda de diagnostic.

Dozarile hormonale constituie o baza puternica pentru managementul montei
atunci cand se aplicd o strategie corecta de monitorizare a ciclului estral si un program

adecvat de monta sau insamantare artificiala.
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3.6. CORELATII DIAGNOSTICE iNTRE MAI MULTE METODE DE
MONITORIZARE A CICLULUI ESTRAL

Stabilirea momentului optim pentru monta sau insamantare artificiala este cea mai
dificila etapa din activitatea de control a reproductiei la specia canina.Variatiile
individuale legate de durata si manifestarea ciclului estral si chiar modificarile sesizate
intre ciclurile estrale ale aceleasi catele, impun o activitate complexa de monitorizare a
fiecarui ciclu estral, pentru a putea preciza perioada fertila.

Implicatia majord a sistemului neuroendocrin in reglarea activitdtii sexuale se
reflecta in modificarile ciclice ale concentratiilor hormonale, asociate strans cu modificari
morfologice si fiziologice la nivelul intregului organism femel, dar in special in sfera
genitala.

Evidentierea nivelurilor hormonale, prin diverse tehnici de analiza cantitative (RIA,

ELISA) sau semicantitative, este in mod teoretic ,,metoda de precizie” In monitorizarea
ciclului estral. In mod practic, impedimente de ordin tehnic (doziri repetate la intervale
de timp scurte: 12-24 de ore; dozarea a doi hormoni cu metode si/sau chituri diferite;
animale irascibile, agresive), psihologic (atitudinea reticenta a proprietarilor fatd de
prelevarile multiple de sange la intervale scurte de timp) si, nu in ultimul rand, financiar
(costuri foarte ridicate ale analizelor), limiteaza aplicabilitatea acestei metode.
Utilizarea metodelor indirecte de apreciere a modificarilor morfologice ale aparatului
genital femel induse de variatiile hormonale (examenul clinic, citologia vaginala,
vaginoscopia), datorita variabilitdtii ridicate a rezultatelor obtinute de la fiecare individ si
a deficientelor partiale ale fiecarei metode, nu poate asigura o interpretare corecta si fidela
a statusului steroizilor sexuali [6, 17, 18, 29, 36, 52].

Aceastd analiza criticd a metodelor utilizate pentru determinarea momentului optim
pentru monta sau Tnsamantare artificiald releva ca fiecare metoda investigheaza doar o
parte din dinamica complexa a ciclului estral la catele, dovedindu-si astfel limitele si
impunand cu stringentd necesitatea coreldrii rezultatelor mai multor metode (frotiuri
vaginale, indici cito-vaginali, dozari hormonale, vaginoscopie) pentru a reusi o

monitorizare fiabila.
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Promovarea asocierii metodelor de supraveghere a ciclului estral se regaseste in mai
multe studii [14, 37, 38, 47, 54, 60, 69].

Analiza protocolului de monitorizare a ciclului sexual prin utilizarea inregistrarii
modificarilor clinice, a frotiurilor vaginale, a indicilor citovaginali, a vaginoscopiei, si
prin determinarea concentratiilor hormonalea (progesteron si LH) la numeroase catele
[42], a relevat pentru fiecare stadiu al ciclului sexual, o serie de corelatii cu valoare de

diagnostic — fig. 3.6.1.

Proestru. Intrarea femelei in ,,cdlduri” este semnalati de tumefierea vulvei. La
palpare, se percepe turgiditate si o crestere a temperaturii locale — de unde si termenul de
mintrare in calduri”. Aproape concomitent, sau la scurt timp dupa tumefierea vulvei, se
observa scurgeri vaginale sero-sangvinolente. La unele femele, datorita cantitatii reduse si
/ sau a auto-toaletarii femelei prin lins, secretiile nu sunt observate. Masculul prezinta

interes fata de femele dar acestea nu accepta monta.

Citologia vaginala - studiul celulelor exfoliate din epiteliul vaginal (frotiuri
vaginale) releva prezenta eritrocitelor, celulelor parabazale si a celulelor intermediare.
Derularea proestrului este acompaniata de aparitia celulelor superficiale si de cresterea
numerica a acestora pand cand prezenta lor devine dominantd, chiar exclusiva in frotiul

vaginal — aspect caracteristic sfarsitului de proestru.

Indicele celulelor superficiale — SCI inregistreaza valori ridicate la sférsitul
proestrului: 75 — 90%, atingand chiar 100% la unele catele. Valori mai reduse ale SCI s-

au Inregistrat n acest stadiu la catelele cu proestru prelungit.

Eritrocitele sunt prezente in frotiurile vaginale pe toatd durata proestrului, dar spre
sfarsitul acestuia numarul lor se reduce substantial, aspect corelat cu reducerea
semnificativa a secretiilor, care devin roz sau cu aspect seros, cu colorarea in roz-rosietic
a mucoasei vestibulare si cu cresterea valorilor SCI. Coloratia prin metoda Harris-Shorr a
frotiurilor vaginale evidentiaza aspectul bazofil al frotiului pe parcursul proestrului
timpuriu si mijlociu. La sfarsitul proestrului se observa echivalenta raportului dintre
celulele acidofile si cele bazofile. Valorile indicelui eozinofilic — IE sunt cuprinse intre 45

s1 60%, la majoritatea catelelor.
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Vaginoscopic, in proestru, faldurile mucoasei vaginale se maresc, se edematiaza, au

un contur rotunjit, culoare roz si aspect umed.

Modificarile observate pe parcursul proestrului prin examen clinic, frotiu vaginal si
examinare endoscopica a mucoasei vaginale sunt consecinta actiunii estrogenilor produsi
de foliculii ovarieni (faza foliculara sau estrogenicd). In aceastd faza, nivelurile

progesteronului si a LH-ului sunt foarte reduse, sub 1 ng x ml* (niveluri bazale).

Estru Clinic — comportamental, estrul este in general definit ca perioada in care
femela acceptd apropierea masculului si monta. La stimularea regiunii perineale, femela
ridica sau deviaza lateral coada si adoptd o pozitie specificd pentru a facilita monta.
Executarea unei presiuni in regiunea lombard este urmatd de lordozarea regiunii.
Dimensiunea si turgiditatea vulvei sunt reduse, comparativ cu inceputul si mijlocul
proestrului. Cantitatea de secretii vulvare este redusa, iar aspectul mucoasei vestibulare

este roz deschis, ,,sticlos”.

Citologic, estrul este caracterizat prin prezenta majoritard a celulelor superficiale
(SCI ~ 100%), cu nucleu mic, picnotic sau celule anucleate si cu citoplasma acidofila —

partial sau total cheratinizata (IE ~ 75 — 80%).

Vaginoscopia releva la inceputul estrului o cutare progresiva a faldurilor mucoasei
vaginale asociatd cu paloarea acesteia. Avansarea estrului ofera imagini caracteristice de
cutare a mucoasei vaginale cu angulatie evidentd, asociate cu aspecte caracteristice de

estru citologic si cu valori de peste 10 — 12 ng x ml* ale progesteronului seric.

Hormonal, inceputul estrului este marcat de valori de 3 — 5 ng x ml?! ale
progesteronului seric (,,primul salt al progesteronului”). Concomitent inregistrarii
acestor valori, se produce cresterea concentratiei serice a LH-ului, (,, varful preovulator”).
Progesteronul isi continud cresterea, mult mai sustinut decat in prima etapa, crestere care
continud pe toatd durata estrului si in metestru. Valoarea progesteronului seric de 10 £ 2
ng X mll, inregistrati la majoritatea citelelor cu estru citologic o consideraim debutul

perioadei fertile.

76



Igna Violeta

Metestru Clinic — comportamental: femela nu mai accepta monta. Frotiul vaginal
ofera elemente specifice, marcand clar terminarea estrului, respectiv sfarsitul perioadei
fertile. Se observa: celule parabazale (bazofile), celule intermediare (bazofile), leucocite
(neutrofile) in numar relativ mare. Examinarea frotiului cu un obiectiv cu putere mare de
marire permite observarea unor aspecte caracteristice acestui stadiu: celule parabazale sau
intermediare care prezintd inclus 1n citoplasma lor neutrofile si celule parabazale cu
numeroase vacuole in citoplasma — ,,celule spumoase” (foam cells). Trecerea estru —

metestru se realizeazi in 1 -3 zile.

Vaginoscopia permite observarea unor cute rotunde, marite, cu aspect pal si subtire

ale mucoasei vaginale. Vaginul anterior oferd o imagine asemanatoare rozetei.

Hormonal, metestru nu poate fi delimitat clar. Acest stadiu este dominat de cantitati

crescande de progesteron, expresia dezvoltarii si functionarii corpilor luteali.

Pe ansamblul ciclului sexual, modificarile clinice si comportamentale sunt relativ
slab corelate cu evenimantele endocrine din perioada de calduri, in special din stadiul de
estru, fapt subliniat si de alti autori [69].

Frotiul vaginal reflectd impregnarea estrogenica pe parcursul ciclului dar nu reflecta
st profilul progesteronic al ciclului. Astfel, in cazul unei cresteri foliculare normale, dar
fara ovulatie, frotiul vaginal parcurge etapele normale de evolutie, neexistand

posibilitatea detectarii ovulatiei.

Vaginoscopia reflecta atat profilul hormonal estrogenic (E2) cat si al progesteronului
(P4), oferind o imagine in dinamica a actiunii celor doi hormoni, ceea ce permite o

anticipare temporald mai precisa a perioadei fertile.

Verstegen J. — 1999 68] raporteaza cresterea fertilitatii de la aproximativ 50 —60%,
in conditii naturale — fara supraveghere, la 60 — 75% la femelele la care urmarirea
ciclului sexual s-a facut prin frotiuri vaginale si la 80 — 85% in conditiile in care
managementul reproductiei a inclus citologia vaginala si vaginoscopia. England C.G.W. —
1992 [29] obtine o crestere de la 78 la 92% a ratei de gestatii, utilizand doua metode:

citologia vaginala si cristalizarea mucusului cervico-vaginal.
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TULBURARILE CICLULUI SEXUAL LA CATEA

Estrul persistent reprezinta o prelungire a stadiului estral pana la 21 de zile sau
chiar mai mult. In general este asociat cu mentinerea Unei concentratii crescute de
estrogeni si consecutiv prelungirea manifestarilor clinice (tumefactie vulvard, secretie
vaginalad sangvinolentd, acceptarea montei) si citologice (cheratinizarea celulelor
epiteliale vaginale).

Cauze: foliculi ovarieni in dezvoltare (in special consecutiv terapiei de inducere
a estrului cu gonadotropine), chisti foliculari, tumori ovariene (tumori ale celulelor
granuloasei) si mai rar tumori hipotalamice, hipofizare sau afectiuni hepatice severe.
Estrul prelungit poate apare si in cazul utilizarii estrogenilor pentru interferarea nidatiei,
pe toata durata tratamentului.

Diagnosticul include:

= Frotiul citovaginal — indica o cheratinizare la peste 90% din celulele epiteliale
vaginale.

= Ultrasonografia — permite identificarea sursei de estrogeni, prin detecterea
chistilor ovarieni, foliculilor sau tumorilor.

* Dozarea hormonald — prin monitorizarea progesteronului seric la cétele cu
estru persistent nu s-a inregistrat curba normala de crestere, respectiv peste 2 ng/ml.

Monitorizarea concentratiei estrogenilor nu este considerata o metoda sigura de
diagnostic deoarece la numeroase cazuri, confirmate cu estru persistent prin examen
citologic, nu s-au inregistrat cresteri ale concentratiei serice de estrogeni [1]. Laparatomia
exploratorie si biopsia sunt considerate metode mai sigure, mai ales in cazul unui
diagnostic ultrasonografic incert.

Tratament:

Disparitia spontana a simptomelor poate surveni in unele cazuri cu folicului
ovarieni sau chisti foliculinici.

Ovariohisterectomia constituie tratamentul cel mai sigur.
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Terapia cu progestative (ex. acetat de megestrol) are ca rezultat reducerea sau
disparitia simptomelor, dar incidenta crescutd a hiperplaziei endometriale chistice si
piometrului asociatad terapiei cu progestine, exclude aceasta optiune in situatia in care se
doreste mentinerea functiei reproductive a catelei.

Tratamentul cu GnRH - 50 pg i.m.), LH - 5 mg i.m. [3] sau hCG - 500-1000
U.L. i.m. [4] pentru inducerea ovulatiei, este recomandat in cazul foliculilor sau chistilor
ovarieni. Se recomandd monitorizarea hormonala si citologica pentru stabilirea trecerii n
metestru. In cazul terapiei cu GnRH se poate inregistra o remitere temporard a
simptomelor urmatd de reinstalarea estrului persistent, ceea ce indica existenta unei

tumori. O complicatie secundara a terapiei cu GnRH este piometrul.

Proestrul persistent reprezinta o prelungire a proestrului, fara ca acesta sa fie
urmat de estru. Diagnosticul se precizeaza pe baza examinarii frotiurilor citovaginale,
care indica un procent de cheratinizare cuprins intre 50-90. Nivelul maxim al estrogenilor
nu se inregisreaza in acest stadiu, iar progesteronul nu depaseste valoarea de 2 ng/ml.

Tratamentul este identic cu cel al estrului persistent.

Estrul intrerupt / fragmentat (,,Split estrus”)

La unele catele se constatd intreruperea caldurilor in stadiul de proestru sau dupa
un estru foarte scurt, cu reintrarea in calduri dupa 2-4 saptdmani $i cu manifestarea
normald a succesiunii stadiale a ciclului sexual. Aceastd situatie este denumitd estru
intrerupt sau fragmentat, dar complexul cauzalitate-mecanism de actiune nu au fost
elucidate. Cateva ipoteze se contureaza insa. Verstegen, J. — 1999 [5]. considera ca
aceasta manifestare reflecta fie o dezvoltare foliculara defectuoasa, fie absenta ovulatiei la
primul val folicular. Motivul incapacitatii de continuare a dezvoltarii §i maturarii
foliculare este inca neclar; se considera ca stimulii GnRH sau LH sunt slabi sau
neadecvati ori raspunsul ovarian este deficitar. O altd cauza stipulatd este o hiperstimulare
tranzitorie de tip LH asociata cu o eliberare temporard de estradiol, miméand céldurile
adevarate. Davol, P.A. — 2001 [1] apreciaza ca estrul intrerupt poate fi cauza unei
luteolize premature (scaderea concentratiei serice de progesteron) sau altor afectiuni

asociate (ex. hipotiroidism).
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Stresul, alimentatia deficitara boli iatrogenice sau intercurente, pot fi
responsabili de reducerea intensitatii manifestarilor estrale sau pot influenta instalarea
estrului fragmentat.

Afectiunea are o incidenta mai ridicata la catelele tinere, aflate la primele cicluri
sexuale si in general dispare, fara tratament, la ciclurile urmatoare. Aceasta situatie este

adeseori intalnita si consecutiv protocoalelor de inducere a estrului [5].

Estrul recurent (Poliestrul sau Scurtarea intervalului interestral)

Intervalele interestrale de patru luni sau mai scurte, definesc estrul recurent.
Repetarea ciclurilor estrale la intervale de patru luni sau mai frecvent, este considerata
anormald si se presupune existenta unei insuficiente secretorii a hormonului luteotrop
(LH), urmata de nivele scazute ale progesteronului seric, ceea ce determina initierea unui
nou ciclu estral, de la nivel hipotalamic. O altd ipotezd asociazd estrul recurent cu
prezenta chistilor foliculari functionali.

Cand estrul recurent se continud cu un estru persistent, se poate suspiciona
prezenta unei tumori la nivel ovarian, hipotalamic sau hipofizar.

Se presupune ca majoritatea ciclurilor sunt anovulatorii, putandu-se intercala si
ciclurii ovulatorii, fertile. Monitorizarea hormonala poate elucida aceasta situatie.

Tratament:

Se recomanda terapie cu GnRH sau Mibolerone pentru marirea intervalului

interestral.

Anestrul primar si secundar (Anestrul persistent)

Anestrul primar este definit ca absenta manifestarilor estrale pana la varsta de
18-24 de luni.

Anestrul secundar este definit ca absenta estrului o perioadd mai mare de 12
luni de la estrul anterior [2].

Cauze ale anestrului persistent

- Tulburari ale diferentierii sexuale. Erorile genetice care afecteaza dezvoltarea

sexuald individuald pot apare in diferite etape ale ontogenezei:
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1. In etapa cromozomala de stabilire a sexului: monosomie cromozomiala (XO),
trisomie (XXX), himerism (XX sau XY la acelasi individ);

2. In etapa gonadala, pot apare neconcordante intre sexul determinat
cromozomial si cel gonadal,

3. In etapa genitald, pot apare tulburiri ale organogenezei ciilor genitale, astfel

incat o catea (fenotip femel) poate avea genotipul si gonadele de tip mascul.

Diagnosticul tulburarilor genetice ale aparatului genital este confirmat doar prin
analiza cromozomilor (cariotipare) si examene histologice.

- Aplazia/Hipoplazia ovariand. Absenta congenitala sau dezvoltarea incompleta
a unuia sau ambelor ovare genereaza anestrul persistent printr-o insuficientd hormonala
ovariand, responsabild de perturbarea functionala a reglarii endocrine din cadrul axului
hipotalamo-hipofizo-ovarian. Inregistrarea, timp indelungat, a unor concentratii Serice
crescute ale gonadotropinelor hipofizari (LH si FSH), este un indicator cert al acestei
tulburari

- Ooforita limfocitara. Este o afectiune autoimuna care determina insuficienta
ovariand prematurd. Localizarea pote fi strict ovariand sau sistemicd, 1n acest caz
observandu-se leziuni cutanate sau poliartritd. Biopsia ovariana si examenul histologic
(degenerare foliculard si infiltratie limfocitard) confirma diagnosticul.

- Insuficienta hipofizara este rar intalnita, dar poate apare la catelele (in special
din rasa Ciobanesc german) cu nanism ereditar [5]. Aceste cazuri prezintd diferite
tulburdri endocrine, datoritd implicatiei majore a hipofizei in functionarea unor organe
(ex. tiroidd, ovare, corticosuprarenale). Frecvent, aceste cdtele manifestd anestru
persistent. Caracterul ereditar al afectiunii care sta la baza anestrului, nu recomanda
incercari de tratament la astfel de cazuri.

- Chistul luteal. Prezenta chistilor ovarieni la femele cu anestru persistent, a
condus la suspiciunea ca acestia ar putea fi cauza anestrului. Diagnosticul chistilor luteali
ovarieni se face pe baza dozarilor hormonale repetate (cand nivelulul progesteronului se
mentine la valori de peste 2ng/ml, o perioadda mai mare de 2 luni, se poate suspiciona
prezenta chistilor luteali, prin ultrasonografie (cAnd se observa o marire in dimensiuni a

ovarului) si prin biopsie-care confirma diagnosticul.
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- Insuficienfa tiroidiana. In sfera reproductiva, hormonii tiroidieni sunt asociati

indirect cu nivelul prolactinei; o insuficientd hormonala tiroidiana determinand cresterea

valorilor prolactinei, care exercita un efect inhibitor asupra hormonului de cliberare a

gonadotropinelor. Pentru diagnosticul  hipotiroidismului se recomanda: masurarea

concentratiei serice a hormonilor tiroidieni liberi, evaluarea raspunsului la administrarea

hormonului de stimulare tiroidiana si determinarea nivelului anticorpilor antitiroidieni.

Terapia de substitutie hormonala are efect in restabilirea ciclicitatii sexuale normale, in

aproximativ 3-6 luni. Este insa contraindicata reproducerea catelelor diagnosticate cu

hipotiroidism, datorita asocierii frecvente cu boli ereditare mediate imun [1].
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GESTATIA LA CATEA

Durata gestatiei la catea variaza intre 57 si 72 de zile cand se calculeaza de la
monta pana la parturitie [6]. Cand se calculeaza din ziua varfului preovulator de LH pana
la parturitie, durata gestatiei este foarte constanta: 64-62 de zile [11]. Datorita
dificultatilor de surprindere a varfului de LH, in practica veterinara, durata gestatiei se
calculeaza intre ultima monta si parturifie. Perioada fertila relativ lungd, corelata cu
variatii ale managementului de Tmperechere, explicd aceste variatii aparente ale lungimii

gestatiei la catea.

Perioada fertila

Ovocitele canine sunt apte pentru fecundatie la 4-5-zile dupa varful de LH,
respectiv 2-3 zile postovulator (dupa maturare). Ele raman fertilizabile aproximativ 2 zile
dupa maturare [6], dar la unele catele ovocitele mature raman viabile timp de 3 zile sau
chiar mai mult [14].

Spermatozoizii de caine raman viabili §i 11 pastreaza motilitatea in oviduct pana
la 8 zile [14]. Nu se cunoaste inca cu exactitate perioada de mentinere a capacitatii
fecundante, dar au fost semnalate fecundatii si gestatii consecutive chiar dupa 5-6 zile de
supravietuire a spermatozoizilor in cdile genitale ale catelei [14].

Perioada fertila la catea poate incepe cu 2-3 zile inaintea varfului de LH, in
functie de longevitatea spermatozoizilor §i se poate termina la 7-9 zile dupa varful de LH,

in functie de longevitatea ovocitelor.

Dezvoltarea timpurie a produsului de conceptie (perioada preimplantationali)

Perioda preimplantationala la cétea este relativ lunga, avand in vedere lungimea
gestatiei la catea.
Cronologia stadiala si sediul modificarilor produse in perioada preimplantationala

sunt redate in tabelul 5.1.
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Tabelul 5.1.

Cronologia stadiala si sediul modificarilor produse in perioada preimplantationala

Ziua Stadiul/Evenimentul fiziologic Sediul

0 Ovulatia Ovar

2-3 Ovocit matur Oviduct

2-4 Zigot / Fecundatie Oviduct

3-4 2 celule embrionare (blastomere) Oviduct (segment distal)
4-5 8 celule embrionare (blastomere) Oviduct (segment distal)
6-8 Morula -16 celule embrionare Oviduct (segment distal)
9-12 Blastocist liber, migrant prin uter Uter

18 Expansiune trofoblast Uter

18-21 Implantatie Uter

Recunosterea maternala a gestatiei

Seria de evenimente prin care produsul de conceptie semnaleaza femelei prezenta
sa, facilitand continuarea gestatiei, este definitd ca recunoasterea maternala a gestatiei.
Aceste semnale au ca scop prevenirea luteolizei si mentinerea nivelelor ridicate de
progesteron, indispensabile embriogenezei si atasarii produsului de conceptie la
endometru. La catea, corpul luteal (CL) de gestatie si cel ciclic au durata de viata
similara, respectiv durata diestrului este aproape egala cu durata gestatiei. Luteoliza
corpului luteal, in condifii normale, nu se produce inainte de terminarea gestatiei.
Aceasta particularitate fiziologica std la baza supozitiei ca la specia canind nu ar fi
necesare semnale din partea produsului de conceptie pentru recunoasterea maternald a

gestatiei [39].

Implantatia si placentatia

Termenul implantatie defineste atasarea membranelor embrionare la endometrul
uterin. La specia canind, implantatia este centrali, respectiv oul de ramane in lumenul

uterului si contacteaza prin microvilozitati legaturi pe suprafata endometrului [38].
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Placenta este un organ, tranzitoriu, al schimburilor metabolice si hormonale dintre
produsul de conceptie si femeld. Placenta este constituitd din o componenta fetald —
derivata din corion si o componentd maternald derivatd din modificarile endometrului.
Regiunile de contact intre corion si endometru formeaza zone specifice ale schimburilor
metabolice. Functia endocrind a placentei (prin productia de hormoni) este foarte
importanta pentru mentinerea si inducerea parturitiei.

Placenta la specia canina este zonara (dupa criteriul anatomic de clasificare:
distributia vililor corionici ), endoteliocoriala (dupa criteriul histologic: numarul de
straturi histologice interpuse intre singele maternal si fetal) si decidui/deciduati (dupa
criteriul ginecologic).

Placenta zonaria — fig. 5.1. este formata din trei zone distincte:

- zona de transfer/de schimb, o banda latd, proeminentd, in jurul corionului,

plasata in regiunea centrald prin care se realizeaza transferul nutrientilor catre fetus;

- zona pigmentatd/ paraplacenta, este reprezentatd de cate un inel intens pigmentat
plasat la marginile zonei centrale; pigmentul este de culoare verde, numit utero-verdina
si reprezinta un produs de degradare al hemoglobinei [29]. Aceasta zona este alcatuita din
mici hematoame si constituie sediul hemoragiilor si necrozelor maternale. Se considera
ca are un rol important in transportul fierului de la mama la fetus, necunoscandu-se insa

mecanismele de functionare;

- zona transparentd/ alantocorionul, o zona slab vascularizata, care ar putea fi

implicata in absorbtia directa din lumenul uterin [39].
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Fig. 5.1. Placenta zonara la catea (original)

Legenda
1 — zona de transfer (de schimb)
2 — zona pigmentata (paraplacenta)
3 — zona transparenta (alantocorionul)

Placenta endoteliocoriald se caracterizeaza prin faptul cd vilozitatile coriale
patrund adanc in mucoasa uterind, lizand si stratul conjunctiv, astfel incat epiteliul corial
vine in contact direct cu endoteliul capilarelor uterine din stratul vascular al
endometrului. Bariera placentard este alcatuita, la acest tip de placentatie, din patru

straturi ( 3 fetale si 2 maternale) [2].

Placenta decidui (deciduata,”placenta vera” sau adevirata) se coreleaza cu
tipurile histologice de placenta la care angrenajul este mai profund (endoteliocoriala si
hemocoriald). In timpul expulzarii, vilozitatile coriale se vor desprinde din criptele
uterine, generand distructii la nivelul vascularizatiei mucoasei uterine, antrenand o usoara
hemoragie in timpul parturitieci [29]. Ca o consecinta, perioada necesarda refacerii

mucoasei uterine este mai lunga [3].
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Structurile placentare sunt complete la catea in jurul zilei 23 de gestatie.
Ampulele fetale sunt indidualizate si palpabile pe cale transabdominala la aceastd data
[29]. Perioada fetala se caracterizeaza print-un ritm de dezvoltare accelerat, datorat
probabil duratei de gestatie scurte. Dinamica dezvoltarii fetale la catel [26] este redata in
tabelul 5.2.

Tabelul 5.2.
Dinamica dezvoltirii fetale
Ziua Caracteristici fetale — criterii pentru determinarea varstei fetusului
18 Lungimea embrionului este de 4 mm
25 Fetusul are 1,3 cm

Apar ochii si cochiliile auriculare, cavitatea toracica si cea abdominala
sunt complet inchise, se evidentiaza vezicula ombilicala

33 Fetusul are 2,6 - 4 cm
Incepe osificarea

42 Fetusul are 8 cm lungime
Apar perii
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5.1. ENDOCRINOLOGIA GESTATIEI

Profilul hormonal variaza pe masura avansarii gestatiei, ca urmare a influentei
endocrine a axului hipotalamo-hipofizo-gonadal.
Progesteronul

La toate speciile domestice, instalarea si mentinerea gestatiei, depind in primul rand
de nivelul plasmatic al progesteronului care, in functie de specie si de stadiul gestatiei
este asigurat in proportii diferite de tesutul luteal si / sau, placenta [44]. La catea, corpii
luteali sunt singura sursd de progesteron, secretia placentara fiind aproape inexistenta.
Ovarele cu corpii luteali, sunt structuri indispensabile mentinerii gestatiei, pe toatd durata
acesteia [29].

Progesteronul este indispensabil initierii dezvoltarii embrionarad timpurii, deoarece
furnizeaza stimulii pentru dezvoltarea si secretia glandelor endometriale. De asemenea,
concentratiile ridicate de progesteron sunt responsabile de asa-numitul “blocaj
progesteronic” respectiv inhibarea contractiilor miometrului [39].

Progesteronemia unei cdtele gestante nu inregistreazd diferente semnificative
comparativ cu o catea negestantd, aflatd in stadiile de metestru-diestru. Valorile
progesteronemiei pe durata gestatiei inregistreaza valori cuprinse intre 15 si 60 ng/ml
(45-180 nmol/l) [29] sau chiar mai ridicate. Dupa atingerea nivelului maxim,
progesteronemia se mentine in platou 7-15 zile, apoi scade progresiv, pentru ca, inaintea
fatarii cu 36-48 ore, sd se Inregistreze o scadere rapida, la valori mai mici de 2 ng/ml (6
nmol/l). Daca se depaseste aceastd valoare, declansarea parturitiei poate fi complet
inhibatd. Declinul abrupt al progesteronului din preajma parturitiei este asociat cu
maturarea axului hipofizo-corticosuprarenal al fatului [34]. In siptimanile 3-6 de gestatie
a fost constatata si o variatie diurna a progesteronemiei, nivelul seric fiind aproape dublu

la ora 8,00 fata de ora 15,00 [40].
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Progesteronemia minima necesara pentru a menfine gestatia la catea prezinta
variatii individuale apreciabile. Se considerd ca aceastd valoare trebuie sd depaseasca
nivelul de 5 ng/ml, iar daca scade sub 2 ng/ml gestatia nu mai poate fi pastrata. Totusi,
sunt anumite catele care pastreaza gestatia la progesteronemii medii de 2-5 ng/ml, iar

scaderea tranzitorie sub 2 ng/ml nu produce avort spontan la toate femelele [32].

Estrogenii

Concentratiile serice ale estrogenilor se mentine la nivelul bazal, 5-15 pg/ml, in
primele 5-6 saptamani de gestatie, fara a se demonstra o modificare specifica a nivelului
sanguin al 17 B estradiolului corelata cu gestatia [Hoffman B si colab. cit de Moldovan,
R. — 2001[30]]. Spre sfarsitul gestatiei si inaintea fatarii, estrogenemia creste usor,

ramanand insa sub valoarea proestrala (sub 20 pg/ml) [22].

Relaxina

Sursa principald de prolactina la cdtea este placenta. Valorile relaxinei inregistrate
de Steinetz si col. cit. de [14] la catele gestante ovariectomizate, la care gestatia a fost
mentinutd cu aport exogen de progestine, precum §i scaderea rapidd, pana la valori
nedecelabile a relaxinei la catelele gestante la care s-a practicat histerectomia [43], sustin
afirmatia precedenta.

Concentratia serica de relaxind la catelele gestante creste semnificativ incepand cu
zilele 20-30 de gestatie, inregistreaza un varf la 40-50 de zile si se mentine la valori
ridicate pana la parturitie, cand se inregistreazd declinul progresiv, ajungand la valori
nedetectabile in 1-6 saptdmani.

La ora actuald exista kituri comerciale care permit evidentierea prezentei relaxinei

incepand cu ziua 21 a gestatiei.

Prolactina
Incepand cu zilele 30-35 de gestatie, nivelul prolactinei este mai crescut comparativ
cu nivelele observate in ciclurile sexuale normale, creste pand la o valoare maxima

inregistratd n ultima parte a gestatiei si are un varf in timpul parturitiei.
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Stimulii responsabili de cresterca gestationala a prolactinei nu se cunosc [14].

FSH

Concentratia FSH-ului creste postimplantational si ramane la valori de peste 150

ng/ml la catelele gestante, in timp ce la catele negestante scade sub 150 ng/ml [37].
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5.2. MODIFICARI HEMATOLOGICE SI BIOCHIMICE iN TIMPUL
GESTATIEI

Parametrii hematologici sufera modificari pe parcursul gestatiei.

Eritrocitele

La catea Se constata o scadere a numarului de eritrocite incepand cu a 21-a zi de
gestatie pana 1n ultima saptdmana, cand s-au inregistrat sub 5 milioane eritrocite /ul, la
70% din catelele examinate. In acelasi timp, procentul de hemoglobini scade la mai
putin de 14. Cea mai puternica scadere a fost inregistratd la catelele tinere si la cele

hranite nedecvat [8].

Hematocritul descreste continuu, din ziua a 20-a de gestatie, pana la parturitie.
Dupa parturitie, hematocritul creste din nou, cu toate cd in perioada postpartum valoarea
este mai scazuta decat la catelele negestante.

In jurul zilei 35 de gestatie, hematocritul este aproximativ 40% [29], iar cu citeva
zile inaintea parturitiei valorile sunt cuprinse intre 29-35%. La catelele negestante,
examinate dupa estru, hematocritul era 45% [10].

Anemia observatd in perioada de gestatie se presupune cd este consecinta
hemodilutiei rezultate in urma cresterii volumului sanguin maternal ( cu pana la 40% din

volumul initial) [29].

Plachetele sanguine
Numirul acestora creste incepand cu zilele 21-28 de gestatie. In jurul parturitiei,

poate atinge valoarea de 500.000/ul.

Leucocitele
In a doua jumitate a gestatiei se inregistreaza o leucocitozd moderatd (pana la

17000 leucocite/mm?).
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Factorii de coagulare - factorii VII, VIII, IX si XI cresc in concentratie in

primele 4-6 saptamani de gestatie, iar apoi, pana la parturitie, descresc [23].

Nivelul creatininei din ser - descreste cu 25-33% in a 21-a zi de la monta,
inregistrand valori medii de 0.8 mg/dl, la catelele pluripare si 1,1 mg/dl la catelele

primipare.

Nivelul gammaglobulinei serice —lIg G-scade cu 40-45% in 21 de zile de la
monta, inregistrand valori cuprinse intre 440-1220 mg/dl (media: 648 mg/dl), la catelele
pluripare, respectiv 840-1460mg/dl (media: 1108 mg/dl ) la catelele primipare [21].

Fibrinogenul - dupa implantatie, cresterea fibrinogenului si a altor proteine de
faza acuta din ser, a proteinei C-reactive [15], pot genera reactii consecutiv invaziei de
trofoblasti in uter. Cresterea nivelului de fibrinogen este compensata de cresterea la nivel
local a activitatii fibrinolitice. Aceasta se reflectd In numarul crescut de produsi de
degradare a fibrinogenului in ser. Concentratia de fibrinogen din ser creste in primele 21-
30 zile dupa varful-ul de LH, are valori de peste 280 mg/dl intre zilele 29-50 de gestatie,
(cu un maxim de 539 + 29mg/dl). La catelele negestante, in aceeasi perioadd maximul a
fost de 188 + 8mg/dl. Dupa 50 zile de gestatie, valorile au fost similare la catelele
gestante si negestante in diestru [13].

Gestatia poate determina o rezistentd la insulina exogenad la catelele diabetice si
poate cauza hiperglicemie [35] hipercolesterolemie si hiperproteinemie [41] la catelele

sanatoase.

99



Reproductie, obstetricia si ginecologie canind

5. 3. DIAGNOSTICUL DE GESTATIE

La specia canind, stabilirea diagnosticului de gestatie se efectueaza prin examen
clinic (anamneza, inspectie, palpatie, ascultatie), ultrasonografie (ecografie), examen

radiologic, examene hormonale si biochimice.

Examenul clinic

- Anamneza - poate furniza date importante cu privire la debutul caldurilor si
perioada estrald, data/datele efectudrii montei, unele modificari clinice si
comportamentale observate de proprietar. Datele oferite de aceastd metoda pot veni in
sprijinul stabilirii diagnosticului de gestatie, insd doar anamneza singurd nu este
suficientd pentru stabilirea acestuia.

- Modificari comportamentale - n periada de gestatie, organismul femelei
sufera, pe langa modificarile endocrine, o serie de modificari comportamentale: cresterea
aportului alimentar si a selectivitatii pentru anumite alimente, catelele devin mai linistite,
uneori fricoase §i cauta izolarea. Mai rar, la unele catele se poate observa reducerea
apetitului in primele 3-4 saptamani dupa monta.

- Aprecierea cresterii greutdtii corporale

Dupa monta, catelele gestante cresc in greutate pana la parturifie, in medie cu
36% (20-55%), dar cresterea greutatii este mai evidenta in ultima treime a gestatiei. Pe
masura cresterii greutdfii corporale se modificd forma corpului in special regiunea
abdominala, situatie usor sesizabila din jurul zilei 56 de gestatie. La aceastd vérstd a
gestatiei se pot observa si miscarile fetusilor.

Greutatea corporala creste mai putin evident in primele saptamani si mai evident in
ultima perioada de gestatie. Cresterea in greutate variaza in functie de talia catelei (de la 1
kg pentru o catea de 5 kg, la 7 kg pentru o catea de 27 kg).

In paralel cu aceste modificiri, din siaptimana a 5-a de gestatie se observa o

crestere a frecventei respiratorii si distensia peretelui abdominal [3].
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- Dezvoltarea glandei mamare
Modificarile glandei mamare nu constituie Intotdeauna un element sigur de
confirmare a prezentei gestatiei, deoarece pseudugestatia evolueaza frecvent cu
dezvoltarea glandei mamare si prezenta secretiei. De asemenea, modificarile glandei
mamare variaza considerabil intre primipare si multipare si chiar de la o femela la alta.
Dezvoltarea evidenta a glandei mamare apare incepand cu ziua 40 a gestatiei, cand se
poate observa si prezenta unui fluid seros. Colostrul poate fi prezent si evidentiat prin
presarea mameloanelor, In ultimele sapte zile de gestatie. La unele femele, declansarea
secretiei lactate are loc in timpul sau chiar dupa derularea parturitiei.
- Scurgerea vulvara
La o lund dupa fecundare, la unele catele are loc o scurgre vulvara cu aspect
mucos, dar aceasta nu are valoare de diagnostic deoarece poate fi observata si la unele
catele negestante.
-Palpatia abdominala
Cea mai traditionald metoda de diagnostic a gestatiei este palparea abdomenului.
Datele inregistrate releva o acuratete crescutd in intervalul 24-35 de zile dupa monta [1,
12, 42]. Inainte de ziua 28 a gestatiei, veziculele amniotice sunt mici si dificil de palpat,
in special la femele obeze sau cu abdomenul contractat. Dupa ziua 35, creste volumul
lichidului amniotic, veziculele se maresc, conflueaza, nesesizandu-se conturul acestora.
Gradul de acuratete al acestei metode, aplicata in al doilea trimestru de gestatie, este
estimat la 87-88% in cazul diagnosticului pozitiv de gestatie. Pentru diagnosticul negativ
metoda pretintd o acuratete mai scazutd: 73%. Aprecierea numarului produsilor de
conceptie prin palpare abdominala are o certitudine foarte redusa: 12% [1, 42].
Examenul prin palpare transabdominala impune identificarea bifurcatiei uterului la
nivelul centurii pelvine, situatd deasupra vezicii urinare si ventral de colon, palparea cu
atentie a fiecarui corn uterin in portiunea superioara, anterioara si in jurul regiunii

sublombare, terminand posterior de rinichi [3].
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Uterul negestant este greu de identificat. Pe masura ce sarcina avanseaza, uterul se
mareste in volum devenind mai usor de palpat.Veziculele embrionare pot fi depistate, cel
mai devreme, 1n a 20-a zi de gestatie la animalele care sunt linistite si la cele care nu sunt
supraponderale. Aceste vezicule apar de forma ovalard, de 1 - 2 cm si sunt situate in
portiunea ventrala, mijlocie a abdomenului. Ele sunt palpabile timp de aproximativ 10
zile, in special cele situate in partea posterioard a coarnelor uterine.Intre zilele 24 - 30 de
gestatie, denivelarile tind sa devina sferice, atingadnd un diametru de 2,5 - 4 cm si incep sa
creasca progresiv. Dupa aceastd datd determinarea gestatiei prin palpare devine mai
dificila din cauza modificarilor anatomice din uter, care pot fi usor confundate cu unele
stari  patologice care prezintd aceleasi semne palpatorii (piometrul,mucometrul,unele
torsiuni etc).

In perioada terminali a gestatiei (ziua 42-50), la catelele cu un numar mic de fetusi si
care nu au abdomenul destins, se pot palpa fetusii, in special capul acestora. Intre zilele
55-63 de gestatie datoritd marimii fetusilor, acestia pot fi usor detectati.

-Ascultatia
In ultima parte a gestatiei se pot percepe batiile cordului fetal, prin ascultatie cu

un stetoscop.

Ultrasonografia
Ultrasonografia este cea mai sigurd metoda pentru diagnosticul gestatiei. Pana in
prezent nu s-au identificat factori de risc prin utilizarea acestei tehnici, nici pentru pacient
nici pentru investigator.
In stabilirea diagnosticului de gestatie la citea, cu ajutorul ultrasunetelor, pot fi
utilizate mai multe metode:
» metoda Doppler
» scanare-A

> scanare-B
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Metoda Doppler se bazeaza pe inregistrarea unor miscari in anumite organe,
pulsarea arterei uterine si pulsatiile cordului fetusului. Aceste pulsatii reflecta
ultrasunetele care sunt receptionate si transformate intr-un semnal sonor. Astfel pot fi
percepute miscarile fetale sau bataile inimii fetusului dupa 29-35 zile de gestatie. Aceasta
metoda nu ofera informatii legate de numarul fetusilor, dezvoltarea si viabilitatea
acestora.

Scanarea-A identifica prezenta lichidelor, fara a se putea preciza cu certitudine
originea uterind a fluidului. Nu se poate contura nici o idee legatd de numarul fetusilor
sau informatii exacte despre viabilitate, prin folosirea acestei tehnici. Aceste neajunsuri,
semnalate si la metoda precedentd (Doppler), restrang aplicabilitatea celor doua tehnici
[37].

Scanarea-B sau ultrasonografia in timp real, permite analiza statusului functional
al gestatiei, furnizand informatii legate de prezenta fetusilor, viabilitatea si dezvoltarea
acestora, permitand si evaluarea numericd. Este posibild si observarea uterului si
structurilor abdominale. Pentru diagnosticul de gestatie la catea, se recomanda utilizarea
sondelor ecografice (transductori) de 5,00 MHz. Pentru rasele foarte mici ar putea fi
necesara sonda de 7,5 MHz.

Utilizarea acestei metode pentru diagnosticul de gestatie se recomanda incepand
din ziua 25 de gestatie [12, 18, 46]. Desi veziculele amniotice sunt vizibile incepand cu
zilele 19-20 de gestatie, ca structuri pline cu lichid, de dimensiuni reduse, exista riscul
mascdrii acestora de catre intestinele pline cu gaz. Bataile cardiace sunt detectabile
incepand din zilele 23-28 ale gestatiei [12, 18, 19], iar miscarile fetale din zilele 34-36 de
gestatie [19].

Cu 30 de zile inainte de parturitie este posibila evidentierea capului, corpului,
cozii fetale si a cordonului ombilical. In aceastd perioada uterul incepe si se mareasca
progresiv in volum.

Intre zilele 40-45 de gestatie incepe calcificarea scheletului fetal, ceea ce are ca

efect cresterea ecogenitatii razelor osoase [9].
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Acuratetea metodei este de 99% céand se aplicd dupa 28 de zile de la monta si
aproximativ 94-98% cand se aplica intre 24-25 de zile de gestatie [46]. Datele referitoare
la acuratetea precizarii numarului produsilor de conceptie [5, 18, 42] releva un procent
scazut: 31,8 - 36, explicabil prin campul de imagine restrictiv oferit de trasductor si
aspectele anatomice si topografice ale coarnelor uterine la catea.

Examenul radiologic

Examenul radiologic este utilizat in practica veterinara pentru diagnosticul
gestatiei, pentru evaluarea dezvoltarii fetale, sau pentru un diagnostic diferential fatd de
pseudogestatie.

Indicatiile de utilizare se refera la partea a doua a gestatiei, dupa mineralizarea
scheletului, atat pentru acuratetea diagnosticului cat si pentru prevenirea efectelor
negative ale radiatiilor In perioada de organogeneza, cand produsul de conceptie este mai
sensibil.

Schelatul fetal poate fi evidentiat radiografic incepand cu ziua 44 a gestatiei [12,
42], putandu-se determina cu precizie si numarul fetusilor. La unele catele pot fi vazute
crestele vertebrale si vertebrele fetusilor, chiar mai devreme de a 40-a zi gestatie. Gradul
de mineralizare osoasd poate fi un indiciu al varstei fetusilor.

Tot prin examen radiologic se poate detecta moartea fetusilor, apreciatd prin
deformari ale cutiei craniene, spatii umplute cu gaz intra- si peri- fetal, flexia excesiva a

corpului sau extensia membrelor posterioare.

Examene hormonale si biochimice
Evidentierea relaxinei
Relativ recent, au fost introduse in practica veterinara, teste rapide de
diagnosticare a gestatiei bazate pe evidentierea relaxinei la cdtfea. Relaxina este produsa
de ovare si placenta catelelor gestante si is1 mareste concentratia in al doilea trimestru de

gestatie. Relaxina nu poate fi depistatd la cdtelele negestante sau pseudogestante.
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Cantitatea de relaxind la catea creste incepand cu ziua 20 a gestatiei, atinge
apogeul 1intre zilele 40-50 si scade dupa parturitie, atingand niveluri abia detectabile in 1-
6 saptamani.

Dozarea fibrinogenului

Concentratia de fibrinogen din plasma creste la peste 250 mg/dl in primele 21-30
zile de gestatie. Metoda dozarii fibrinogenului este sigura in proportie de 98%, valoarea
mai mare de 280 mg/dl indicand clar o gestatie.

Cresterea concentratiei de fibrinogen incepand cu ziua 21 de gestatie, consecinta a
reactiei de fazad acutd a organismului, coincide invaziei de trofoblasti in uter. Acest
fenomen, se pare ca este specific speciei canine [24].

in tabelul 5.3.1. sunt redate citeva metode de diagnostic clinic si paraclinic a

gestatiei la catea si perioada optima de aplicabilitate a acestora.
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Tabelul 5.3.1.

Perioada de aplicabilitate a principalelor metode clinice si paraclinice de diagnostic
a gestatiei la ciatea (dupa Christiansen Ib.J. - 1984, modificat)

Numarul saptamanii de gestatie 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Simptome:

Cresterea greutatii corporale X | XXX | XXX | XXX [ XXX | XXX | XXX | XXX
Cresterea in volum a uterului XX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
Cresterea in volum a mamelei 32 | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
Cresterea in volum a abdomenului 50 | XXX | XXX
Miscarile fetale 50 | XXX | XXX
Diagnosticul de gestatie:

Palpatia abdominala 21 | XXX | XXX

Palpatia fetusilor 56 | XXX
Ultrasonografia 18 |20 | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
Metoda Doppler 29 | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
Examenul radiologic 40 149 | XXX | XXX
Ascultatia fetusilor 56 | Xxx
Hematologic:

Numarul eritrocitelor A e e e e
Hemoglobina % A e T e e e s
Volumul celular A e e e e
Plachetele sanguine 21 |28 | ++ | ++ |++ |+ + | ++
Rata de sedimentare 21 | ++ | ++ | ++ [ ++ |+ |+ 4
Numarul leucocitelor 21 | ++ |[++ | ++ |49 |- |-
Hematocritul A R R e e e
Fibrinogen 21 |28 |++ |++ |++ |50 |--
Nivelul hormonal:

Progesteronul ++ |++ | ++ |20 |25 |- |- |- |- | ---
Estrogenii ++ | ++ |14 | XXX |25 |- |- e | ee= | -
Relaxina 20 |++ | ++ | ++ | ++ | +4+ | ++
Nota:

XXX - perioada in care parametrii pot fi diagnosticati

++ - cresterea parametrilor

--- - descresterea parametrilor

00-56 - zilele de gestatie cand parametrii pot fi diagnosticati
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5.4. PSEUDOGESTATIA

Pseudogestatia, denumitd si gestatie falsa sau lactatie nervoasd, defineste
situatia 1n care la o catea negestanta apar manifestari clinice si comportamentale specifice
ultimei periade de gestatie.

Afectiunea se plaseaza la granita dintre fiziologic si patologic:

- faza luteala foarte lunga a ciclului sexual normal, cu mentinerea corpilor luteali
functionali o perioadad similard cu durata gestatiei, constituie o particularitate a ciclului
sexual la specia canina. Expunerea organismului femel, in aceastd perioadd, la nivele
ridicate si continue de progesteron, urmata, dupa declinul progesteronului, de nivele
crescute de prolactina, constituie elemente fiziologice care explicd modificarile ce apar in
faza luteala a ciclului. Deoarece dezvoltarea fiziologicd a glandei mamare in timpul
metestrului (diestrului) variaza foarte mult in functie de individ sau chiar intre cicluri
sexuale diferite ale aceluiasi individ, s-a emis ipoteza ca pseudogestatia ar reprezenta
extrema superioara a stimulilor fiziologici din perioada metestrului (diestrului);

- aspectul patologic al pseudogestatiei derivd din exacerbarea simptomelor sau
coexistenta unor manifestari atipice, care impun tratament, si din riscul aparitieir unor
complicatii patologice la nivelul aparatului genital i glandei mamare.

Incidenta pseudogestatiei la specia canind este estimata la 50-75%. [28].

Instalarea pseudogestatiei s-a observat si in urmatoarele circumstante:
-in timpul tratamentelor indelungate cu progestine;

- dupd oprirea tratamentului cu progestine;

- consecutiv tratamentelor cu antiprogestine;

- la 3-4 zile dupa ovariectomia practicata in faza luteala a cilului sexual.
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Tablou clinic

In general, aparitia simptomelor este semnalati la citelele negestante, la
aproximativ 6-12 siaptamani dupa estru [25], au intensitate variabila si dispar in mod
normal dupa 2-4 saptamani [25] sau se mentin intre 30-90 de zile [7, 33]:

- cresterea in volum a glandei mamare; se observa o hipertrofie si o congestie a
tesutului mamar, in special la mamelele inghinale, frecvent asociata cu jena sau durere
care antreneaza linsul mamelelor de catre femela

- comportament linistit, manifestand indiferentd, oboseald sau “plictiseala”, sau
comportament agitat, cu manifestari de nervozitate sau chiar agresivitate

- secretia si ejectia laptelui sau a unui lichid seros

- comportament specific perioadei premergitoare parturitiei $i comportament
maternal: amenajarea cuibului, grataj, atitudine protectoare, ingrijirea diverselor obiecte
din habitat

- prezenta unei secretii vaginale (mucus dens, aderent), in cantitate redusa

- cresterea greutatii corporale

- anorexie

Semne clinice atipice:
- marire In volum a abdomenului.
- contractii abdominale (mai rar), asemanatoare cu cele din timpul parturitiei.

- voma, diaree, poliurie, polidipsie, polifagie

Complicatii:
- mastita sau dermatita mamara pot apare, insa destul de rar;
- episoade repetate de pseudogestatie sunt corelate cu afectiuni reproductive si
probleme de fertilitate;
- pseudogestatia si prolactina, par a fi implicate in patogeneza tumorilor
mamare. Cresterea riscului de aparifie a neoplaziilor mamare consecutiv
pseudogestatiei poate fi explicata prin distensia mecanica continud a glandei

mamare si acumulare de produsi carcinogeni in acinii glandei mamare.
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- implicarea prolactinei in dezvoltarea tumorilor mamare este incertd. Numarul
receptorilor prolactinici din tumorile mamare benigne este similar cu cel din
tesutul normal, si doar 30% dintre tumorile maligne au receptori prolactinici

[25].

Diagnosticul se pune pe baza semnelor clinice si a modificarilor comportamentale.
Se impune diagnostic diferengial cu gestatia si cu afectiuni care stimuleaza galactopoeza,
in special dacad secretia lactatd persista peste 3-4 saptamani (ex. hipotiroidism primar

[16]. Uneori lactatia de pseudogestatie acompaniaza un piometru [7], ceea ce impune un

e wy e

Tratamentul are mai multe componenete, care pot fi asociate in functie de tabloul

clinic si evolutia fiecarui caz:

Tratament simptomatic
Tratament igieno-dietetic

Consta in instituirea unei diete alimentare timp de 24 de ore si unei diete hidrice
de 24-48 de ore, continuate de un regim alimentar hipoproteice timp de 10 zile.
Tratament local

Se recomandd aplicarea compreselor cu apd rece, ungventelor astringente sau
antiinflamatorii, in scopul reducerii hipertrofiei §i congestiei mamare. Masajul in timpul
aplicarii acestora este contraindicat, pentru evitarea cresterii secretiei lactate pe cale
reflexa.
Tratament diuretic

Administrarea de furosemid (4 mg /kg/zi, timp de 5 zile, per os) este indicatd in
cazul unei secretii mari de lapte.

Tratament etiologic

Prolactina este hormonul cu rol determinant in secretia lactatid. Secretia de
prolactind se afla sub controlul unor factori stimulatori si inhibitori de origine centrala sau

periferica . Secretia hipofizara de prolatina este reglata de doua tipuri de factori:
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- factori inhibitori (prolactin inhibiting factors - PIF), al caror mediator principal
este dopamina;
- factori activatori ( prolactin releasing factors - PRF), al caror mediator principal

este serotonina.

Tratament de supresie a prolactinei

Produsele cele mai frecvent utilizate pentru inhibarea secretiei de prolactina sunt
agonistii dopaminergici: bromocriptina si cabergolina, si un antagonist de serotonina:
metergolina.

Bromocriptina se administreaza in doza de 20-30 pg/kg /zi, timp de 14 zile.
Deoarece timpul de injumatatire este de 4-6-ore, se recomanda doua administrari pe zi,
pentru o mai buna eficacitate. Efectele secundare descrise in administrarile de
bromcriptind sunt: voma, anorexia, apatia si modificari comportamentale. Efectul
emetizant poate fi controlat prin administrarea antiemeticelor periferice cu 30 de minute
inaintea administrarii bromcriptinei sau prin administrarea anticolinergicelor (atropina).
Este contraindicatd utilizarea antiemeticelor centrale (Metoclopramid), acestea fiind
antagonisti ai dopaminei, ar scadea considerabil eficacitatea bromocriptinei.

Cabergolina are o bioactivitate superioard si specificitate mai mare decat
bromocriptina. Traverseaza bariera hematoencefalica in doze mai mici si are mai putine
efecte secundare. Cabergolina se comercializeazd si sub forma de produs veterinar
(Galastop), doza recomandata fiind de 5 pg/kg/zi, timp de 5-10 zile.

Metergolina (Contralac) este un produs de uz veterinar, cu actiune
antiserotoninergica. Se administreaza oral, in doza de 0,1 mg/kg, de doua ori pe zi, timp

de 8-10 zile.

Steroizii sexuali (estrogeni, androgeni, progestine) s-au folosit mult timp in
tratamentul pseudogestatiei, dar in general, efectele secundare au depasit beneficiile
tratamentului:

Estrogenii sunt contraindicati datorita implicarii in etiologia piometrului, aplaziei

medulare si anemiei.
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Androgenii (testosteronul sau androgenii sintetici) au efecte secundare de tipul:
masculinizare, hipertrofie clitoridiana.
Progestinele pot determina hiperplazie endometriala chistica, piometru, tumori

ale glandei mamare, acromegalie.

Ovariectomia sau ovariohisterectomia practicate in anestru, sunt indicate pentru
catele cu pseudogestatii repetate.
Atentie la perioada de interventie chirurgicala:
- Ovariectomia practicata in timpul lactatiei duce la prelungirea simptomelor;
- Ovariectomia practicata in timpul metestrului (diestrului), la catele cu
pseudogestatii anterioare, poate induce un nou episod de pseudogestatie, la 3-

7 zile de la interventia chirurgicala.
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5.5. PATOLOGIA GESTATIEI

Patologia gestatiei la catea este dominata, atat ca incidenta, cat si ca impact pentru
femela si pentru proprietarul acesteia, de mortalitatea fetald. O incidentd mai redusa
inregistreaza alte tulburari care intervin pe parcursul gestatiei: anomalii topografice ale

produsilor de conceptie sau uterului, tulburari metabolice.
Modificari topografice

Torsiunea uterind poate implica unul sau ambele coarne uterine §i constituie
consecinta unor traumatisme abdominale. Afectiunea este rar intalnita la catea.

Tabloul clinic este identic cu cel din abdomenul acut. Modificarile mecanice si
circulatorii determind durere abdominald, metritd gangrenoasa si peritonitd in situatia in

care nu este diagnosticata si rezolvata chirurgical cat mai rapid.

Histerocelul respectiv hernierea partiala sau totalda a uterului gestant, poate fi
favorizatd de preexistenta unei hernii inghinale congenitale, prin a carei brese se
angreneaza cornul uterin, sau poate fi cauzatd de un traumatism. Aspectul clinic impune

diagnostic diferential cu procese tumoral sau abces. Tratamentul este chirurgical.

Gestatia extrauterind este rar intdlnita la cdtea si, in general, este determinata de
ruptura uterind survenitd in urma unui traumatism sau in urma administrarii inoportune de
uterokinetice (ocitocind).

Tratament: celiotomie urmata de sutura bresei uterine sau ovariohisterectomie.

Avortul
Avortul reprezintd o intrerupere a gestatiei, Intr-o etapa in care produsul de

conceptie nu este apt de supravietuire in afara organismului matern.
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Avortul in stadii timpurii de dezvoltare a produsilor de conceptie sunt aproape
imposibil de diagnosticat, deoarece se produc, in general, fard manifestari clinice
evidente. Resorbtiile embrionare si fetale in stadii timpurii, rdman inca dificil de
diagnosticat i cuantificat.

Avortul propriu-zis, respectiv expulzarea fetusilor morti sau neviabili, sunt de
asemenea, dificil de cuantificat datorita unor situatii in care pot trece neobservate:

- unele avorturi spontane, accidentale se deruleaza rapid, femela ingera imediat
fetusii si invelitorile fetale;

- unele femele pot expulza o parte din fetusi, cu mentinerea celorlalti pana la
termen, fatdnd normal, fetusii vii si viabili. Aceste situatii pot trece neobservate.

Etiologie:

Existenta mortalitatii fetale impune, precizarea cauzelor. Principalele cauze ale
mortalitatilor fetale la specia canina sunt:

- Afectiuni bacteriene: bruceloza, infectii cu diferiti germeni — E.Coli,
Streptococi, Salmonella, Campilobacter jejuni.

- Afectiuni virale: herpesviroza.

- Afectiuni parazitare: toxoplasmoza.

- Afectiuni de origine neinfectioasa: hormonale, nutritionale, toxice, traumatice,

genetice.

Bruceloza

Principalul germen al speciei Brucella care se intdlneste la specia canina este
Brucella canis, dar in anumite circumstante, cainii pot fi infectati si cu B. abortus, B. suis,
B. bovis sau B. melitensis.

Brucella canis este un cocobacil Gram negativ, a carui implicare in producerea
avorturilor la specia canina a fost demonstrata [17].

Simptome: avortul tardiv, intre zilele 35-55 de gestatie, fara semne premergatoare
sau episoade febrile, sau fatarea la termen cu pui morti, sau pui vii care mor in primele

ore sau zile de viata. La fetusi, pot fi remarcate edeme sau hemoragii cutanate.
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Avortul este urmat de scurgeri vaginale mucopurulente, prelungite. Gradul de
contagiozitate n cadrul crescétoriilor canine este foarte ridicat.

Diagnosticul: suspiciunea unui avortul brucelic apare in toate situatiile unui avort
spontan, in ultima perioada a gestatiei sau in cazul mortalitatii cateilor la cateva ore sau
zile postpartum. Diagnosticul de certitudine se pune pe baza examenelor de laborator

(izolarea si identificarea germenului, reactii serologice).

Avortul determinat de Mycoplasma si Ureaplasma, doua specii intalnite in mod
normal 1n conductul vaginal, este mai frecvent intlnit la catea, comparativ cu alte specii,
survenind pe fondul existentei unei populatii mari de Mycoplasme sau Ureaplasme si in

cazul scaderii rezistentei imunitare a femelei [4].

Herpesviroza

Herpes virusul canin, izolat pentru prima oara de catre Charmichael in 1964, din
catei nou-nascuti afectati de “septicemie” [17], are proprietatea de a creste si a se
multiplica intr-un interval strans de temperatura, dar nu peste valori de 38° C. Aceasta
explica tropismul virusului pentru cateii nou-nascuti, a caror temperaturd corporald este
sub 38° C pand la varsta de patru saptdmani, §i pentru organele genitale externe si
segmnetele initiale ale cailor respiratorii, la cainii adulti [17].

Catelele infectate la jumatatea gestafiei sau mai tarziu, pot avorta, fara semne
clinice asociate avortului. Fetusii infectati in ultima parte a gestatiei sunt normali in
timpul parturitiei, dar pot muri in cateva zile. Nou-nascutii pot fi infectati in timpul
parturitiei (In timpul trecerii prin vaginul femelei) sau prin contact cu secretiile oro-
nazale ale mamei sau altor caini [4].

La catea, infectia poate evolua asimptomatic sau se pot observa vezicule herpetice
vulvare, care, in general, apar in timpul proestrului si dispar in celelalte stadii ale ciclului
sexual [17]. In cazul in care infectia primari este la nivel genital, citelele pot prezenta
cresterea in volum a foliculilor limfoizi, hiperemie vaginala si echimoze sau petesii [4].

Aparitia veziculelor peniene si balanopostitei, consecutiv unei monte cu o femela

infectata, subliniaza transmisibilitatea sexuala a afectiunii.
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Diagnosticul serologic se impune in cazul suspiciondrii acestui diagnostic.
Existenta suspiciunii infectiei cu herpes virus canin impune vaccinarea impotriva

acestui virus la 8 zile dupa monta si rapel cu 10 zile inaintea parturitiei.

Toxoplasmoza
Toxoplasma Gondii, are, la specia canind, afinitate pentru caile genitale female,
fiind responsabil de malformatii congenitale acute si mortalitate neonatald si, in unele

situatii, de avort.

Mortalitate embrionarda / fetald de origine hormonala

Scaderea nivelului progesteronului sub cel estimat ca minim pentru mentinerea
gestatiei (5-10-15 ng /ml), constituie factor major de risc pentru avorturi / resorbtii
embrionare si fetale. Monitorizarea progesteronemiei pe parcursul gestatiei, permite
identificarea insuficientei luteale si prevenirea consecintelor acesteia prin aport exogen de

progesteron.

Mortalitate fetali de origine nutritionala

Alimentatia saraca in sodiu (sub 0,03% Na din ratia uscata) pe parcursul ultimelor
doua saptamani de gestatie, produce avort sau mortalitate fetala.

Malnutritia grava in timpul gestatiei determind, in general, mortalitate neonatala
foarte precoce.

Mortalitate se poate produce si in situatia unui exces de vitamine A sau D in
alimentatia femelei gestante. Excesul de vitamind A in perioada 15-25 de zile de gestatie,

induce deformarea scheletului si mai ales mortalitate fetala.
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5.6. HISTEROTOMIA LA CATEA

(operatia cezariand)

Histerotomia este indicata in: exces de volum al fetusilor, angustie pelvina, prezentari si
pozitii distocice nerezorvabile prin manopere obstetricale, torsiuni si hernii ale uterului gestant,
atrezie vulvo-vaginala, spasm al cervixului, hidropizia invelitorilor fetale, fetusi morti
emfizematosi [18, 27 ]. Histerotomia (operatia cezariand) este o urgenta chirurgicald, executia
ei in timp optim conditionand rezultatul final, respectiv supraviefuirea mamei §i a

fetusilor [27].

Tehnica operatorie
Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator prin
tunderea regiunii, spalare cu apa si sapun steril si antiseptizare repetata.
Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie (cu narcoza inhalatorie) —
atentie la anestezicele care traverseaza bariera placentara.

Contentie: in decubit dorsal.

Timpi operatorii [2, 27, 45].
Celiotomie mediand ombilico-pubiana - incizia longitudinala a pielii si a
tesutului conjunctiv subcutanat pe mijlocul fetei ventrale a abdomenului este

urmata de incizia linie albe si a peritoneului — fig. 5.6.1 i 5.6.2.
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Fig. 5.6.1. Celiotomie mediana — loc de Fig. 5.6.2. Sectionarea liniei albe
electie - din Igna C. — 2005 [27] din Igna C. — 2005 [27]
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Expunerea uterului gestant si izolarea caritatii abdominale — fig. 5.6.3.

Incizia corpului uterului cu atentie pentru a nu provoca desirarea bifurcatiei —

fig. 5.6.4.

\ ( . —
—2 s I{ ' = o~
0 \ - i 52 B F
—tp o - }
# - = >
/ ( "l | E=) X
— = ra
Fig. 5.6.3. Expunerea uterului gestant Fig. 5.6.4. Incizia corpului uterului
din Igna C. — 2005 [27] din Igna C. — 2005 [27]

Angajarea prin presiune digitald extrauterina a primului fetus in plaga uterina
- fig. 5.6.5.

Extractia fetusului. Sectionarea invelitorilor fetale — fig. 5.6.6., exteriorizarea
partiald a fetusului, clamparea si sectionarea cordonului ombilical — fig.

5.6.7., extractia fetusului si apoi a placentei — fig. 5.6.8.

Fig. 5.6.5. Angajarea fetusului Fig. 5.6.6. Sectionarea invelitorilor fetale
din Igna C. — 2005 [27] din Igna C. — 2005 [27]
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v T — . -
L /
Fig. 5.6.7. Clamparea si sectionarca Fig. 5.6.8. Extragerea placentei
cordonului ombilical din Igna C. — 2005 [27]

din Igna C. — 2005 [27]

O metoda mai expeditiva consta in extractia fetusilor inveliti in placenta
intactd. Dupa extractie un ajutor va acorda primele ingrijiri (sectionarea
placentei, clamparea si sectionarea cordonului ombilical, asigurarea libertatii
cailor aeriene, supravegherea respiratiei noilor nascuti [45].

Angajarea si extractia celorlalfi fetusi presupune reluarea manoperelor

anterioare.

Histerorafia (sutura uterului) se va efectua biplan extramucos cu fire
resorbabile. Primul strat de sutura, efectuat in surjet simplu include sero-
musculara uterului — fig. 5.6.9. Stratul al doilea de suturad include tot sero-
musculara uterului, fiind inserat un surjet endoversat (surjet Cushing sau
Lembert) — fig. 5.6.10.

Fig. 5.6.9. Primul strat de sutura Fig. 5.6.10. Stratul al doilea de sutura

din Igna C. — 2005 [27] din Igna C. — 2005 [27]
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Sutura plagii peretelui abdominal prin suturi etajate: sutura peritoneului si a
tesutului fibros al liniei albe se poate executa in surjet simplu — fig. 5.6.11. (la
cainii din rasele de talie mare ca si la animalele obeze se recomanda sutura in
puncte separate simple) sutura tesutului conjunctiv subcutanat in surjet de tip
endoversat cu material resorbabil; sutura pielii in puncte separate simple cu

fire neresorbabile — fig. 5.6.12.
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Fig. 5.6.11. Surjet simplu Fig. 5.6.12. Sutura pertelui abdominal
din Igna C. — 2005 [27] din Igna C. — 2005 [27]

Ingrijiri postoperatorii. Protectia plagii operatorii prin Tmbracare cu o camasa

Alfort si/sau un colier Elisabethan. Antisepsia zilnica a plagii operatorii. Combaterea

starilor de soc. Antibioticoterapie timp de 5-7 zile. Firele suturii tegumentare se inlatura

dupi 7-10 zile [27,31].

N
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Cap. 6. CONTROL REPRODUCERII LA SPECIA CANINA
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6.1. INDUCEREA ESTRULUI

Din numeroase motive, adesea se doreste inducerea rapida a estrului fertil la
catele. Indicatiile pot include monte nereusite, lipsa instalarii gestatiei, accesul limitat la
un anumit mascul, etc. Daca urmeaza sa se recurga la insamantare artificiala este necesar
0 monitorizare a ciclului estral. Pana in prezent, succesele iregistrate au fost putine, iar
numeroase dintre produsele utilizate nu sunt disponibile.

Protocolul referitor la introducerea sigura a estrului fertil la catea a fost pana de
curdnd greu de detinut, datoritd insuficientei cunoasteri a fenomenelor hormonale care
preced foliculogeneza si a celor responsabile de terminarea anestrului. Factorii implicati
in sfarsitul anestrului obligatoriu (deosebit de lung observat la aceasta specie), precum si
in iniierea urmatorului ciclu estral, sunt departe de a fi elucidati, desi au fost obtinute
noi informatii, in special in ultimul deceniu.

Aplicatiile practice ale protocolului de inducere a estrului includ si tratamentul
infertilitdtii datorate anestrului primar si secundar. Inducerea estrului este utila si
crescatorilor care se confruntd cu probleme datorate sincronizarii caldurilor la catele,
ceea ce inseamni ci in anumite perioade ale anului nu vor avea suficienti catei. In urma
inducerii estrului atat monta cat si instalarea gestatiei pot avea loc la momentul dorit de
proprietar. Trebuie subliniat faptul ca, inainte de a se trece la inducerea estrului, trebuie
catele normale din punct de vedere reproductiv.

Printre produsele folosite la inducerea estrului sunt incluse gonadotropine (eCG,
FSH, LH, hCG, hMG), estogeni (DES), GnRH si analogii sai, agonisti dopaminergici

(bromocriptind, cabergolind). [39].
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6.1.1. Inducerea estrului cu hormoni hipotalamici

Hipotalamosul produce hormoni de eliberare (releasing hormons) sau de inhibare
(inhibiting hormons), care sunt transportati spre lobul anterior al hipofizei de catre
sangele care circuld in sistemul port hipotalamo-hipofizar. Hormonii hipotalamici cu rol
in reproducere sunt:

- GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone)

- PRF (Prolactin Releasing Factor)

- PIF (Prolactin Inhibiting Factor)

- Ocitocina [6].

In literatura de specialitate sunt descrise numeroase protocoale de inducere a
estrului cu GnRH si analogi ai GnRH — ului, cu rate de gestatie ce variaza intre 8 si 86%.
Dezavantajul major al acestora este necesitatea infuziei constante de GnRH sau
injectarea unor cantitati mici de GnRH la intervale de 90 de minute, timp de 6 — 14 zile
[32].

Shile, V. — 1987 [32], administrand GnRH (0,04 — 0,43 pg/kg/puls; 1 puls/1,5
ore, timp de 6 — 12 zile) la 8 catele, a observat aparitia semnelor de proestru la 6 cazuri,
dupa 2 — 4 zile. Femelele au fost montate si 3 din 5 au fatat 9 — 11 catei. La acestea,
progesteronul seric a crescut si a ramas la acelasi nivel si In timpul gestatiei .

Administrarea GnRH in anestru, sub forma pulsatila, intravenos, in doza de 20 —
450 pg/kg la fiecare 90 de minute timp de 9 — 14 zile, a condus la inducerea unui estru
fertil la 63 — 88% din cazuri.

Analogii sintetici ai Gn-RH, estimati ca fiind de 20 — 200 ori mai activi ca
GnRH natural (ex. Nafarelin si Gonodorelin), pot determina eliberari prelungite de LH
dupa o singura administrare. Cand sunt infuzati constant, duc la scaderi treptate ale LH-
ului, eventual urmate de supresia LH -ului.

Administrarea de Lutrelin la un interval de 8 ore (in doza de 1 pg/kg timp de 11
zile si 0,5 pg/kg timp de 3 zile) a indus estrul fertil la 80% dintre catelele, aflate in

anestru si anestru persistent [8, 39].
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S-au utilizat, prin administrare subcutanata, analogi ai GhRH-ului, cu actiune de
lunga durata (Buserelin combinat cu polimer silastic lichid) pentru inducerea estrului la
catelele in anestru.. Eliberarea lentd de GnRH de la locul injectiei a determinat,
manifestarea proestrului, estrului, ovulatie spontana si gestatie, la 10 — 15 zile de la
administrare.

Administrarea analogului de GnRH - acetat de Leuprolide (microcapsule) a fost
utilizatd pentru inducerea proestrului si estrului cu o administrare ulterioara a unei solutii
apoase a analogului de GnRH, pentru a induce sau facilita ovulatia si instalarea estrului

comportamental [7].

6.1.2. Inducerea estrului cu gonadotropine

Gonadotropine hipofizare:

Lobul anterior al hipofizei, specializat in secretia de tropine, produce trei
gonadotropine implicate in activitatea reproductiva:

= hormonul de stimulare foliculara (FSH);

= hormonul luteinizant (LH);

= hormonul luteotrop (LTH sau PRL).

Dintre acestea, FSH si LH sunt cele mai implicate in fiziologia sexuala, regland
functia gonadelor la ambele sexe [6].

FSH-ul stimuleaza singur cresterea foliculilor ovarieni, din stadiu foarte
timpuriu pand la stadiul de foliculi cavitari, dupd care, cresterea si dezvoltarea foliculara
este realizatd impreund cu LH.

FSH impreuna cu hormonii estrogeni stimuleazd aparifia receptorilor pentru
FSH si LH in celulele din granuloasa foliculilor ovarieni.

Protocoalele de inducere a estrului la catea bazate pe folosirea FSH-ului ca
stimul gonadotrop, in general nu au avut rezultate satisfacitoare in inducerea estrului si
nici in inducerea ovulatiei. Nu s-au inregistrat instalari ale gestatiei in urma aplicarii

acestei metode [8, 39].
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O metoda acceptabild de inducere a caldurilor la catea, consta in administrarea
de FSH (porcin) 0,75 mg/kg, i.m., zilnic, timp de 10 zile, pentru dezvoltare foliculara,
urmata de administrarea unui preparatde tip LH pentru inducerea ovulatiei — HCG in
doza de 500-1000 U.lL., i.m., 0 singura administrare, in a 10-a sau a 12-a zi de la
inceputul tratamentului cu FSH. In loc de HCG se poate utiliza Gn-RH in doza de 50-
200 pg .

Administrarea FSH - ului in combinatie cu dietilstilbestrolul (DES) a avut ca
rezultat aparitia caldurilor si un procent de gestatie rezonabil. Administrand cate 5 mg
DES/animal zilnic, pana in a treia zi a proestrului indus (aproximativ 4-10 zile de
administrare) si cate 10 mg FSH/animal in zilele 5, 9 si 11, s-au obtinut urmatoarele
rezultate: aparitia caldurilor la 70% din cazuri, ovulatie la 50% si o ratd a gestatiei de
30%, cu toti produsii normali [5].

LH-ul actioneaza impreuna cu FSH in directia maturarii foliculilor ovarieni si
determinad, singur, ovulatia. Din acest motiv a mai fost numit si hormonul ovulatiei. LH
stimuleaza celulele tecii foliculare interne pentru secretia estrogenilor [Concannon,
P.W., - 1998].

Administrarea, la catele in anestru, a LH-ului suin purificat, in doza de 0,1
U.L/kg timp de 7 zile, a avut ca rezultat aparitia proestrului (100%), estrului (70%) si
instalarea gestatiei (35%) [39].

Aceste rezultate sugereaza cad LH este un factor endocrin deficitar in anestru si

totodata foarte important in tranzitia de la anestru la proestru [8].

Gonadotropine extrahipofizare:
In aceasti clasi de hormoni, recunoscuti si sub denumirea de gonadotropine din
grupa glicoproteinelor de extractie, sunt incluse:
= Gonadotropina sericd (PMSG) sau gonadotropina corionica ecvina (eCQG),
extrasa din sangele iepelor gestante;
= Gonadotropina corionicdA umana (HCG), extrasd din urina de femeie

gravida,
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= Hormonul gonadotrop menopauzal (HGM), extras din urina femeilor
menopauzate.

Gonadotropinele extrahipofizare au castigat o largd aplicare in terapia

hormonala veterinara, in special datoritd unor inconveniente majore ale produselor

naturale obtinute din hipofiza: instabilitate, puritate scazuta si pret ridicat [6].

Gonadotropina corionica ecvind (eCG/PMSG):

Este secretata de cupele endometriale din uterul iepelor gestante, intr-o anumita
perioada a gestatiei.

Activitatea hormonald a eCG (PMSG) se aseamana cu cea a FSH-ului si, de
asemenea, cu cea a LH-ului. La alte specii decat ecvideele, componenta dominantd a
eCG-ului este cea care are actiune specifica FSH si stimuleaza cresterea foliculara, iar
componenta de tip LH induce ovulatia. La ciine, eCG (PMSG) este un hormon cu
activitate LH [39].

Gonadotropina corionicd ecvind este indicatd in tratamentul unor stari de
inactivitate ovariana la toate speciile, exceptand cabalinele.

Administrarea eCG (PMSG) in doza de 20 U.L./kg, timp de 10 zile, in anestru,
urmata de o doza ovulatorie de HCG (500-1000 U.I.) are ca rezultat aparitia estrului.
Frecvent, estrul indus se caracterizeza prin: fertilitate scazuta, hiperestrogenism, absenta
ovulatiei, chisti ovarieni, faza luteald scurta si/sau resorbtic embrionara [8].

O fertilitate ridicata s-a obtinut administrand cate 20 U.1.eCG/kg/zi, timp de 5
zile, urmate de o doza de HCG [3]. Concannon P.W. (observatii nepublicate) nu a
obtinut insa aceeleasi rezultate, aplicand acelasi protocol.

Se pare ca doza unica de HGC dupa 5 zile de administrare a eCG, stimuleaza
mai mult dezvoltarea foliculara decat ovulatia, ovulatia producandu-se spontan, dupa
aproximativ o saptamana [8].

Gonadotropina corionica ecvina (eCG) administrata la interval de 48 de ore, nu

a indus proestrul [36].
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Utilizarea gonadotropinei corionice ecvine in scopul inducerii estrului la catea,
prin administrari zilnice, are ca rezultat aparitia semnelor clinice specifice estrului, insa
procentul de fertilitate este variabil. Corpul luteal rezultat in urma ovulatiei induse poate
avea o viatd scurtd. Aceste tratamente provoaca o crestere a concentratiei de estradiol,

care poate cauza diverse afectiuni (afectiuni uterine, anemie aplastica) [39].

Gonadotropina corionicd umana (HCG):

Este secretata de trofoblastii produsului de conceptie al primatelor, incepand cu
ziua a 7-a dupa fecundatie. Secretia se mentine pe toatd durata sarcinii, un maxim
inregistrandu-se la 60-70 de zile de la fecundare. HCG se elimind din organismul
primatelor gravide prin urind. Actiunea gonadotropinei este similara cu cea a LH-ului

hipofizar, dar are si o oarecare activitate de tip FSH.

In practica medicald veterinari, HCG se utilizeaza datoriti efectului siu
luteinizant (induce luteinizarea celulelor granuloasei foliculare si ovulatia) si luteotrop

(mentine functia luteald a corpului galben, marind secretia de progesteron).

Recomandarile de utilizare includ: terapia tulburdrilor de ovulatie (cdldurile
anovulatorii, cdlduri prelungite si ovulatie intarziata) terapia starilor de subestru, terapia
chigtilor ovarieni si prevenirea avortului cand se banuieste existenta unei insuficiente
luteale.

La caine, HCG are o puternicd activitate de tip LH si mai putin activitate de tip
FSH, regdsindu-se in numeroase protocoale de inducere a estrului la aceasta specie ca
agent de inducere a ovulatiei.

Produse:Gonacor, Praedyn, Nimfalon, Chorulon.

Hormonul gonadotrop menopauzal (HGM):
Urina femeilor menopauzate contine un hormon cu actiune preponderenta de tip FSH

dar si cu oarecare actiune de tip LH.
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In practica, preparatele pe bazi de HMG se utilizeazd pentru tratamente de
stimulare a functiilor ovarului in diferite tulburari functionale si In cadrul protocoalelor
de sincronizare a caldurilor la animale [6].

Produse: Humegon, Pergovet.

Utilizand HMG, s-a indus estrul la 90% din catelele luate in studiu si au obtinut
un procent de gestatie de 40. Protocolul a inclus administrarea, In anestru, a 75 U.L
HMG/zi, timp de 9 zile. Preparatul utilizat — Pergovet” RTM contine 1 U.I. LH si 1
U.L.FSH /fiecare U.l. de HMG [41].

6.1.3. Inducerea estrului cu inhibitori ai secretiei de prolactina

Prolactina (PRL) este un hormon de origine hipofizara, incadrata in grupa
hormonilor gonadotropi datoritd proprietatilor ei gonadotrope (mentinerea corpului
luteal) la rozatoare. Acest hormon are doud organe tinta: corpul luteal si glanda mamara

La unele specii, are cateva efecte antigonadotrope si/sau efecte de scadere a
raspunsului ovarian la gonadotropine, insd la cdine, interactiunea intre prolactind si
gonadotropine inca nu este cunoscuta [13].

Desi nivelul prolactinei este scazut la catelele in anestru, prolactina este
prezentatd, la ora actuala, ca un factor care joaca un rol major in inhibarea ciclului estral
sau 1n reinitierea unui nou ciclu [39].

Secretia de prolactind din celulele acidofile ale hipofizei anterioare se afla sub
controlul unui sistem complex de factori endocrini.

Mecanismul major de control este supresia secretiei de prolactind endogena
eliberatd de neuronii dopaminergici din hipotalamus.

Controlul inhibitor tonic al hipotalamusului este mediat de actiunea directd a
dopaminei — considerata principalul factor de inhibare a prolactinei (PIF) ; aceasta
inhibare poate fi modulatd indirect de catre serotonind, care suprimd -eliberarea

dopaminei si determina cresterea prolactinei [41].
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Numeroase studii [8, 13, 15, 24, 40] prezintd posibilitatea utilizarii unor
substante care inhiba secretia de prolactind, in scopul inducerii estrului la catea. Aceste
substante antiprolactinice, denumite agonisti dopaminergici (dopaminergic agonists) -
D.A., sunt derivati de secarda si inhiba secretia de prolactind prin stimularea secretiei
dopaminei sau prin supresia secretiei serotoninei [10].

Mecanismul de actiune prin care D.A. sunt capabili sa initieze estrul nu este
inca elucidat [Gobello, C. si colab., - 2002, 39].

Studiile asupra sobolanilor, realizate de Songyun si col. - 1992 cit. de Gobello,
C. si colab., - 2001 [14], Verstegen, J. - 2001 [39] au relevat un efect stimulator direct al
D.A. in sinteza Gn-RH-ului de catre neuronii hipotalamo-hipofizari. Aceste rezultate
sunt in concordantd cu studiile anterioare care au aratat ca hormonul de eliberare a
gonadotropinelor (GnRH) este produs de catre eminenta mediand ca raspuns la
administrarea dopaminei, ale lui Steger si col. - 1985 cit. de Gobello, C., Conncanon,
P.W. si colab., - 2001 [14]. Desi rezultatele obtinute la rozatoare par sa fie heterogene,
extrapolarea lor la specia canind se constituie In una din ipotezele mecanismului de
actiune a D.A.: stimularea directa a axului hipotalamo-hipofizar.

O altd ipoteza admite efectul direct al D.A. asupra ovarelor, prin maturarea
receptorilor gonadotropi ovarieni [18, 21].

Tratamentul cu inhibitori de prolactind duce la scurtarea intervalului dintre
ciclurile estrale la catelele cu ciclu normal si induce estrul la catele cu anestru prelungit
[36].

Produsele cele mai frecvent utilizate pentru inhibarea secretiei de prolactina
sunt agonistii dopaminergici: bromocriptina si cabergolina- care au actiune directa
asupra receptorilor de dopamind D, din celulele lactotrofe ale hipofizei anterioare si un
antagonist de serotonina: metergolina.

Bromocriptina este un produs de uz uman, care, incepand din anul 1980, a fost

utilizat experimental in medicina veterinara in diverse tratamente [24].
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Studiile realizate de Okkens si col. - 1985 cit. de Gobello, C. si Corrada, Y., -
2001 [15], Van Haaften B. si colab., - 1989 [36] includ protocoale cu bromocriptina ca
metode de inducere a estrului la catea. Administrarea bromocriptinei in doza de 20 pg/kg
, de doua ori pe zi, Incepand cu zilele 1-5 dupa varful preovulator de LH pana la debutul
proestrului urmator a condus la reducerea semnificativa a intervalului interestral la
animalele tratate fata de lotul martor: 123 + 23 zile fata de 245 + 8§ zile). Aceeasi doza de
bromocriptind administratd de la debutul fazei luteale sau incepand cu 21 de zile dupa
instalarea fazei luteale a avut ca rezultat o scurtare a intervalului interestral si o rata de
gestatie de peste 60%.

Doze diferite de bromocriptina, cuprinse intre 20-250 ug/kg, au fost utilizate
pentru inducerea estrului la catea, obtinanduse o incidentd a semnelor clinice de proestru
cuprinsa intre 71-100% si rata de gestatie cuprinsa intre 83-100% [39].

Administrarea unor doze reduse de bromocriptind sunt recomandate atat pentru
efectele de inducere a estrului cit si pentru eliminarea efectelor secundare. Prin
administrarea unei doze reduse de bromocriptina (0,3 mg/catea )timp de trei zile, urmata
o doza crescuta dar personalizata 1n functie de greutetea corporala si raspunsul individual
(0,6-2,5 mg/catea/zi) s-a obtinut inducerea estrului ovulator in 83% din cazuri. Debutul
semnelor estrale s-a inregistrat, in medie, dupa 19 zile, iar administrarea bromocriptinei
s-a continuat inca 3-6 zile. [40].

In ciclurile estrale induse cu bromocriptind s-a constatat o crestere a
concentratiei de FSH fara o crestere concomitenta a concentratiei plasmatice de LH [24,
25].

Principalele dezavantaje ale utilizarii bromocriptinei sunt timpul de Tnjumatatire
scurt (4-6 ore), care impune doua administrari pe zi pentru o eficacitate mai buna, si
efectul emetizant, urmare a stimularii centrului vomei din hipotalamus, care reclama
utilizarea antivomitivelor. Alte efecte secundare semnalate au fost anorexia si modificari

de comportament. Efectele secundare tind sa se estompeze in timpul tratamentului.
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Prevenirea sau 0 reducere a incidentei vomei in cazul administrarii
bromocriptinei, se pot realiza prin administrarea unei doze scazute la inceputul
tratamentului si o crestere progresiva a dozei sau administrarea produsului concomitent

cu hrana [27].

Cabergolina are o bioactivitate si specificitate pentru receptorii D2 superioare
comparativ cu bromocriptina. Traverseaza bariera hematoencefalicd in doze mai mici
decat alti agonisti de dopamind si in consecintd are mai putine efecte secundare. Este
disponibild in farmaciile veterinare (Galastop) din cateva tiri europene. In tarile
Americii de Nord si de Sud se utilizeazd un produs de uz uman (Dostinex), utilizat la
animale doar in studii experimentale [15].

Diferite protocoale experimentale, de utilizare a cabergolinei pentru inducerea estrului

la catea au fost studiate:

e Cabergolina administrata oral, in doza de 5 pg/kg/zi, timp de 5 pana la 18
zile, la 28 de catele cu anestru prelungit, a condus la aparitia ciclului estral, toate catelele
tratate ramanand gestante [2].

e Administrare cabergolinei (Spg/kg/zi) in diferite perioade ale anestrului
(anestru timpuriu: zilele 93-108, anestru mijlociu: zilele123-156 si anestru tarziu: zilele
161-192), a determinat o sincronizare si 0 scurtare a intervalelor interestrale. Efectul a
fost mai rapid in cazul tratamentelor aplicate la sfarsitul anestrului decat cele din anestru
timpuriu (aproximativ 6 zile fatd de 20 de zile ). Caracteristicile hormonale si de
fertilitate ale ciclurilor induse s-au incadrat in parametrii normali [38].

e Comparand doud grupuri de catele carora li s-a administrat cabergolina
respectiv un placebo, timp de 14 zile, la 4, 5 sau 6 luni dupa estrul precedent, Jochie W.
si col. (1989) nu au constatat diferente semnificative Intre intervalale interestrale la cele
doua grupuri.

e Utilizarea cabergolinei (5Spg/kg/zi) incepand cu ziua 30 dupa varful

preovulator de LH, a redus intervalul interestral de la 216 la 66,5 zile [22].
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Toate femelele au fost montate, dar nu s-a inregistrat nici o gestatie.
Neinstalarea gestatiei a fost, probabil, datoratd subinvolutiei uterine a ciclului anterior.
Acest studiu demonstreaza ca este posibild inducerea estrului si in diestru, nu doar in

anestru.

Metergolina, un antagonist al serotoninei care scade nivelul prolactinei, are un
efect agonist dopaminergic cand este utilizat in doze crescute.

Administrarea metergolinei la catea, in doze de 12,5 mg/kg odata la trei zile,
incepand in perioada dintre zilele 78 — 161 dupa proestru, a determinat scurtarea
intervalului interestral fata de lotul martor (144 zile fata de 207 zile) si aparitia ciclului
estral si ovulatiei.

Am facut comparatii intre tratamentele cu PMSG, metergolina si metergolina +
hCG, metergolina singura a aratat cele mai bune rezultate, desi doza ridicatd (1 mg/kg) a
provocat voma.

Metergolina administratd pe cale orala (0,1 mg/kg, de doua ori pe zi) la 100 de
zile dupd ovulatie, a detereminat o scadere semnificativd a concentratiei de prolactind
sericd, desi intervalul interestral nu a fost diferit intre catelele tratate si cele din lotul
martor [13, 39].

Utilizarea agonistilor dopaminergici pentru terminarea prematurd a
estrului, de obicei determind un estru fiziologic si ovulatie spontana, dar durata necesara

tratamentului poate varia mult in functie de stadiul ciclului [8].

6.1.4. Inducerea estrului cu estrogeni

Hormonii estrogeni sunt secretati in principal de catre ovare dar si de placenta.
Principalele organe {intd pentru hormonii estrogeni sunt uterul si creierul, dar au efect si
asupra colului uterin, mucoasei vestibulo — vaginale si a glandei mamare. Se implica
indirect si in modificarea nivelului secretiei gonadotropinelor hipofizare prin mecanisme

feed — back care controleaza secretia de GnRH [6].
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Cercetarile realizate in anii 1930 — 1940 au aratat ca estradiolul creste raspunsul
ovarului la gonadotropine. Mai tarziu, in anii 70 s-a descoperit cd estradiolul permite
FSH — ului sa induca receptori de LH pe celulele granuloasei. Rezulta un raspuns crescut
la concentratii bazale de LH, care va permite cresterea foliculard si productia de
estradiol. In final, dezvoltarea foliculului preovulator, se sincronizeaza cu varful de LH
cu cresterea continud de estradiol [32].

Administrarea Dietilsilbestrolului (DES) singur a determinat aparitia proestrului
la 5 zile, iar ovulatia a aparut in medie la 11 zile dupd terminarea tratamentului. S-au
obtinut gestatii normale la toate catele tratate in acest mod [39].

Utilizare estrogenilor determina predispozitii la hiperplazie chisticd endometriala,

piometru, neoplazii mamare sau alte boli ale aparatului reproducator [39].

Asocierea Estrogenilor cu Gonadotropine

Administrarea de DES, in doza de 5 mg/zi, pana in ziua a 3-a proestrului clinic,
si FSH (10 mg, I.M.) in zilele 5, 9 si 11 ale proestrului indus, a condus la manifestari
estrale la 70% dintre catele [8, 39].

DES poate induce singur estrul, cat si impreuna cu hCG si FSH, prin
administrarea zilnica pana cand apar semne de proestru. Durata normald a tratamentului

este de 6 — 9 zile, iar rata ovulatiei intre 50-100% [13, 39].
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6.2. CONTRACEPTIA

Contraceptia presupune interventia, prin diferite mijloace, In anumite etape
reproductive, in scopul suprimarii temporare sau definitive a functiei reproductive.
Dezvoltarea si perfectionarea metodelor prin care se poate interveni in derularea
proceselor reproductive fiziologice la specia canind, constituie un raspuns in fata
cerintelor sociale (pentru controlul populatiei de cdini comunitari), cerintelor unor
crescatori de cdini (pentru suprimare temporard sau definitivd a functiei reproductive),
cerintelor medicale (ca solutii terapeutice in evolutia unor boli) sau sanitare - veterinare
(pentru limitarea diseminarii unor procese patologice sau unor eredopatii). Principalele
metode de control a reproducerii in sensul limitarii fertilitatii, la specia canina sunt

prezentate in tabelul 6.1.1.

Tabelul 6.1.1.
Metode de limitare a fertilitatii la specia canina
Femela
Chirurgicala Ovariohisterectomie
Ovariectomie
Histerectomie
Salpingectomie
Ligaturarea oviductului
Fizica Dispozitiv intravaginal
) Chimica
Contraceptie Prevenirea estrului Progestageni
Androgeni
Alti compusi
Supresia estrului Progestageni
Prevenirea implantarii Estrogeni
Progestageni
Iradiere Expunere raze X
Imunologica Imunizare hormonala
Vaccin antizona peucida
Chirurgicala Ovariohisterectomie
Ovariectomie
Intrerupere gestatie | Chimica Prostaglandine
Corticosteroizi
Alte produse
Mascul
Chirurgicala Orhidectomie
Vasectomie
Contraceptie Chimica Injectare diverse substante
Imunizare
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6.2.1. Contraceptia chirurgicala

Este metoda uzuald pentru controlul reproductiei la cdini in numeroase tari. Se
obtine o sterilizare reproductiva ireversibila a animalelor (catrare). Castrarea este un act
medical prin care se realizeaza anularea functiilor: germinativd (gametogend), exo- si
endocrind a gonadelor (testicul, ovar) [17, 19].

Procedeele preferate sunt:

- ovariohisterectomia (la femele) si
- orhidectomia bilaterala (la masculi).

Avantajele castrarii chirurgicale la masculi:

e C(Castrarea, prin eliminarea sursei principale de testosteron (testiculele), in afara
de controlul reproductie (eliminarea potentialului reproductiv), asigurad si un
control al comportamentului specific masculilor (reduce activitatea sexuala).
Astfel, diminueaza comportamente ca: marcare cu urind a teritoriului, saltul pe
alte animale, tendinta de hoinareald si comportamentul de luptd (agresivitate
fata de alti masculi). Totodata este eliminat mirosul intens al urinii, prezent la
masculii necastrati.

e Prin castrare nu sunt afectate personalitatea caracteristica individului: latratul,
instinctul de vandtoare sau de joaca, gradul de activitate al individului si
afectiunea.

e Indepirtarea testiculelor reduce, pani la excludere, riscul aparitiei unor
afectiuni cu localizare testiculard (tumori, infectii, torsiuni) si/sau prostatica.

e Satisface deziderate zootehnice prin indepartarea de la procreere a animalelor
cu tare, boli, anomalii transmisibile ereditar.

Dupa exereza gonadica, se pot regasi spermatozoizi in ejaculat pana la aproximativ

21 de zile.
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Avantajele castrarii chirurgicale la femele:
- Este abolita functia reproductiva;

- Se reduce riscul cancerului mamar. Daca femela este sterilizatd inainte de
primul ciclu estral, riscul aparitiei cancerului mamar este de 0,5%.
Ovariohisterectomia practicatd dupa primul ciclu estral, creste riscul la 8% iar
dupa al doilea ciclu estral la 26%. Pentru obtinerea unui beneficiu medical
major in acest sens, ovariectomia este recomandatd Tnaintea manifestarii

primelor calduri la catea;

- Se exclud manifestarile clinice si comportamentale asociate perioadei de
calduri (secretii vaginale sangvinolente, atragerea masculuilor, agresivitate
fatd de masculi In stadiul incipient al caldurilor, lupte intre masculi in

competifia pentru monta);
- Se reduce instinctul de urinare-marcare a teritoriului;

- Ovariohisterectomia exclude patologia uterind (in special piometrul) si cea

asociata gestatiei si parturitiei;

- Se elimina riscul contactarii si diseminarii bolilor cu transmitere veneriana

(tumori Sticker, herpes genital, infectii vaginale etc).

Varsta optimd pentru castrare este cuprinsd intre 6-12 luni. Majoritate cainilor
masculi pot fi castrafi incepand cu varsta de 5 luni. Pentru femele, varsta optima pentru
castrare este considerata intre primul si al doilea ciclu estral, in stadiul de anestru.
catei si pisici, respectiv gonadectomia practicatd la varste cuprinse intre 6-14 saptdmani.
Acceptarea programelor de castrare timpurie a aparut ca raspuns la cerintele unor
organizatii implicate in programe de adoptie a animalelor. Studiile intreprinse de
organizatiile cu experientd in domeniul politicilor de adoptie canind si educarea
populatiei in acest sens, au relevat preferinta de a adopta animale foarte tinere si

sterilizate reproductiv.
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Studii comparative asupra efectelor castrarii cateilor la varsta de 7 saptamani
respectiv 7 luni, nu au relevat diferente semnificative in dezvoltarea pana la varsta de 18
luni [26, 34, 35]. Totusi au fost semnalate cateva efecte consecutiv gonadectomiei
timpurii:

- amana semnificativ inchiderea placii de crestere epifizale, aparent ca rezultat al
absentei steroizilor ;

- cresterea lungimii oaselor lungi, (ca urmare a prelungirii perioadei de crestere)
avand consecinta o talie mai mare la varsta de adult;

- subdezvoltare a tractusului reproductiv (infantilism genital).

Un avantaj important al sterilizarii reproductive timpurii (in perioada prepuberald)
este reducerea riscului aparitiei tumorilor mamare la 0,05%, comparativ cu sterilizarea
practicatd dupa primul ciclu de cédlduri, cind riscul este evaluat la 8% si comparativ cu

incidenta de 26% a tumorilor mamare, la catele intacte reproductiv [3].
Orhidectomia cainelui

Tehnici operatorii. Existd mai multe procedee chirurgicale: doud incizii ale tuturor
burselor testiculare (scrot, dartos, celuloasa, fibroasd, vaginald) si exereza testicolelor -
procedeul clasic, cu testicul descoperi; doua incizii ale urmatoarelor burse testiculare:
scrot, dartos, celuloasa si fibroasd cu exereza testicolelor acoperite de teaca vaginala -
procedeul clasic, cu testicul acoperit; incizie tegumentara unica si exereza testiculara
impreund cu teaca vaginala — procedul cu testicul descoperit; exereza testiculelor

impreuna cu bursele testiculare — procedeul cu bursectomie.

Pregatiri preoperatorii: tunderea zonei, spalarea campului operator cu apa si

sapun steril dupa care se antiseptizeaza repetat.
Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie.

Contentie: 1n decubit dorsal.
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Timpi operatorii

Procedeul cu testicul acoperit

Incizia pielii, in plan median, imediat in spatele bulbului penian — fig.

6.2.1.1.

Impingerea unui testicul in plaga operatorie — fig. 6.2.1.2. este urmati de

incizia celuloasei si fibroasei si de dilacerare si izolarea testiculului — fig.

6.2.1.3. si pensarea cordonului testicular — fig. 6.2.1.4.

_\\_«— | [
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Fig.6.2.1.1. Incizia pielii
din Igna C. — 2005 [20]

~—
AN\

Fig. 6.2.1.3. lzolarea testiculului
din Igna C. — 2005 [20]

140

Fig. 6.2.1.2. Aducerea testicolului in
plaga - din Igna C. — 2005 [20]

Fig. 6.2.1.4. Pensarea cordonului
testicular -din Igna C. — 2005 [20]
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Sub pensa hemostatica se executa ligaturare transfixica cu fir resorbabil a

cordonului testicular — fig. 6.2.1.5.

Exereza testiculului se efectueaza cu bisturiul, manevrandu-i taisul razant
cu pensa hemostatica — fig. 6.2.1.6. Se procedeaza in mod identic cu celalalt

testicul.

Sutura plagii cutanate (puncte separate simple cu material neresorbabil.

7 5
S :
oz k=
Fig. 6.2.1.5. Ligatura transfixica a Fig. 6.2.1.6 Exereza testiculului
cordonului testicular din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Procedeul prezinta dezavantajul neefectudrii drenajului gravitational spontan
al pungilor testiculare si in cazul aparitiei unor complicatii postoperatorii traumatice
(inflamatie scroto-dartroicd) sau septice (edemul inflamator al burselor testiculare)

pentru instituirea drenajului este necesara incizia pungilor scrotale.

O varianta de executie o constituie abordarea operatorie prin incizia fiecarei
pungi testiculare urmata de izolarea boanta a testiculelor si individualizarea cordoanelor
testiculare, aplicarea penselor hemostatice, efectuarea ligaturii transfixice a cordonului
testicular si exereza testiculelor prin sectionarea cordoanelor testiculare distal de pensele
hemostatice (razant la bratele pensei). Bursele testiculare raman nesuturate, vindecandu-

se secundar.
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Procedeul cu bursectomie

Incizia eliptica a burselor testiculare (scrot dartos) — fig. 6.2.1.7.

Fig. 6.2.1.7. Incizia eliptica a burselor testiculare
din Igna C. — 2005 [20]

Izolarea testiculelor si individualizarea cordoanelor testiculare prin

disectie boanta (vezi si orhibursectomia armasarilor).

Pensarea cordoanelor testiculare i ligaturarea lor transfixica, sub pensele

hemostatice.
Sectionarea cordoanelor testiculare razant cu pensele hemostatice.

Sutura in surjet simplu cu material resorbabil a tesuturilor situate

subcutanat in plaga de castrare.
Sutura pielii in puncte separate simple cu fire neresorbabile.

Ingrijiri postoperatorii. In primele 24 de ore postoperator este necesarid
supravegherea atenta a trezirii animalului din anestezie. La animalele supuse castrarii prin
orhidectomie monitorizarea atentd a evolutiei postoperatorii, in primele trei zile, se face
prin examen clinic zilnic, evaluand starea generald, aspectul local al plagii si temperatura

corporala.
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Se va accorda importantd protectiei plagilor operatorii (mai ales a plagilor
deschise, nesuturate) impotriva contamindrii ambientale accidentale si/sau a celor
mijlocite de vectori animati (muste). Animalele operate vor fi intreinute in adaposturi
curate cu asternut corespunzator. In canise, in prima satamana postoperator, este
recomandata Intrefinerea in boxe individuale. Antisepsia plagii operatorii va fi efectuata
pana la vindecare ori de cate ori este considerat necesar. Antibioticoterapia profilactica nu
este uzitatd in mod curent. Posibilitatea administrarii profilactice de antibiotice va fi
evaluata individual pentru fiecare caz in parte, tindnd cont de procedeul operator, de
conditiile de intretinere si in principal, de evolutia postoperatorie. Se va urmari si
existenta drenajului spontan. Suspiciunea inchiderii premature a plagii operatorii si a
formarii de colectii in pungile testiculare impune verificarea digitald a existentei
drenajului (se imbraca o manusa sterila, se antiseptizeaza plaga si se introduce indexul in
profunzimea plagii). Protejarea plagilor deschise impotriva vectorilor animati, mai ales 1n
sezoanele calduroase, se face prin aspersarea directd pe plaga si/ sau in jurul lor a unor
solutii care fie prin mirosul lor (eter iodoformat), fie prin compozitie alungd sau combat
mustele. Masurile de protejare a plagilor operatorii impotriva autotraumatizarii sunt

necesare §i pot fi realizate prin aplicarea unui colier Elisabethan.

Complicatii postoperatorii.

Inflamatia scroto-dartoica Tmbraca un aspect edematos al pungilor testiculare
Plimbarea animalului duce in majoritate cazurilor la remiterea afectiunii. In cazurile care
nu retrocedeaza se va suspiciona un edem inflamator septic.

Abcesele cordonului testicular.

Cauze: nerespectarea masurilor de antisepsie In cursul operatiei, Intretinerea
animalelor castrate In conditii necorespunzatoarea de zooigiena.

Simptomatologie: respecta fazele evolutive clasice (I. - inflamatorie si de infiltratie
purulenta II - formarea colectiei purulente III - abcedarii spontane). Bursele testiculare
sunt tumefiate, zona centrald este fluctuentd, periferic edem inflamator, durere, febra,

jena In mers.
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Tratament: intervengia chirurgicala constd in deschiderea abceselor, asigurarea
drenajului, extirparea tesuturilor necrozate si devitalizate, administrarea locald de
antibiotice.

Peritonita acuta apare in urma abceselor cordonului testicular si / sau a
funiculitei netratate.
Gangrena traumatica este o complicatie grava.

Cauze: traumatism operator exagerat care lasd 1n plaga de castrare tesuturi
devitalizate susceptibile la infectii cu o flora anaeroba.

Simptomatologie: marginile plagilor au aspect livid, fiind acoperite cu un exsudat
seros, fetid, cu bule de gaz. Edemul cuprinde bursele testiculare si se propaga spre furou
si fata ventrala a abdomenului. Starea generald este modificatd (anorexie, apatie,
modificarea marilor functii).

Tratament: antisepsia mecanica a focarului infectios, asigurarea drenajului, antisepsie
medicamentoasa locald, infiltratii perifocale cu ser antigangrenos, antibiotico sau
chimioterapie pe cale generala.

Tetanosul apare in urma contaminarii plagilor de castrare cu Clostridium tetani.
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Vasectomia cainelui

Vasectomia face parte din procedeele chirurgicale de creare a masculilor
azoospermici' [17]. Eventuala confuzie cu masculii castrati poate fi inliturati prin
mentionarea efectelor castririi: aspermie?, absenta comportamentului sexual, absenta
sau involutia evidentd a testiculelor. Masculii vasectomizati provocatd sunt
azoospermici dar deoarece pot efectua monta (intromisiunea) exista riscul de a

transmite unele boli genitale. Monta este nefertila.

Vasectomia® presupune intreruperea continuititii canalului epididimar sau a
canalului deferent anuland eliminarea spermatozoizilor [12, 29, 30]. Masculii supusi
vasectomiei devin azoospermici. Procedeele de vasectomie sunt: epididimectomia
partiald si rezectia limitata a canalului deferent. Vasectomia este mai frecvent practicata
la berbec si taur si mai rar la cdine. Unii proprietari de ciini considerd vasectomia o
metodd de contraceptie definitiva (impiedicarea procredrii) mult mai acceptabild decat
castrarea. Motivatiile sunt de ordin estetic si etologic, crednd confort psihic proprietarului

(comportamentul sexual al animalului de companie preferat nu este abolit).

Vasectomia prin epididimectomie partiala

Tehnica operatorie

Pregatiri preoperatorii: tunderea zonei, spdlarea campului operator cu apa si

sapun steril urmata de antiseptizare repetata a regiunii.
Anestezie: narco-neuroleptanalgezie, preferabila fiind narcoza inhalatorie.

Contentie: in decubit dorsal.

L Azoospermie = a (gr) — fird, privativ; zoon (gr) — animat; sperma (gr) — spermi. Masculi in a ciror
ejaculate lipsesc spermatozoizii.

2 Aspermie = a (gr) — far3, privativ; sperma (gr) — spermi. Masculi fird sperma.

% Vasectomie = vas (lat) — vas, canal; ektome (gr) — excizie, rezectie, ablatie. Procedeu de rezectie a unei
portiuni din canalul epididimar sau din canalul deferent.
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Timpi operatorii
Incizia fundului fiecarei pungi testiculare, paralela cu rafeul median.

Incizia tecii vaginale si evidentierea cozii epididimului - fig. 6.2.1.8.

N\
N

Fig. 6.2.1.8. Incizia bursei testiculare si a tecii vaginale
din Igna C. — 2005 [20]

Excizia in pana a unei portiuni mici (1/0,5 cm.) din epididim - fig. 6.2.1.9.

si - fig. 6.2.1.10 (astfel este sectionat multiplu canalul epididimar si ulterior se

)
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Fig. 6.2.1.9. Sectionarea epididimului Fig. 6.2.1.10. Excizia in pana a
din Igna C. — 2005 [20] epididimului - din Igna C. — 2005 [20]
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Sutura cu 1-2 fire separate resorbabile a epiorchiumului - fig. 6.2.1.11.

Sutura pungilor testiculare in puncte separate simple cu fire neresorbabile -

fig. 6.2.1.12.
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/
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Fig. 6.2.1.11. Sutura epiorchiumului Fig. 6.2.1.12. Sutura bursei testiculare
din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Vasectomia prin rezectia limitata a canalului deferent

Timpi operatorii

Pe fata posterioarda a cordoanelor testiculare, la 1-2 cm deasupra
testiculului, se practicd o incizie longitudinald, de 1-2 cm, care intereseaza
pielea si tunica vaginala. Testiculul este necesar sa fie tractionat in sens distal
si mentionat in aceastd pozitie care faciliteaza reperarea canalului deferent.

Alaturi de cordonul vasculo-nervos testicular intr-o cutd a peritoneului
(mezodeferentialul) se identificd ductul deferent si se exteriorizeazd in plaga
operatorie - fig. 6.2.1.13.

La extremitatile canalului deferent exteriorizat, pe sub el se trec doua fire
resorbabile, ligaturandu-l - fig. 6.2.1.14. Ligaturile se efectueaza la

extremitatile portiunii exteriorizate.
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Fig. 6.2.1.13. Evidentierea ductului Fig. 6.2.1.14. Ligaturarea ductului
deferent - din Igna C. — 2005 [20] deferent - din Igna C. — 2005 [20]

Intre cele doua ligaturi se excizeaza o portiune din canalul deferent - fig.
6.2.1.15.
Se procedeaza in mod identic cu testiculul (canalul deferent) de pe partea

opusa.

Fig. 6.2.1.15. Excizia unei portiuni din cnalul deferent
din Igna C. — 2005 [20]

Incizia cutanatd se sutureazd 1n puncte separate simple cu fire

neresorbabile.
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fngrijiri postoperatorii
Antisepsia zilnicd a pldgii operatorii. Antibioticoterapie profilactica.
Seropreventie antitetanica. Firele de suturd a pungilor testiculare se inlatura dupa 7-12

zile.

Ovariectomia la catea

La animalele de companie operatia este efectuatd de reguld la cererea

proprietarului.
Tehnica operatorie

Pregatiri preoperatorii sunt clasice pentru creerea campului operator prin tunderea

regiunii, spalare cu apa si sdpun steril si antiseptizare repetata.
Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie.

Contentie: 1n decubit dorsal.

Timpi operatorii [1, 9, 20, 31, 37, 42].

Celiotomie ventrala longitudinald mediana ombilico-pubiand, pornind de
la 1 cm de ombilic pe o distanta de 3-6 cm spre pubis - fig. 6.2.1.16.

Izolarea si exteriorizarea ovarelor se poate face prin explorare digitala
(indexul si mediusul) - fig. 6.2.1.17. sau cu un croset introdus in contact cu
peretele abdominal iar in profunzime se rasuceste cu ansa spre plagad si se
exteriorizeaza usor cu cornul uterin agatat de croset. Identificarea elementelor

periovariene.
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Fig. 6.2.1.16. Celiotomie — loc de Fig. 6.2.1.17. Exteriorizarea ovarului
electie - din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Hemostaza poate fi realizata cu:
a) - doua fire de catgut trecute prin mezoovar - fig. 6.2.1.18., un fir se
innoada imprejurul arterei si venei ovarienei ar celdlalt fir peste

mezosalpinx, oviduct si ramura arterei uterine medii - fig. 6.2.1.19.;

Sau

Fig. 6.2.1.18. Amplasarea firelor de sutura  Fig. 6.2.1.19. Ligatura a. si v. ovariene, a
prin mezoovar oviductului cu a. uterind medie

din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]
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b) - cu o pensa hemostatica se face o bresa in mezoovar (caudal de artera
si vena ovariand) prin care se introduce o pensa hemostatica, clampand artera
si vena ovariana iar a doua pensa sub care se aplica apoi o ligatura cu catgut
cuprinde oviductul si ramura arterei ovariene medii - fig. 6.2.1.20. si - fig.

6.2.1.21.

Fig. 6.2.1.20. Hemostaza prin forcipresura  Fig. 6.2.1.21. Definitivarea hemostazei prin
din Igna C. — 2005 [20] ligaturare - din Igna C. — 2005 [20]
Exereza ovarului se poate face:
a) - prin sectionare cu foarfece deasupra ligaturilor - fig. 6.2.1.22; sau prin
b) - sectionarea mezoovarului (cu artera si vena ovariand) deasupra
ligaturii §i primei pense hemostatice iar detasarea ovarului se face prin

torsiune limitata de a doua pensa hemostatica - fig. 6.2.1.23.
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Fig. 6.2.1.22. Exereza ovarului -
din Igna C. — 2005 [20]

Fig. 6.2.1.23. Exereza ovarului - b
din Igna C. — 2005 [20]
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Plaga abdominala inchide prin suturd si se protejeaza cu un pansament
antiseptic suturat sau imbracat.
Ingrijiri postoperatorii
Antisepsia zilnica a plagii operatorii. Antibioticoterapie profilacticd. Protectia plagii
operatorii prin imbracare cu o camasa Alfort si/sau un colier Elisabethan. Firele suturii

tegumentare se inlatura dupa 7-10 zile.

Ligatura oviductelor la catea

Ligatura oviductelor reprezintd o metoda chirurgicald de contraceptie, aplicabila
si la catea. Metoda este o alternativa pentru ovariectomie. Este indicata la femelele la care
se doreste mentinerea functiei endocrine a ovarelor.

Tehnica operatorie

Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator

prin tunderea regiunii, spalare cu apa si sdpun steril si antiseptizare repetata.

Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie (cu narcoza

inhalatorie).
Contentie: in decubit dorsal.
Timpi operatorii [20]

Celiotomie mediana postombilicala.

Explorarea abdomenului, identificarea si exteriorizarea unui ovar in plaga
operatorie - fig. 6.2.1.24.

Identificarea mezosalpinxului (pliului lateral al bursei ovariene . m.s.) care

suspenda oviductul - fig. 6.2.1.25.
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Fig. 6.2.1.24. Exteriorizarea ovarului Fig. 6.2.1.25. Identificarea
din Igna C. — 2005 [20] mezosalpinxului - din Igna C. — 2005 [20]
Identificarea oviductului pe a carui lungime se aplicd doud ligaturi (fir
neresorbabil monofilament) mediate prin mezosalpinx - fig.6.2.1.26.

Sectionarea oviductului intre cele doua ligaturi - fig. 6.2.1.27.

Fig. 6.2.1.26. Ligatura oviductului Fig. 6.2.1.27. Sectionarea oviductului
din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Este posibila si rezecarea unei portiuni de oviduct dintre cele doua ligaturi

- fig. 6.2.1.28.

153



Reproductie, obstetricia si ginecologie canind

Fig. 6.2.1.28. Rezectia unei portiuni de oviduct
din Igna C. — 2005 [20]

Se procedeaza identic cu oviductul de pe partea opusa.
Plaga peretelui abdominal se Inchide clasic prin sutura .
fngrijiri postoperatorii
Antisepsia zilnica a plagii operatorii. Antibioticoterapie profilactica. Protectia plagii
operatorii prin Tmbracare cu o camasa Alfort si/sau un colier Elisabethan. Firele suturii

tegumentare se inlaturd dupa 7-10 zile.

Ovariohisterectomia la ciatea

Tehnica operatorie

Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator

prin tunderea regiunii, spalare cu apa si sdpun steril si antiseptizare repetata.

Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie (cu narcoza

inhalatorie).

Contentie: in decubit dorsal.

154



Igna Violeta

Timpi operatorii [1, 20, 37, 42].

Celiotomie mediana ombilico-pubiand - incizia longitudinald a pielii si a
tesutului conjunctiv subcutanat pe mijlocul fetei ventrale a abdomenului este

urmata de incizia linie albe si a peritoneului — fig. 6.2.1.29. si 6.2.1.30.

J
Fig. 6.2.1.29. Celiotomie mediana — loc de Fig. 6.2.1.30. Sectionarea liniei albe
electie - din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Exteriorizarea in plaga operatorie a unui corn uterin si a ovarului.

Plasarea a doua pense hemostatice pe ligamentul ovarian (contine a. i V.

ovariana) — fig. 6.2.1.31. iar a treia pensd hemostatici se plaseazd pe

ligamentul utero-ovarian (mezoovar, ligament propriu) intre cornul uterin si

ovar — fig. 6.2.1.32.

Fig. 6.2.1.31. Hemostaza a. si v. ovariane -  Fig. 6.2.1.32. Definitivarea hemostazei a. si
din Igna C. — 2005 [20] v. ovariane - din Igna C. — 2005 [20]
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Sectionarea ligamentelor ovariene se face intre ovar si a doua pensa
hemostatica. Plasarea unei ligaturi (material resorbabil) sub prima pensa
hemostatica, care se ridica, urmata de o a doua ligaturd amplasata transfixic

prin ligamentul ovarian si sectionarea acestuia — fig. 6.2.1.33.

Fig. 6.2.1.33. Ligatura si sectionarea ligamentului
ovarian - din Igna C. — 2005 [20]
Repetarea procedurilor pentru ovarul de pe partea opusa .

Dilacerarea boantd a ligamentelor late (largi) ale uterului, pana la

bifurcatia coarnelor uterine — fig. 6.2.1.34.

Plasarea a doua pense hemostatice (sau de baraj) pe corpul uterin caudal

de bifurcatia coarnelor uterine — fig. 6.2.1.35.

Fig. 6.2.1.34. Dilacerarea ligamentelor Fig. 6.2.1.35. Hemostaza preventiva a. i v.
largi - din Igna C. — 2005 [20] uterine - din Igna C. — 2005 [20]
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Ligatura a. si v. uterine (material resorbabil) in spatele pensei plasate pe uter,

pe ambele fete ale corpului uterin — fig. 6.2.1.36.

Sectionarea uterului razant cu pensa hemostatica — fig. 6.2.1.37.
3 N :' .\‘ ‘

Fig. 6.2.1.36. Ligatura a. si v. uterine Fig. 6.2.1.37. Sectionarea uterului
din Igna C. — 2005 [20] din Igna C. — 2005 [20]

Inchiderea in bont a corpului uterin printr-o suturd (material resorbabil)

Cusching peste pensa — fig. 6.2.1.38.

Sutura plagii de celiotomie — fig. 6.2.1.39.

Fig. 6.2.1.38. Inchiderea in bont a corpului Fig. 6.2.1.39. Sutura plagii de
uterin - din Igna C. — 2005 [20] celiotomie

din Igna C. — 2005 [20]

fngrijiri postoperatorii.
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Protectia plagii operatorii prin imbracare cu o camasa Alfort si/sau un colier Elisabethan.
Antisepsia zilnica a plagii operatorii. Combaterea starilor de soc. Antibioticoterapie timp

de 5-7 zile. Firele suturii tegumentare se inlatura dupa 7-10 zile.

Complicatii postoperatorii [4, 9, 20]

Seromul este o colectie limfo-sero-sansvinolenta care se formeaza intr-un spatiu
de clivaj intre doua planuri anatomice ca urmare a traumatismelor operatorii exagerate ale
peretelui abdominal. Prognosticul este in general favorabil, neexcluzandu-se riscul
infectiei.

Tratamentul constd in evacuarea colectiei prin punctie, stimularea resorbtiei
lichidine si acolarii structurilor anatomice decolate (rubefactii).

Supuratia plagii operatorii survine in urma nerespectarii masurilor de asepsie si
antisepsie operatorie si/sau mentinerii femelei in conditii de igiena necorespunzatoare.
Tratamentul constd 1n drenajul colectiilor, antisepsie locald masiva, repetatd si
administrarea de antibiotice pe cale generala.

Eventratia apare In urma suturii defectuoase a peretelui abdominal ventral.
Tratamentul presupune reinterventia operatorie si sutura peretelui abdominal.

Evisceratia este intalnitd la catea si pisica, fiind adesea consecinta smulgerii
firelor de sutura cutanata cu dintii.

Tratamentul presupune dializa peritoneala cu solutii hipotone si antibiotice,
vivifierea marginilor pligii peretelui abdominal, montarea unor mijloace de drenaj,
suturarea peretelui abdominal. Antibiotico- sau chimioterapie pe cale generala.

Hernia transmezenterica este rard. Simptomatologia este tipica sindromului de
abdomen chirurgical acut. Tratamentul presupune reinterventia operatorie precoce si
sutura bresei mezenterice.

Peritonita recunoaste drept cauze perforarea intestinului si/sau nerespectarea
regulilor de asepsie si antisepsie (vezi si castrarea masculilor). Tratamentul presupune
dializa peritoneald cu solutii hipotone si antibiotice, instituirea drenajului peritoneal.

Antibiotico- sau chimioterapie pe cale generala.
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Chistii mezoovarului si/sau mezosalpinxului apar in urma ligaturi cu fire
neresorbabile si prin iritatia locald produsa determind calduri false. Preventiv se
recomandd ca ovariectomia sa fie 1Insotitd de extirparea bursei ovariene §i a

mezosalpinxului. Tratamentul consta celiotomie si extirparea chistilor.

6.2.2. Contraceptia chimica (medicamentoasa)

Progestagenii includ mai multe substante naturale si sintetice, care au actiune
progravidicd, antigonadotropd si antiovulatorie. La ora actuald, in practica medicalad
veterinara, aceste produse sunt utilizate pentru diverse aplicatii clinice, pornind de la
probleme dermatologice pana la cele legate de comportament, insa principalele indicatii
includ sfera reproductiva: suprimarea ciclului ovarian, atenuarea sau suprimarea
comportamentului sexual si suplimentarea progesteronului endogen in gestatii potential
compromise de o insuficienta luteala.

Termenii : progestative, progestine, progestageni, progestogeni, sunt utilizati ca
generic pentru orice steroid sintetizat, cu activitate progestativd si derivat al
progesteronului sau al steroizilor inruditi.

Principalii derivati progesteronici utilizati in controlul estrului la catea sunt:
medroxiprogesteron acetat (MPA), megestrol acetat (MA), proligeston, clormadinon
acetat (CMA) si delmadinon acetat (DMA).

La caini, dozajul propus pentru progesteron poate varia in functie de: tipul
pacientului; statusul reproductiv; efectele clinice dorite.

Specialistii atrag atentia clinicienilor asupra riscului extrapolarii dozelor de la
o specie la alta si asupra diferentelor de posologie existente intre produse. O analiza
criticd asupra produselor bazate pe MPA, MA si proligeston, existente pe piata
medicamentului veterinar, a relevat discrepante atat intre dozajele sugerate de diverse
companii producatoare cat si fatd de dozajele recomandate in literatura de specialitate
pentru acelasi produs. O conduita optima in utilizarea acestor preparate ar fi coroborarea
indicatiilor existente in prospectul fiecdrui produs cu informatiile furnizate de literatura

stiintifica de actualitate si adaptarea la particularitatile fiecarui caz.
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orald cat si pe cale parenterald, constituie un avantaj in unele situatii. Decizia de utilizare
a unui anumit produs reclama insa stabilirea cu exactitate a stadiului ciclului sexual al
femelei in momentul tratamentului si corelarea cu indicatiile fiecarui produs. In functie de
produsul utilizat, se poate opta pentru prevenirea /amanarea caldurilor sau suprimarea
acestora.

Dezavantajele utilizarii progestativelor in controlul estrului la catea sunt:

e cresterea apetitului §i consecutiv a greutdtii corporale, cu tendintd de
obezitate;

e riscul aparitiei unor afectiuni uterine (sindromul hiperplaziei chistice a
endometrului, piometru) in special in cazul administrarii in timpul estrului (estrogenii
multiplica receptorii uterini pentru progesteron);

e risc diabetogen In cazul utilizarii prelungite, in special la femelele in varsta
sau in stadiu prediabetic (se impune supravegherea glicemiei si eventual a GH-ului);

® necunoasterea exacta a stadiului ciclului sexual in momentul utilizarii
progestativelor favorizeaza riscul ineficacitatii sau chiar efectul rebound,;

e cfect cumulativ in cazul dozelor repetate;

e risc de decolorare a parului in locul de administrare.

Mibolerone (17p-hydroxy-7a, 17 dimethylstr-4en-3-one, dimethyl nor
testosterone) este un androgen sintetic. Se utilizeazd pentru prevenirea estrului la catea,
administrandu-se in anestru (mijloc sau sfarsit de anestru) cate o doza zilnica (30-180ug),
in hrand. Produsul actioneazad prin blocarea eliberarii valului preovulator al hormonului
luteinizant LH.

Efectele secundare semnalate In urma utilizarii acestui produs au fost: secretii
vaginale, vaginite la catelele prepuberale, hipertrofie clitoridiand, ingrosarea glandelor
anale, secretie lacrimala Tn exces si toxicitate hepaticad la anumite doze.

Testosteron - implanturi sunt capsule din tuburi de cauciuc siliconat (de
aproximativ 4 cm lungime) care contin testosteron si care sunt inserate in flanc, sub

anestezie generala.
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Anestrul se mentine o perioadd de 420- 840 de =zile dupa introducerea
implantului. Dupa indepartarea implantului, urmeaza o perioada de latentd cuprinsa intre
30- 290 de zile, dupa care se ciclul estral normal se reia. Prevenirea estrului impune
eliberarea zilnica a unei doze de 759ug testosteron/ 4,5 kg greutate corporald [Simmons
J.G. si Hamner, C.E. — 1973].

Efectele secundare associate utilizarii implantului cu tstosteron sunt
masculinizarea femelei si marirea clitorisului.

Neutersol (gluconat de zinc neutralizat cu arginind) este un produs injectabil
destinat sterilizarii reproductive a cateilor masculi cu varste cuprinse intre 3 si 10 luni.
Prezentat in cadrul unui simpozion international al metodelor nechirurgicale pentru
controlul populatiei animalelor mici ca “injectie intratesticulara ce induce sterilitatea la
caine* pare a fi o alternativa mai buna decét alte produse chimice testate. Produsul induce
o sterilitate permanenta si ireversibila, eficacitatea fiind estimata la 99,6%. Reducerea
cantitatii de testosteron dupa administrarea produsului este de aproximativ 41-52%.

Tehnica de administrare: cdinele este imobilizat, in decubit dorsal. Pentru o
imobilizare perfecta se recomandd sedarea animalului. Se injecteazd doza necesara
(calculata in functie de greutatea testiculelor) in fiecare testicul.

Efecte secundare: o tumefactie pasagera a testiculelor este observata la 24-48 de
ore dupa injectie. Alte efecte posibile includ voma, anorexie, letargie, diaree, durere si
inflamatie scrotala. Desi eficacitatea pare a fi mai buna decat a altor compusi, tehnica nu

a devenit populara.

Alti compusi

Diversi compusi chimici iritanti, injectati intratesticular sau intraepididimar, au
fost evaluati, in scopul sterilizarii reproductive a cainilor (ex. gluconat de clorhexidina,
formaldehida diluata, tanat de zinc s.a.). Datoritd rezultatelor inconstante si reactiei
inflamatorii consemnate la un numar semnificativ de cazuri, aceasta tehnica este rar

utilizata.
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6.2.3. Contraceptia imunologica

Speranta producerii unor vaccinuri antifertilitate a determinat dezvoltarea
cercetarilor si in aceasta directie. Au fost evaluate: imunizarea contra hormonului
luteinizant (LH), imunizarea impotriva hormonului de eliberare a gonadotropinelor (Gn-
RH), imunizarea anti-zona pelucida etc.

Atentia specialistilor s-a concentrat pe ideea ca anticorpii pentru zona pelucida
ar putea impiedica dezvoltarea ovocitei, producerea ovulatiei sau ar putea bloca
transportul spermatozoizilor spre zona pelucida, aceste actiuni putind reduce sau aboli
fertilitatea.

Imunocontraceptia la catea cu zona pelucida porcind

Aceastd metoda se bazeaza pe faptul ca zona pelucida este un slab alloantigen,
dar este puternic xenoantigen si ca atare se obtine un raspuns antigenic consistent atunci
cand se foloseste zona pelucida provenind de la o specie pentru a imuniza altd specie. In
multe cazuri, acesti anticorpi antizona xenogenici interactioneaza cu Zona pelucida acelor
specii la care anticorpii au fost produsi, generand infertilitate.

Metoda consta 1n realizarea a 3-6 imunizari, repetate la diferite intervale de timp
(ex. 7 sau 21 de zile). Durata efectului contraceptiv in cazul imunizarii active depinde in
primul rand de nivelul anticorpilor in ser si lichidul folicular sau, de durata disparitiei de
pe ovar a ovocitelor cdptusite cu anticorpi, in cazul imunizarii pasive. Efectul
contraceptiv dispare dupa scaderea titrurilor de anticorpi sau dupa ce ovocitele captusite

dispar de pe ovar, fie prin ovulatie, fie prin atrezie.
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6.3. INDUCEREA AVORTULUI

Avortul terapeutic vizeaza, functie de perioada de aplicabilitate, evitarea instalarii

gestatiei consecutiv derularii unei monte sau intreruperea gestatiei .

Avortul timpuriu prin interferarea implantatiei/nidatie

Interventia terapeutica consecutiv unei monte, respectiv in prima saptimana dupa
derularea montei, care vizeaza evitarea unei gestatii, reprezintd o metoda de contraceptie
- avand in vedere mecanismele interventiei (impiedicarea implantatiei) si stadiile
biologice (ovocit sau stadiu embrionar preimplantational) asupra cdrora actioneaza.
Scopul sau finalitatea interventiei justifici perceptia acesteia ca o metodd de avort
terapeutic, desi teoretic nu de incadreaza in definitia unui avort propriu-zis.

Administrarea  estrogenilor in primele zile dupd monta nedoritd Tmpiedica
migrarea si dezvoltarea embrionilor in uterul catelei rezultind degenerare si resorbtie
embrionara.

Diverse produse estrogenice, diferite doze si protocoale terapeutice au fost
propuse pentru prevenirea implantatiei.

Administrarea unor doze scazute de estrogeni ( ex. Benzoat de estradiol : 0,1
mg/kc greutate corporald, i.m. sau s.c. in zilele 3, 5 si 7 dupa monta) prezinta eficacitate
si reduc riscurile efectelor secundare.

Efectele secundare majore ale utilizarii estrogenilor la catea sunt aplazia
medulara §i patologia uterind: metroragie, hiperplazie endometriala glandulochistica,
metritd, piometru. Sunt de semnalat si prelungirea perioadei estrale dupd administrarea
estrogenilor, cu posibilitatea evolutiei unui ciclu estral ovulator si riscul instalarii
infertilitatii la femelele tratate cu estrogeni. Efectele secundare induse de estrogeni
limiteaza aplicabilitatea acestor produse hormonale si impun discernamant in utilizarea

lor. Unele tari au interzis utilizarea estrogenilor.
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Avortul terapeutic cu atiprogestine

Antiprogestinele sunt steroizi sintetici cu afinitate mare pentru receptorii uterini ai
progesteronului, neprezentand nici unul dintre efectele hormonale ale progesteronului.

La ora actuala sunt disponibile doua antiprogestine:

- Aglepristone (RU534) — antiprogestind de uz veterinar (ALIZINE — Virbac
laboratories), sub forma de solutie alcoolicd-uleioasa, contindnd 30 mg aglepristone/ml.

- Mifepristone (RU486) — antiprogestina de uz uman.

Aglepristone poate fi folosita pentru inducerea avortului incepand din ziua
montei panda in ziua 45 de gestatie. Administrat la mijlocul gestatiei, v-a produce
expulzarea fetusilor dupa 4-7 zile [11]. Aglepristone se leaga de receptorii uterini ai
progesteronului, intrand in competitie cu acesta. La cdtea, rata de fixare este de trei ori
mai mare decat a progesteronului.

Mifepristone se indicat si pentru inducerea avortului la catea. Utilizat dupa a 32-a
zi de gestatie, prin administrare orala, in doza de 2,5 mg/ kg de 2 ori/zi, timp de 4-5 zile,
a indus avortul, in 3-5 zile de la debutul tratamentului, la toate cazurile.

Administrarea subcutanatd a unei doze unice de 10-20 mg/kg se recomanda
pentru inducere avortului la catea, in intervalul 11-55 zile de gestatie

Intervalul temporal de eficacitate a progestinelor sintetice si absenta efectelor
secundare, plaseaza aceste substante in topul produselor indicate pentru inducerea

avortului terapeutic la catea.

Avortul terapeutic cu prostaglandina PGF2a

Utilizarea prostaglandinei PGF2a in inducerea avortului la cdtea se bazeaza pe
proprietatile luteolitice si uterochinetice. PGF2a este un factor luteolitic, care opreste
sinteza de progesteron, exercitand un efect direct anti - LH la nivelul celulelor luteale.
Efectul luteolitic poate fi exercitat doar dupa 30-40 de zile de gestatie, Tnainte de aceasta

perioada corpii luteali fiind refractari la actiunea prostaglandinei.
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Dozele de PGF2a variaza intre 20-50 pg/animal, in functie de talie. Reusita in
inducerea avortului este strans legatd de momentul administrarii si durata de actiune, fiind
necesara mentinerea progesteronemiei sub 2,5 ng/ml timp de 36-48 de ore, ceea ce
impune administrari repetate. Se poate utiliza Cloprostenol 2,5 mg/kg s.c. trei
administrari la interval de 48 de ore, incepand cu ziua 30 de gestatie.

Administrarea PGF2a in dozele eficace pentru inducerea avortului sunt inevitabil

acompaniate de efecte secundare: hipotermie ptialism, voma, diaree.

Avortul terapeutic cu atiprolactinice

La catea, prolactina joaca un rol luteotrop important in partea adoua a gestatiei.
Administrarea substantelor antiprolactinice determina luteoliza si avort.

Principalele antiprolactinice sunt: cabergolina, bromocriptina si metergolina.

Cabergolina, administrata oral, in doza de 15 mg/kg/zi, timp de 5 zile determina
avort in 3-5 zile. Indicatia de utilizare se referd doar la ultima treime a gestatiei.

Bromocriptina se administreaza oral, cate 30 pg/kg timp de 4 zile sau i.m. o doza
unicd: 100 pg/kg. Se indica doar dupa ziua 42 a gestatiei. Avortul se produce in 3-5 zile
de la Inceperea tratamentului. Administrarea orald este asociatd cu efecte secundare, in
special voma urmata de anorexie.

Metergolina, administrata i.m., in doza zilnica de 12,5 mg/catea, induce avort
dupd 16 zile, daca se administreazd in a doua treime a gestatiei si in 9 zile daca se

administreaza in ultima treime a gestatiei.
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7.1. STADIUL ACTUAL AL BIOTEHNOLOGIILOR DE
REPRODUCTIE LA SPECIA CANINA

Tehnologiile reproductive avansate au permis progresul uimitor inregistrat in
ultimele doua decenii atit in domeniul reproducerii animalelor cat si omului.
Biotehnologiile din domeniul reproductiei la animale se bazeazd pe manipularea
gametilor: ovocite §i spermatotoizi. In aria celor mai avansate tehnici de reproductie
asistata la ora actuala sunt incluse maturarea ,,in vitro” a ovocitelor, fecundarea ,,in vitro”,
transferul de embrioni, incluzand si sexarea embrionilor §i interventiile microchirurgicale
pe embrioni, clonarea si transferul materialului genetic prin intermediul tehnologiei
ADN-ului recombinat. Pe plan international importanta biotehnologiilor inregistreaza o
crestere progresiva, extinzandu-se atit In domeniul zootehnic cat si biomedical. Cele mai
noi biotehnologii introduse deja in practica cresterii animalelor de ferma sunt ovulatia
multipld §i embriotransferul precum si producerea ,,in vitro” a embrionilor cu scopul
accelerarii progresului genetic prin sporirea numarului descendentilor proveniti din
parinti selectionati, precum si in scopul reducerii intervalului dintre generatii. Clonarea
prin transfer nuclear §i transgeneza constituie teme actuale de cercetare, vizand Insd in
viitor utilizarea lor in practica in vederea cresterii gradului de uniformizare a efectivelor
precum si producerea animalelor transgenice. Interesul cercetdtorilor pentru aplicarea
unor noi biotehnologii de reproductie la specia canini este motivat, in mare parte, de
progresele substantiale inregistrate in descifrarea genomului la cdine [68]. Existenta unor
boli genetice care afecteazd atat omul cat si caninele recomanda aceasta specie ca un
important model de studiu a maladiilor umane [68]. Limitarea utilizarii cainelui ca model
in aceastd directie este consecinta deficientei si chiar a absentei unor tehnologii
performante de reproductie asistatd la aceasta specie. Stadiul actual al biotehnologiilor de
reproductie la specia canind poate fi considerat caracteristic inceputului de drum pentru
un domeniu nou.

Transferul de embrioni este o biotehnologie pusa la punct in ultimul timp pentru

animalele de renta dar in reproductia canina studiile Intreprinse sunt in faza de pionierat.
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Singurele semnalari de embriotransfer la aceastd specie mentioneaza rezultate
nesatisfacatoare comparativ cu speciile de animale de ferma [44, 86, 93, 98].

Tehnica de congelare a embrionilor de caine se afla tot in stadiul de pionierat,
rezultatele raportate fiind de asemenea nesatisfacatoare [26, 29].

Maturarea §i cultivarea’in vitro” a ovocitelor la catea reclama strategii diferite
fata de cele utilizate la alte specii [11, 21], datorita faptului ca la catea iIn momentul
ovulatiei ovocita primara eliberata este imaturd, in stadiu de debut a primei diviziuni
meiotice [28, 29, 35, 38, 39, 77, 80]. Succese in mentinerea si chiar in maturarca
ovocitelor ,,in vitro” la catea au fost raportate de mai multe colective de cercetare [65, 77,
105].

Fertilizarea’in vitro” este strict dependentd de tehnologiile de manipulare a
gametilor — ovocite si spermatozoizi. Dificultatile existente In obtinerea unui numar mare
de ovocite se datoreaza esecului extrapolarii tehnicilor utilizate la alte specii, nefiind inca
pusa la punct o tehnica adaptata la particularitatile fiziologice ale catelei. Aceeasi absenta
a unei tehnologii adaptate particularitatilor fiziologice ale speciei limiteazd drastic
parametrii reproductivi ai spermatozoizilor supusi conservarii indelungate prin metode
criogenice. Identificarea acestor minusuri de dezvoltare biotehnologica explica absenta
raportarii in literatura de specialitate a reusitei in fertilizarea ,,in vitro” la specia canina.

Clonarea la specia canind a reprezentat pana la ora actuala un alt esec mai putin
asteptat si anticipat de specialisti. Dupa clonarea reusita la specia ovind (Dolly 1997),
urmatd la scurt timp de succese raportate in clonarea vacilor, soarecilor si caprelor,
reusita la specia canina parea iminentd. Anuntata in presa anilor 2000 posibila realizare a
unei clone canine ca apartinand unui viitor imediat [65], a devenit realitate doar in 2005,
cand profesorul Hwang Woo-Suk de la National University din Seul, a prezentat prima
clond canind — ogarul afgan Snuppy, exprimandu-si speranta ca aceastd reusitd va
contribui substantial la intelegerea si tratarea unor grave maladii umane.

Manipularea materialului genetic vizeaza obtinerea cainilor transgenici, deosebiti
de utili ca model experimental pentru corectarea prin terapie genica a celulelor somatice

in diferite maladii genetice cu transmitere ereditara.
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Succesele inregistrate in stadiu experimental al terapiei genice la canine includ
ameliorarea efectelor hemofiliei B [53], amauroza congenitala Leber [2]. Terapia genica a
celulelor germinale (ovocite §i spermatozoizi si chiar a embrionilor in stadiul incipient)
este neaplicabild in acest moment la specia canind datoritda dificultatilor ridicate de
aplicarea tehnologiei de fertilizare ,,in vitro” la aceasta specie.

Singura tehnica de reproducere asistatd la specia canind, extinsd §i In practica
veterinara este insamantarea artificiala (IA) cu sperma proaspatd. Biotehnologiile care
vizeaza strict gametii masculi sunt reprezentate la ora actuald de: congelarea
spermatozoizilor, sexarea spermatozoizilor si utilizarea lor ca vectori 1n transferul genic.
Succesul partial obtinut in conservarea spermei prin congelare este confirmat de scaderea
calitatii spermei dupa decongelare, a longevitatii spermatozoizilor [56, 67] si a capacitatii
de penetrare a ovocitei [36, 41], corelarea acestor deficiente, ducdnd la o scadere

marcanta a fertilitatii.
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7.2. INSAMANTAREA ARTIFICIALA (IA)

Insaimantarea artificiald (IA), considerati prima generatie de tehnici de
reproducere asistatd [66], presupune introducerea spermei recoltate de la un mascul 1n
caile genitale ale unei femele, excluzandu-se contactul sexual intre cei doi parteneri.

In pofida existentei a doud secole de istorie a insamantarii artificiale la specia
canina - abatele Spallanzani, renumit fiziolog italian, obtindnd pentru prima data trei cateli
in urma insemindrii artificiale a unei catele - se constata o revigorare a interesului pentru
aceastd biotehnologie in ultimii 15 ani [45]. Numeroase studii vizeaza ameliorarea
rezultatelor Tnsamantarii artificiale prin perfectionarea procedeelor de conservare a
spermei si descoperirea unor tehnici de inseminare mai performante [10, 55, 72, 73, 79].

Aspectele majore care limiteaza reusita IA la caine, comparativ cu alte specii sunt:

- durata relativ mare a ciclului sexual la cétea, cu suprapunerea partiala a unor

stadii ale ciclului estral si cu variatii importante in functie de rasa, individ, habitat,

anotimp etc;

- dificultatea stabilirii momentului ovulatiei si a perioadei fertile;

- neglijarea influentei masculului, printr-0 apreciere subiectiva a acestuia pe baza

datelor anamnetice privind descendenta sau examinarea superficiala a materialului

seminal prin analiza partiald a parametrilor spermatici.

Insamantarea artificiald la specia canini se poate realiza cu sperma proaspiti, cu

sperma refrigerata si cu sperma congelata.

Insaméntarea__artificiali _cu__spermd__proaspiti _(IAP) este preferatd de

majoritatea crescatorilor de cdini.

Avantaje: supravietuirea spermatozoizilor in tractul genital al catelei pana la 7-11
zile [17] si mentinerea capacitatii fecundante aproximativ 48 de ore, fapt care face ca
sincronizarea insemindrii cu ovulatia sd fie mai putin “critica” decat in cazul utilizarii

spermei conservate.
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Dezavantajul principal il constituic necesitatea ca cei doi parteneri sa se
gaseasca 1n aceeasi locatie. Astfel, pentru IAP, fie femela, fie masculul sau in unele

situatii ambii sunt transportati la locul insamantarii artificiale.

Insamintarea artificiala cu sperma refrigeratd (1AR) este mai rar folositd in

practica veterinara. Este utilizat material seminal conservat prin diluare si refrigerare.
Dezavantaje: cercetarile Iui Carricato, A.M. - 1992 [17] relevd o reducere a
viabilitatii spermatozoizilor supusi conservarii prin refrigerare, la aproximativ 2-3 zile,
ceea ce impune stabilirea cat mai exacta a perioadei fertile la catea si sincronizarea
acesteia cu inseminarea artificiald. Linde-Forsberg, C. si Forsberg, M. — 1989 [53]
precizeaza ca sperma refrigerata isi pastreaza motilitatea pentru cel putin 3-4 zile, dar nu
se stie pentru cat timp isi poate mentine abilitatea de a fertiliza ovocitele. Carricato, A.M.
- 1992 [17] mentioneaza ca aceasta metoda, incluzand si transportul spermei refrigerate,

poate fi costisitoare.

Insamintarea artificiald cu spermd congelati (IAC)

Sperma congelata este sperma supusd crioconservarii ( diluare si expunere la
temperaturi foarte scazute -196°).

Principiul care std la baza crioconservarii materialului seminal, conform caruia
reducerea temperaturii spermei determind o scddere a activitafii metabolice a
spermatozoizilor, permitdnd stocarea lor, a fost enuntat de Spallanzani, care In 1803
relata cd spermatozoizii isi inceteazd miscarile atunci cand sperma este plasata in zdpada
si is1 reiau miscarile cand sperma respectiva este incalzita.

Succesul partial obtinut la ora actuala in insamantarea artificiald cu sperma
congelatd la specia canind este confirmat de scaderea calitatii spermei dupd decongelare,
a longevitatii spermatozoizilor [24] si a capacitatii de penetrare a ovocitei [14, 17],
corelarea acestor deficiente ducand la o scadere marcanta a fertilitatii - obtinerea unei rate
de conceptie mai reduse in comparatie cu cea de la alte specii, dar si in comparatie cu cea

obtinutd dupa insamantarea artificiala cu sperma proaspata la cine [24].
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Stadiul actual al crioconservarii spermei de caine este catalogat de literatura de
specialitate ca surprinzator avand in vedere cd prima congelare a spermei la cdine a fost
raportatd in 1954. Principalele probleme semnalate in tehnologia crioconservarii spermei
canine sunt compozifia diluantului, incluzand si citotoxicitatea agentilor crioprotectori
utilizati la ora actuala, pH-ul si osmolaritatea diluantilor utilizati, modul de prelucrare a
fractiunilor materialului seminal supus conservarii, parametrii optimi pentru fiecare etapa
si succesiunea tehnologicad a proceselor de racire, modalitatea de decongelare a spermei.
Metodele actuale pentru congelarea spermei canine au determinat o usoara crestere a ratei
de gestatii [26, 29, 95]. Cercetatorii incearca sd gaseascd noi medii in care sperma sa fie
acrozomilor si sa creasca fertilitatea spermei [48, 92].

Avantaje:

Sperma congelata poate fi depozitata pe timp nelimitat, putand fi utilizatd in orice
moment, excluzand necesitatea prezentei masculului si chiar existenta acestuia.

IAC elimind inconvenientele determinate de plasarea in locatii diferite, uneori la
distante de sute sau mii de kilometri, a celor doi parteneri.

IAC reduce considerabil riscul transmiterii unor afectiuni, cu localizare la nivelul
aparatului genital, intre cei doi parteneri;

Existenta unor unitati specializate in tehnologia crioconservarii si stocarii spermei
canine (banci de sperma) oferd posibilitatea dezvoltarii schimburilor internationale de
material seminal, cu influente benefice in procesul de selectie si ameliorare a raselor de
caini;

Dezavantaje: studiile lui Linde-Foesberg, C. si colab. — 1993 si 1999 [54, 55]
aratd cd insamantdrile cu sperma congelata s-au soldat cu o rata de gestatie si prolificitate
mai mici decat In cazul utilizarii spermei proaspete sau conservate prin refrigerare.
Sperma congelata are o motilitate mai scazuta in comparatie cu cea proaspata [17], ceea

ce ar putea afecta abilitatea spermatozoizilor de a fertiliza ovulul.
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Probleme etice: exista ingrijorari privind folosirea spermei congelate, deoarece
aceasta ar putea duce la reducerea fondului de gene pentru orice rasi, prin optiunea
crescatorilor pentru inseminarea catelelor cu sperma masculilor campioni, reducandu-se

astfel numarul de masculi reproducatori.
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7.3. TEHNICI DE INSEMINARE

Depunerea spermei in cdile genitale ale femelei reprezinta etapa finala a
insamantarii artificiale. In literatura de specialitate, in functie de locul de depunere a

spermei, sunt descrise doua tehnici de inseminare: intravaginala si intrauterina.

Inseminarea intravaginala

Depunerea spermei in portiunea craniald a vaginului este o tehnicd simpla,
rapida si neagresiva. Procedee de realizare a inseminarii intravaginale au fost descrise
de numerosi autori [4, 15, 20, 26, 33, 42, 51, 57, 64, 85, 86, 87]. Variatiile intre
metode sunt relativ minore si vizeaza doar tipul de instrumentar utilizat. Echipamentul
de inseminare este, in general, compus din: pipetd (un tub de plastic similar cu cel
utilizat in L.A. la bovine), seringd, un tub scurt de cauciuc si un speculum vaginal.
Pipeta de inseminare este introdusa pe la comisura superioara a vulvei, inifial in
pozitie aproape verticald, apoi prin miscari usoare de rotatie se orienteazad orizontal si
se avanseaza cat mai mult posibil (pana la pliul dorso median al vaginului — pseudo-
cervixului). Se aspira in seringa a 1 ml aer si apoi sperma iar seringa se ataseaza direct
sau prin intermediul unui tub scurt de cauciuc la pipeta de inseminare. Prin refularea
continutului seringii in vagin se realizeazi, practic, inseminarea. In timpul inseminarii
si 5 — 10 minute dupa aceasta, cateaua este mentinutd cu trenul posterior ridicat sub un
unghi de 40 - 45° [18, 33, 42, 57], pentru a facilita pasajul gravitational al spermei prin
caile genitale. Pinto, C.R. si colab. — 1998 [75] arata ca reducerea timpului de
mentinere a femelei cu trenul posterior ridicat, de la 10 minute la 1 minut nu afecteaza

rata de gestatie si prolificitatea.
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Utilizarea pistoletului Osiris (o sonda subtire, telescopica prevazuta la capatul
anterior cu un balonag gonflabil) pentru L. A. intravaginala la catele prezinta avantajul
cd nu presupune recurgerea la speculum pentru introducerea in vagin, stimuleaza

peristaltismul vaginal si evita refluxul spermei in vagin [64].

Prin examen radiografic s-a evidentiat ca substanta de contrast introdusa
intravaginal, la o cétea in estru, cu pistoletul Osiris trece in mai putin de 5 minute in
uter [52, 64]. Pasajul transcervical foarte rapid este o constatare care vine in sprijinul
autorilor [64] care sustin ca nu este necesara traversarea cervixului pentru a obtine

rezultate bune in I.A. la catea.

Inseminarea intrauterina

Depunerea spermei intrauterin poate fi realizata: transcervical, laparascopic si

chirurgical prin celiotomie.

Inseminarea intrauterind prin tunelizare transcervicala

Cateaua prezintd cateva particularitati anatomice (vagin profund, curbat dorso-
ventral si prezenta pliului dorsal postcervical) care fac dificila traversarea cervixului.
Pineda M.H. si colab. — 1973 [74], studiind pliul dorsal postcervical constata prezenta
constantd a acestuia la toate catelele, dar cu dimensiuni variabile in cursul dezvoltarii
somatice a femelei §i pe parcursul ciclului sexual (mai dezvoltat In estru si in
metestru). Incercirile de cateterizare a cervixului de catre Pineda M.H. si colab. —
1973 [74] s-au finalizat cu urmatoarea concluzie: ,,inseminarea intrauterind nu este

posibila pe cale transcervicala”.

Andersen K. — 1972, 1975 si 1976 [5, 6, 7] descrie o tehnica de cateterizare a
cervixului derivatd din metodele de inseminare utilizate in crescatoriile de vulpi din
Scandinavia. Echipamentul este constituit dintr-o sonda metalica, un tub de plastic
folosit pentru ghidaj si o seringd. Cateterizarea se face sub anestezie generald cu
xilazina, operatorul introducdnd ghidul tubular prin vagin pand la extremitatea

posterioara a pseudocervixului.
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Prin tubul de ghidaj se introduce sonda metalica sau un cateter rigid de plastic
- Minitub GmbH, [56] care se dirijeaza prin palpatie transabdominald prin canalul
cervical. Inaintarea transcervicald este facilitatd de tractionarea transabdominald a
cervixului in sens cranial si alinierea canalului cervical cu sonda. Plasarea sondei in
apropierea deschiderii cervixului este perceputa de operator ca o senzatie de crepitatie
asemanatoare palparii unui cartilaj. Pentru reusita metodei se impune mult exercifiu si
o buna manualitate [56]. Insuccesul cateterizarii transcervicale este cotat de autorii
scandinavi [54, 55] la 2 — 3,5%, cu mentionarea neaplicabilitatii metodei la catelele de
talie mare, obeze sau cu temperament nervos. Fontbonne A. — 1997 [31] raporteaza 10

% insuccese ale cateterizarii cervicale.

Inseminarea intrauterind prin vizualizarea endoscopica a cervixului

Tehnica inseminarii intrauterine prin vizualizarea endoscopica a cervixului a
fost conceputda de Wilson M.S. — 1993 [108] care utiliza un endoscop rigid de 30 de
cm, cu un diametru de 4mm si un cateter urinar din plastic rigid pentru pasajul
transcervical Pozitionarea corectd a endoscopului se face prin control vizual si prin
palpatie transabdominala (in mod similar cu metoda scandinava), ceea ce faciliteaza
traversarea cervixului cu cateterul urinar. Cateterizarea cervixului este succedatda de
retragerea endoscopului si apoi de inocularea spermei. Metoda a fost ulterior
perfectionatd tehnic prin utilizarea de endoscoape cu camere de preluare a imaginii $i

transfer pe ecran.

Inseminarea intrauterind prin laparascopie

Laparascopia abdominald reprezintd metoda chirurgicald cea mai pufin
invaziva si traumatizanta de abordare a coarnelor uterine pentru inocularea directa a
spermei. Tehnica a fost descrisa de Wildt D.E. — 1986 [106] si Silva L.D. si colab. —
1995 [89].
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Succesiunea timpilor operatori este urmatoarea: efectuarea pneumo-
abdomenului printr-o punctie efectuata pe linia alba la 1 cm deasupra ombilicului;
punctia abdomenului la 1 cm sub ombilic cu un trocar prin lumenul caruia se introduce
laparascopul; introducerea forcepsului de manipulare a uterului la 2 — 3 cm lateral de
glanda mamara; intre glandele mamare 3 si 5 se introduce pe linia alba un cateter de
punctionare a uterului; inocularea prin cateter a 1 ml de sperma care contine 250 —480

x 106 spermatozoizi [89].

Inseminarea intrautering cu abordare prin celiotomie

Inseminarea intrauterina cu abordare prin celiotomie a fost prezentatd pentru
prima datd in 1974 si desi din punct de vedere etic metoda este consideratd
inacceptabila de catre majoritatea autorilor, ea continua sa fie obiectul a numeroase

studii [42, 43, 56, 93].

Pregatirile preoperatorii ca si derularea timpilor operatori prezintd numeroase
similaritati cu operatia de ovario-histerectomie [42]. Linde-Forsberg C. — 2001 [56],
inventariind principalele metode de inseminare practicate la cdtea mentioneazd ca
dezavantaje majore ale inseminarii intrauterine cu abordare prin celiotomie: riscuri
anestezice, chirurgicale specifice, riscul infectiilor postoperatorii si costul ridicat al

interventiei.

Datele introspectiunii bibliografice referitoare la influenta diferitelor tehnici de
inseminare asupra ratei de conceptie [9, 14, 37, 55, 56, 62, 89, 90 93, 94, 97, 99, 108]

sunt prezentate in tabelul 7.3.1.

180



Igna Violeta

Tabelul 7.3.1

Influenta diferitelor tehnici de inseminare asupra ratei de conceptie

Autorul

Rata de conceptie

%

Tipul de inseminare

vaginal

intrauterin

Observatii

Raport Kennel Club
Suedia (1990-1998)

proaspata

47,8

65,2

refrigerata

45,1

65,6

congelata

34,6

52.0

Linde-Frosberg C.
(1999)

congelata

58,9

84,4%

57,9**

*met.Scandinava

**Transcervical

endoscopic

Batista M.si colab.
(1988)

congelata

25

Transcervical

endoscopic

Wilson M.S. (1993)

congelata

*met.Scandinava

**Transcervical

endoscopic

Linde-Frosberg C.
(2001)

proaspata

refrigerata

congelata

Metoda

scandinava

Silva L.D.
(1995,1996)

proaspata

proaspata

laparascopic
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Tabelul 7.3.1 continuare

Influenta diferitelor tehnici de inseminare asupra ratei de conceptie

Autorul Tipul de Rata de conceptie Observatii
sperma %

Tipul de inseminare

vaginal intrauterin

Smith F.O. (1984) congelata 60 Prin celiotomie

Martin D.J. (2001) congelata

congelata

Linde-Frosberg C. (1991) proaspati

congelata Met. Scandinavi

Fontbonne A. si Badinand congelata *Met. Scandinava
F. (1993)

Brittain D. si colab. (1995) proaspata Cercetiri
intreprinse pe citele
cu probleme de

ovulatie

Tsutsui T. si colab. (1988, congelata
2000)

Szasz F. si colab. (2000) congelata Abord chirurgical

Neuniformitatea rezultatelor obtinute de diversi autori, sau chiar de acelasi
autor dar in studii diferite denota, evident, ca se impune o continuare a cercetarii
metodelor de inseminare si de asemenea a inregistrarii i prelucrarii matematico-

statistice a rezultatelor obtinute cu diferite metode de [.A.
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7.4. MATURAREA IN VITRO A OVOCITELOR

Ovogeneza

Formarea si maturarea celulei sexuale femele presupune o serie de transformari

succesive prin care trece celula initiald (ovogonia) pana la stadiul de celula matura, apta

de a fi fecundata (ovul) [58].

Ovogeneza se desfasoara intr-0 succesiune de faze: faza de multilicare

(proliferativa); faza de crestere si faza de maturare — 7.4.1., corespunzator segmentului

genital in care aceste faze au loc, sunt descrise doua stadii: stadiul ovarian al ovogenezei

si stadiul tubar al acesteia [81].

Perioada

Fig. 7.4.1. Reprezentarea schematica a ovogenezei,

¢ Perioada : 1lks
de malurizare ———————— 4o cectare PEri0Ada de multiplicare

abNJUGAREA OVOCIT PRIMAR
CHOMOZOMIALA @

a-l-a diviziune
meiotica

APARITIA
TETRADEI ~ @
@ Q c}ocn SECUNDAR
@@

melotica

GLOBUL ®
POLAR ——

a-ll-a diviziune

___OvuL

dupa Groza, 1., Muntean, M. — 2002 [32]

Anatomia ovocitei

Ovocita se gaseste inglobatd in foliculul ovarian, avind dimensiuni diferite in

functie de stadiul de dezvoltare al foliculului si de propriul stadiu de dezvoltare si

maturare.

183



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

Indiferent de stadiul de dezvoltare, ovocita este inconjurata la exterior de zona
pellucida, o ,,anvelopa” translucida, acelulara (fig. - 7.4.2.). Sub zona pellucida, in jurul
ovocitei se giseste o membrand proprie, numiti membrand vitelind. Intre anvelopa
translucida si membrana vitelina se gaseste un spatiu numit spatiu perivitelin. Membrana
vitelind inglobeaza in interiorul siu citoplasma ovocitei numita vitelus. In citoplasma se
gaseste un nucleu foarte mare si veziculos. Din cauza marimii si formei sale a fost numit

vezicula germinala.

1-Nudaul; 2-Nuclkeoul, 3-Creplasma; 4-Cltocentrut
5. Zona pelucicd; 6-Coroana radiatd,

Fig. 7. 4. 2. Reprezentarea schematica a ovulei mature
dupa Braun J. - 2006 [13]

Zona pellucida este formata din glicoproteine specifice cu rol de protectie
antimicrobiand (prin interferoni) s§i in restrictionarea pdtrunderii in ovocite a
spermatozoizilor din altd specie decat cea din care face parte femela [104]. La
microscopul electronic zona pellucida are un aspect spongios, cu multe orificii care
strabat grosimea acesteia. Structura zonei pellucida (fig. - 7.4.3.) este o arie importanta de
cercetare care ar putea contribui la descifrarea proceselor de penetrare a spermatozoizilor

si fertilizare.
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Fig. 7.4.3. Structura zonei pellucida
dupa Braun J. - 2006 [13]

in timpul fazei de crestere si dezvoltare foliculard, ovocita raméne blocata in
profaza primei diviziuni meiotice, care a fost initiatd imediat dupa nastere. La majoritatea
speciilor de mamifere, diviziunea meiotica se reia dupa instalarea pubertatii, finalizandu-
se cu extruzia primului globul polar, moment in care ovocita devine “secundard”.
Ulterior, este initiatd a doua diviziune meiotica, ce va ramane blocatd in metafaza. In
acest stadiu ovocita este apta pentru ovulatie si fertilizare [34]. Reluarea diviziunii
Meiotice a ovocitului, in urma careia va rezulta ovulul si al doilea globul polar, are loc in
timpul fecundatiei [8].

Ovulatia decurge, la majoritatea mamiferelor, cdnd ovocita ajunge in metafaza
celei de a doua diviziuni meiotice. La catea, in momentul ovulatiei se elibereaza ovocita
primard, imaturd, in stadiul de debut al primei diviziuni meiotice (diploida, vezicula

germinala - profaza I) [40, 83].

Caracterizarea morfologica a ovocitelor canine
Cunostintele despre dezvoltarea ovocitelor si embrionilor la specia canind sunt

mult Tnapoia altor specii.

185



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

Aceasta situatie poate fi explicata de faptul ca aplicarea biotehnologiilor de
reproductie la cdine a ramas la cote scdzute de interes pentru crescatorii de caini o
perioada indelungatd de timp, iar particularitatile fiziologiei reproductiei la cédtea a
constituit, cu sigurantd, un impediment in avansarea cercetirilor pe acest domeniu. in
ultimii ani insa, cercetarea maturarii si fertilizarii ovocitelor canine s-a intensificat [13].
Studiile se confrunta insa cu numeroase dificultati:

* Ciclul sexual la catea este foarte lung (aproximativ 6 luni) comparativ cu alte
specii (21 de zile la vaca, 4 zile la soricioaica);

= Protocoalele pentru inducerea estrului sau superovulatiei sunt, in general,
ineficiente;

= Investigatiile morfologice detaliate si determinarea precisa a statusului nuclear
reclama tehnologie si protocoale avansate (“confocal microscopy”, “scanning electronic
microscopy”’) [84].

= Sursa de ovare pentru colectarea ovocitelor este limitata si restrictionata de criterii
afective, etice si medicale.

Principala sursa de ovare pentru recoltarea ovocitelor o reprezinta catelele supuse
sterilizdrii reproductive (ovariectomie/ovariohisterectomie), interventie realizata de obicei
in anestru. Exista opinii controversate legate de relatia dintre stadiul ciclului reproductiv
si competenta meiotica a ovocitelor: unele cercetari nu au gasit nici o influentd a
statusului reproductiv  [39], altele au relevat rezultate mai bune in faza foliculara a
ciclului sexual [60]. In studiile realizate de Yamada, S., si colab. — 1993 [109], ratele de
maturare a ovocitelor obtinute din foliculi preovulatori au fost de 32%, respectiv 12%
pentru ovocitele colectate din foliculi in anestru. O asemenea influentd a fazei/stadiului
reproductiv poate fi legatda de prezenta comunicatiilor functionale intre celulele
granuloasei si ovocit [60].

Ovocitele imature canine — fig. 7.4.4. sunt colectate din ovare dupa ovariectomie.
Complexul ovocita-cumulus prezintd o variabilitate considerabild la unele specii precum
bovinele, aspect care poate fi exploatat parfial ca un criteriu de calitate sau

compatibilitate a ovocitelor pentru maturarea si fertilizarea “in vitro”.
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La catea 1nsa, se constatd o variatie scazutd a raportului dintre celulele
cumulusului si citoplasma ovocitard, ceea ce a condus la utilizarea diametrului ca
parametru de preconizare a abilitatii de dezvoltare. Ratele scazute ale maurdrii “in vitro”

fac dificila evaluarea importantei biologice a acestui parametru.

Fig. 7.4.4. Ovocite (complexe ovocit-cumulus) de catea, imediat dupa colectare
dupa Braun J. - 2006 [13]

In stadiul preovulator, diametrul ovocitelor canine este asemanitor cu cel al altor
specii de mamifere (vaca, iapa, soricioaica), aproximativ 110-120 p [30]. Citoplasma
ovocitelor canine contine o mare cantitate de particule lipidice (fosfolipide si trigliceride)
care le conferda un aspect intunecat. Particulele lipidice sunt mult mai abundente
comparativ cu ovocitele altor specii recunoscute pentru culoarea lor inchisd: pisica si

scroafa.

Majoritatea ovocitelor, recoltate in orice faza a ciclului sexual, se gasesc in stadiul

de vezicula germinala — fig. 7.4.5.
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Fig. 7.4.5. Vezicula germinala —stadiu al ovocitei canine
dupa Braun J. - 2006 [13]

Experimentele de maturate “in vitro” a ovocitelor de catea se bazeazd pe

cunostintele legate de derularea maturarii ovocitelor “in vivo”.

Maturarea ovocitelor “in vivo”

Ovocitele expulzate din folicul ajung in bursa ovariand, care contine 2-3 ml de
lichid folicular in acel moment. La cateva ore dupa ovulatie, ovocitele pot fi recuperate
din oviduct. Celulele granuloasei raman deocamdata compacte si atasate ferm la zona
pelucida. Prin proiectiile transzonale pe care le emit prin zona pelucida, granuloasa
ramane in contact cu ovocitul o perioada foarte lunga, participand, probabil, la controlul
reludrii meiozei. La majoritatea mamiferelor domestice, celulele granuloasei mentin, prin
aceste proiectii transzonale, o concentratie crescutd a AMP-ului ciclic (AMPc) in
citoplasma ovocitului, pana la varful LH-ului. Acesta concentratie crescutd de AMPc este
responsabila pentru decondensarea ADN-ului, respectiv inhibarea reinceperii meiozei.
Dupa varful LH-ului, proiectiile se retrag, se produce mucificarea cumulusului, se pierde
contactul dintre celulele granuloasei si ovocit, scade concentratia AMPc, ceea ce permite

condensarea ADN-ului si astfel reincepe meioza [105].
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Maturarea ovocitelor se realizeaza pe parcursul transportului prin oviduct. Pana la
44 de ore dupa ovulatie, ovocitele se afla in stadiul de veziculd germinala (profaza I) si se
gasesc In portiunea proximalad si mijlocie a oviductului. La aproximativ 48 de ore
postovulatie, ovocitele isi reiau meioza, primele ovocite maturate (metafaza a II-a)

observandu-se la 48-54 de ore dupa ovulatie [78, 98], stadiu in care sunt fertilizabile.

Maturarea ovocitelor “in vitro”

La vaci, oi, soareci, ovocitul aflat in profaza I isi reia meioza imediat dupa
extragerea din mediul folicular. La 24 de ore dupa punctia foliculara si transferul intr-un
mediu de maturare, aproximativ 90% din ovocite ating stadiul metafazei a Il-a “in vitro”
[91]. La catea, tinand cont de intarzierea naturald dintre ovulatie si maturarea finala “in
vivo” (minimum 48-54 de ore), maturarea “in vitro” necesita pana la 72-96 de ore [40,
83].

Selectarea ovocitelor se bazeaza pe criterii morfologice: cel putin doua straturi de
celule compacte ale cumulusului, citoplasmd omogena pigmentatd inchis, diametru de
minimum 110 micrometri [60, 70, 71].

Rolul celulelor cumulusului in asigurarea unui suport pentru procesul de maturare
este stabilit. Cu toate acestea, se cunoaste putin despre statusul hormonal al celulelor
cumulusului la specia canind. Complexele ovocita-cumulus colectate pe parcursul
diferitelor stadii ale ciclului sexual au prezentat diferente semnificative, care pot reflecta
abilitatea lor de a oferi suport maturarii citoplasmatice si/sau deruldrii meiozelor. Rata
apoptozelor in celulele cumulusului este cea mai ridicatd in metestru. Examinarea cu
microscopul electronic a complexelor ovocita-Cumulus au aratat contacte mai putine intre
celulele cumulusului in timpul anestrului — fig. - 7.4.6., iar in proestru, prezenta unui
strat mai dens al suprafetei externe a complexului ovocita cumulus — fig. - 7.4.7., care
indicad imbunatatirea statusului functional, respectiv permite o comunicare foarte buna

intre celulele cumulusului si probabil a ovocitelor [13].
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Fig. 7.4.6. Complexul ovocita-cumulus in anestru
dupa Braun J. - 2006 [13]

Fig. 7.4.7. Complexul ovocita-cumulus in proestru
dupa Braun J. - 2006 [131
Diverse combinatii hormonale pentru mediul de maturare a ovocitelor au fost
testate [60], insa, 1incercarile de a fi cat mai asemanator cu mediul endocrin din jurul
perioadei de ovulatie al catelei, nu au evidentiat nici un rol pozitiv pentru progesteron,
estradiol, LH sau FSH. Nivelul crescut de progesteron prezent in timpul ovulatiei pare sa

interactioneze mai mult cu spermatozoizii decat cu ovocitele pentru reinceperea meiozei.
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Mecanismul molecular responsabil de reinceperea meiozei ovocitelor de catea nu
este elucidat, fapt care creeaza dificultati cercetdrilor orientate spre imbunatatirea
sistemelor de maturare “in vitro”. Desi evenimentele biochimice care apar in timpul
maturarii sunt similare la ovocitele canine cu cele observate la celelalte specii [83],
factorul responsabil de initierea meiozei nu este cunoscut.

Ratele de maturare a ovocitelor, indiferent de sistemul de maturare, sunt foarte
scazute:10-20% [40, 60, 83].

Nici unul din mediile de maturare care au dat rezultate satisfacatoare la alte specii
nu poate fi transpus la catea. Ovocitul canin necesita cerinte specifice pentru maturarea in
vitro. Mai mult, ovocitele catelei sunt mult mai sensibile la degenerare decat cele de la
alte specii: 20-40% din ovocitele care se gasesc in mediul de maturare degenereaza in
ziua a 3-a sau a 4-a. Degenerarea este importanta dupa 24 de ore in cultura [83]. Acesta
este un alt argument care evidentiaza ca sistemele de maturare curente nu sunt potrivite.

Este unanim acceptat cd locul unde se produce in mod natural maturarea
ovocitelor canine este oviductul. Acest fapt a generat ideea cd oviductul joacd un rol
central in reinceperea meiozei. Cu toate acestea, studiul Iui Luvoni, C. si colab. - 2005
[40], care a utilizat un oviduct izolat si ligaturat, nu a indicat imbunatatiri importante a

ratelor complete de meioza.
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7.5. FECUNDATIA IN VITRO (IVF)

La catea, fertilizarea in vivo se produce la ovocitele aflate in metafaza a II-a, la
48-83 de ore post ovulatie, in portiunea mijlocie si distala a oviductului [78, 97, 100].
Eficienta acesteia este de 80-90%.

Longevitatea ovocitelor sau perioada in timpul careia poate avea loc fecundatia in
urma careia se produce dezvoltarea normald a embrionului, nu este inca stabilitd cu
precizie. Dupa Tsutsui, T. si Shimizu, T. - 2001 [100], ovocitele canine raman
fertilizabile pana la 108-120 de ore dupa ovulatie. Cu toate acestea, ovocite sunt
observate la 4-10 zile dupa ovulatie, impreuna cu embrioni normali. Aceste ovocite
nefertilizate sunt Tncd imature (veziculad germinald, metafaza I) si probabil de o calitate
slaba; cateva dintre ele au realizat Tnsd maturarea meioticd pana la stadiul metafazei II,
intre 92-127 de ore post ovulatie [78].

Procesul de penetrare a ovocitei de cétre spermatozoizi a fost descris in vivo si la
ovocite imature.Van Der Stricht a observat cap de spermatozoid in citoplasma unui ovocit
aflat in stadiul de veziculd germinald, respectiv in ovocit aflat In metafaza 1. Studii
ulterioare in vitro [70, 83] par sa consolideze frecventa acestui proces. Studiile lui
Reynaud, K. si colab. — 2005 [78] sustin ca fertilizarea ovocitelor imature este un proces
exceptional: la evaluarea microscopica confocald a ovocitelor imature colectate
consecutiv unei insdmantari artificiale timpurii (in momentul ovulatiei), din cele 112
ovocite provenite de la 30 de catele, doar trei ovocite (provenite de la o singurd catea) au
fost penetrate de spermatozoizi.

Pincus si Enzmann - 1935 cit. de Hafez, E.S.E. - 1993 [34] au sugerat ca prin
preluarea ovocitelor si plasarea lor impreund cu spermatozoizi, intr-un mediu de culturad
propice, care sa produca cu acuratete conditiile fiziologice, ar putea sa aiba loc maturarea,

fecundatia si dezvoltarea embrionara timpurie in vitro.
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Previziunile sale au devenit realitate, fertilizarea in vitro fiind folositd cu succes

incepand din anii 1970, in numeroase ferme.

Tehnica obisnuita de fertilizare in vitro presupune parcurgerea catorva etape:

- Colectarea si maturarea ovocitelor.

- Colectarea si capacitarea spermatozoizilor.

Recoltarea spermei la caine se poate realiza manual — prin excitaie mecanica a

penisului, cu vaginul artificial sau cu electroejaculatorul.

Spermatozoizii ating capacitatea fecundantd maxima in tractul genital femel,

unde, parcurg o serie de transformari pana la fuziunea cu ovocitul fig. - 7.5.1.

CAPACITARE

Modificari 1n membrana
Modificari In membrana
plasmatica a capului

N

y

REACTIE ACROZOMICA

A

y

\ 4

HIPERACTIVARE

PENETRAREA ZONEI PELLUCIDA

A 4

A

FUZIUNEA GAMETILOR

Fig. 7.5.1. Relatia dintre capacitare, reactia acrozomica si hiperactivare
dupa Tulcan, Camelia - 2005 [103]
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La unele specii este posibila inducerea acestui fenomen in vitro, desi atat
mecanismele, cat si durata procesului ar putea diferi de ceea ce se petrece in vivo [66].
Dupa Mahi Cherrie Ann si Yanagimachi, R. — 1978 [61], durata capacitarii la specia
canina este de 7 ore.

In mod curent, mediile cu concentratii ionice ridicate pot declansa capacitarea in
vitro [66]. Desi nu exista un mediu universal de capacitare pentru toate speciile,
principalele elemente pe care le au in comun sunt albumina serici, Ca?* si HCOs-.

Mahi Cherrie Ann si Yanagimachi, R. — 1978 [61] au demostrat ca prezenta
ionilor de Ca?" este esentiala pentru capacitare, iar extragerea proteinelor induce un efect
negativ asupra mobilitatii spermatozoizilor iar inlaturarea glocozei a determinat scaderea
procentului de spermatozoizi care au parcurs reactia acrozomului, in cazurile in care a
fost utilizat un mediu de capacitare a spermei de caine (MCC). Acest mediu reprezenta o
modificare a solutiei Krebs-Ringer bicarbonatate, care ulterior a parcurs numeroase alte
modificari, pe parcursul incercarilor succesive de a induce capacitarea spermatozoizilor
in vitro. Mediul Tyrode modificat (cunoscut drept SpermTALP), utilizat in mod obisnuit
pentru capacitarea spermatozoizilor de taur gi-a gasit utilizarea drept mediu de capacitare
in vitro atat pentru sperma de cdine cat si pentru cea de vulpe [27, 37]. lonoforul de calciu
A23187 poate induce capacitarea si reactia acrozomului in vitro intr-o maniera similara
celei a Ca?", implicand calciul intracelular in capacitarea spermei de cdine. Hewitt, D.A.
si England, G.C. - 1997 [39] a demonstrat ca in procesul capacitarii sunt importante
concentratiile crescute de bicarbonat, precum si lichidul folicular provenind de la catea
[66].

Spermatozoizii de caine pot fi capacitati intr-un mediu Brinster, denumit mediu de

capacitare canin (MCC). Compozitia acestuia este redata in tabelul 7.5.1.
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Tabelul 7.5.1.
Compozitia mediului de capacitare pentru specia canind (CCM)
dupa Tulcan, Camelia - 2005 [103]

Component Concentratie

[9/1] [mM]
NaCl 4,880 83,49
KCI 0,356 4,78
KCl 0,189 1,71
KH2PO4 0,162 1,19
NaHCO3 3.159 37,61
Piruvat de sodiu 0,028 0,25
Lactat de sodiu (sirop 60%) 3,38 ml 21,55
Glucoza 0,500 2,78
Albumina serica bovina (sectiunea V) 2.000 -
Rosu de fenol 0,020 -
Gentamicind — SOy 0,050 -
pH - 7,8
Osmolaritatea - 302 mOsm

Prima reusita a dezvoltarii in vitro a unei ovocite de catea s-a semnalat in 1991,

de la stadiul de zigot cu o celuld, pana la stadiul de morula. La caine exista doar doua

semnalari ale dezvoltarii ovocitelor maturate si fecundate in vitro, pana la stadiul de 8

celule, dar in nici unul dintre experimente nu s-a incercat cultivarea spre stadii superioare

[66].

Rata de fertilizare obtinuta la specia canind este foarte scazutd ( 10-20%) si este

asociatd cu o frecventd mare a polispermiei ( pana la 60%), cu 2-12 capete de

spermatozoizi pe ovocit [83].

Pana la ora actuala, nu s-au obtinut catei utilizand tehnica fertilizarii in vitro. A

fost obtinuta o singura gestatie, soldata cu avort in ziua 36 — England, G.C. — 1993 [24].
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7.6. TRANSFERUL DE EMBRIONI

Transferul de embrioni este o biotehnologie pusa la punct in ultimul timp pentru
animalele de rentd, dar in reproductia canind studiile intreprinse sunt in faza de pionierat.
Singurele semnalari de embriotransfer la aceastd specie mentioneaza rezultate
nesatisfacatoare comparativ cu speciile de animale de ferma [98].

Tsutsui, T. si colab. - 2005 [102], realizand transferul de embrioni aflati in
diferite stadii de dezvoltare ( de la stadiul de 8 celule pana la morula compactd) a obtinut
gestatii la catele doar in cazul transferului embrionilor in stadii de 8 celule pana la
blastocist. Utilizarea morulelor sau morulelor compacte nu a indus gestatii.

Embriotransferul reprezinta succesiunea de procedee prin care, embrionii generati
in tractul genital al unei femele - consideratd “donatoare”, vor fi transferati in uterul altei
femele - definita drept “purtatoare” (sincronizatd din punct de vedere al fazei ciclului
sexual cu donatoarea), in vederea finalizarii dezvoltarii fetusului si generarii de produsi
vii si viabili [104].

Embriotransferul se poate realiza urmand mai multe etape:

Sincronizarea: donatoarele si receptoarele de embrioni trebuie sa fie sincronizate
din punct de vedere endocrinologic;

Superovulatia: inducerea in mod artificial a producerii ovocitelor in numar mai
mare decat cel caracteristic speciei. La canine, aceastd tehnica nu a progresat foarte mult;

Fecundatia: se realizeaza prin inseminare naturala sau artificiala;

Colectarea embrionilor: se poate realiza din oviducte sau coarne uterine in urma
ovariohisterectomiei sau laparatomei ;

Examinarea embrionilor: se face la microscop, in vederea estimarii
caracteristicilor morfofunctionale. In aceasta etapa se poate recurge si la diverse tehnici

de micromanipulare;
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Transferul la femela receptoare: prin metode chirurgicale, embrionul va fi
transferat in cornul uterin. [66, 104].

Succesul acestei metode este foarte scazut; un catel a fost fatat de o cétea cu estru
indus [49], iar Tsutsui, T. si Ejima, H. — 2001 [101] au produs 10 catei prin
embriotransfer. Aceasta tehnica poate fi utilizatd in situatia Tn care o catea gestanta
prezintd probleme de sdndtate sau la o cdtea campiond, care astfel va putea fi mentinuta
in competitii.

Embriotrasferul nu poate fi folosit ca metoda comerciala la canine datorita
costurilor. De asemenea, exista riscul de a pierde embrionii in timpul transplantarii [100],
sau de a rani femelele (donatoare si recipientd), avand in vedere ca amandoud sunt supuse
interventiei chirurgicale pentru a putea efectua aceasta procedura.

Exista riscul ca ovulele unei cétele sa fie solicitate mai mult pentru reproducere, la
fel cum se poate Intdmpla si cu sperma congelatd a unui campion care poate fi folosita
prea frecvent. Aceasta ar putea conduce la reproducerea excesivd a unui genotip - Cu
afectarea fondului de gene si la cresterea numarului de anomalii genetice intr-0 anumita
rasa .

Consevarea embrionilor : cu toate ca embrionii congelati sunt utilizati in
reproducerea asistata la om si la unele specii de animale, aceastd tehnicd nu a avut mult
succes la canine [27, 28]. Utilizarea embrionilor congelati are aceleasi avantaje si

dezavantaje ca si embriotransferul care utilizeaza embrioni vii.
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7.7. CLONAREA

Clonarea reprezinta ansamblul de tehnici prin intermediul carora se pot produce,
pe cale asexuata, celule sau organisme identice din punct de vedere genetic. [66]. Mai
mult de 30 de organizatii din lumea intreaga studiaza transferul nuclear si clonarea.

Un clon este un grup de indivizi proveniti dintr-o singura individualitate. Aceasta
poate fi o bacterie, un virus, o celuld, un embrion sau un animal adult. Daca la baza
inmultirii lor sta mitoza, atunci toti membrii unui clon trebuie sa fie identici din punct de
vedere genetic, deoarece celulele descendente dintr-o mitoza sunt intotdeauna identice
genetic [104].

Modalitatile principale prin care se poate realiza clonarea sunt: transferul nuclear
si partenogeneza.

Transferul nuclear: in transferul nuclear, in formele cele mai simple, nucleul
este Inlaturat din ovocita; aceastd ovocitd fiind numitd enucleatd. O celuld somatica
(nonreproductiva , care a fost tinutd in vitro in culturi de tesuturi) sau in unele cazuri o
celuld dintr-un embrion aflat in stadiul de dezvoltare timpurie, este inserata in ovocita
enucleatd, iar celula care rezultd este supusd unui puls electric, proces numit
electrofuziune, in scopul fuziondrii celulelor. Ca inductori ai fuziondrii celulelor pot fi
utilizate diverse substante chimice sau virusuri.Embrionii pot fi crescuti in vitro pentru
cateva zile pana in stadiul de blastocist incipient (100 de celule). Blastocitul este
implantat intr-o femela care a fost sincronizata hormonal. Aceste tehnici sunt descrise de
Campbell, K.H.S. si colab. — 1996 [16] si de Wilmut, I. si colab. — 1997 [107]. Wilmut, .
si colab. — 1997 [107] descriu utilizarea acestei tehnici in cazul clondrii oii Dolly.
Transferul nuclear a fost utilizat cu succes pentru clonarea oilor, vacilor, caprelor,
soarecilor, maimutelor, unei pisici, unui cdine. A doua metoda de transfer nuclear folosita
cu succes pentru clonarea porcilor utilizeaza fuziunea in doua trepte. O cultura de celule
adulte de porc este inserata intr-un ovul de porc al carui nucleu a fost extras [76]. Celula
este supusa electrofuziunii, apoi un embrion timpuriu al carui material nuclear a fost

eliminate, este transferat in celula care a suferit prima electrofuziune.
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Ulterior aceasta celula este supusd unei noi electrofuziuni. Zigotul rezultat este
crescut in culturd pana la stadiul de blastocit.

Partenogeneza: in partenogenezd ovocitul nefertilizat este activat si incepe s se
divida formand embrionul. Ultimele noutadfi referitoare la partenogeneza au aratat ca
embrionii maimutelor macaque pot fi o potentiald sursa de celule stem pentru transplant
de celule sau organe [19]. Un patent recent pentru o tehnica de activare a ovocitelor prin
partenogeneza permite acestor celule sa se dezvolte pana in stadiul de blastocit. Celule
activate pot fi enucleate si folosite ca donor de ovule care vor primi un nucleu donat de
alta celula. In prezent prin partenogeneza nu se poate crea un animal complet dezvoltat.
Noutatea acestor tehnologii fac imposibild estimarea potentialului succes si eventualele
probleme asociate.

Biotehnologia dispune deja de o multime de tehnici de clonare a animalelor
domestice. Ele se clasifica dupa tipul celulelor care sunt utilizate pentru obtinerea unui
clon [104].

Pentru clonare se pot folosi:

1. celule totipotente (blastomere) disociate din embrion de 4-8-64 de celule sau
celule stem  embrionare;

2. fragmente de morule (1/3) sau de blastocisti (1/3 sau 1/2) ;

3. fibroblasti recoltati din fetusi;

4. celule specializate recoltate de la animalele adulte (celule mamare, intestinale si
fibroblasti recoltati din dermul pielii);

5. celule stem pluripotente (somatice adulte) [104].

Clonarea cainilor este extrem de dificila din urmatoarele motive:

1. Cunostinte insuficiente despre fiziologia speciei: spre deosebire de alte specii de
animale $i om, specia canina prezintd particularitati fiziologice care au generat lacune in

aria de cunoastere a mecanismelor si proceselor fiziologice legate de reproducere.
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Esecul extrapolarii rezultatelor cercetarilor de la alte specii, impune, ca cerinta
eentiald pentru avansarea cercetdrilor in domeniile biotehnologiilor de reproducere,
continuarea cercetdrilor fundamentale in fiziologia reproducerii la specia canind, pentru
elucidarea unor aspecte de baza precum ovulatia, maturarea ovocitei, controlul estrului,
fiziologia spermatozoidului si ovulului.

2. Estru neregulat: tehnicile curente de clonare a mamiferelor impun ca embrionii
clonati, odata produsi, sa fie transferati in oviductele unei recipiente aparfindnd aceleasi
specii, sincronizatd endocrin cu varsta embrionului. Aceasta este o problema mult mai
dificila la specia canina comparativ cu alte specii, catelele manifestand estrul la intervale
de 6-12 luni, in timp ce alte mamifere au un ciclu mai frecvent si regulat, in general la
inervale cuprinse intre 2-4 sdptamani.

3. Ovocite imature: tehnicile curente de clonare a mamiferelor necesita ovocite
mature (metafaza II). Ovocitele majoritatii mamiferelor ajung la maturitate in interiorul
ovarelor si sunt pregatite pentru fertilizare (sau clonare) in momentul ovulatiei; cateaua
ovuleaza ovocite imature care se matureaza la nivelul oviductului si nu pot fi fertilizate
decat dupa 2-5 zile de la ovulatie. Majoritatea ovocitelor canine - colectate cu ocazia
sterilizarii reproductive a catelei — sunt imature, existind astfel doar doud optiuni:
obtinerea ovocitelor direct din oviductele catelelor aflate in estru - metoda scumpa si
ineficientd, sau dezvoltarea unei metode de maturare in vitro a ovocitelor. Optiunea a
doua pare metoda cu cela mai multe perspective.

4. Ovocite opace: spre deosebire de ovocitele celorlalte mamifere, ovocitele
caninelor confin cantitafi mari de granule lipice, de culoare inchisd, din cauza carora
ovocitele devin complet opace, rezultatul fiind dificultatea enuclearii, evaluarii,etc.
Ovocitele de scroafd pot fi centrifugate pentru a elimina lipidele fara a avea impact
asupra viabilitatii. Centrifugarea ovocitelor canine insa nu este eficienta. La ora actuala se
incearca dezoltarea unor metode speciale de microscopie, suficient de puternice pentru a

permite examinarea ovocitelor prin stratul lipidic, fara afectarea viabilitatii acestora.
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5. Factori etici: la celelalte specii de animale, “anomaliile puilor rezultati”
(malformatii, retardare) sunt acceptabile in mare masura, ca niste consecinte negative ale
clonarii. Datoritd rolului special al cdinilor in viata omului, cu conexiuni afective
consolidate pe parcursul secolelor de istorie a convietuirii  celor doud specii , se
investeste foarte mult in noile abordari ale tehnicii clonarii, pentru a ocoli sau cel putin
minimaliza productia de clone cu mai multe anomalii decat existd in natura. Din punct de
vedere stiintific aceasta implica doud tehnologii diferite: o noud metoda de producere a
embrionilor care s-a dovedit a fi de 10 ori mai eficientd decét tehnicile de clonare
conventionale si un grup obisnuit de gene care contin majoritatea genomului canin, care
sunt uilizate pentru a dezvolta tehnologia evaluarii genomului fiecarui embrion.

Clonarea la specia canind a reprezentat, pand anul trecut, un esec mai putin
asteptat si anticipat de specialisti. Dupa clonarea reusita la specia ovind (Dolly 1997),
urmata la scurt timp de succese raportate in clonarea vacilor, soarecilor, sobolanilor,
caprelor, pisicilor, iepurilor, porci, cailor, catarilor [50], reusita la specia canina parea
iminentd. Anuntatd in presa anilor 2000, posibila realizare a unei clone canine ca
apartinind unui viitor imediat [65], a devenit realitate doar in anul 2005.

Oamenii de stiintd din Corea de Sud au clonat primul cdine si astfel, cel mai bun
prieten al omului se aldturd unei lungi liste de animale care au fost “duplicate”. In 24
aprilie 2005 a fost obtinut, prin cezariana, SNUppy, prima clond canina. Cel care au
reusit acest succes sunt profesorul Woo-Suk Hwang si echipa sa, de la Universitatea
Nationala din Seul, Coreea de Sud [50].

Cercetatorii au prelevat material genetic de la o celula din dermul urechii unui
mascul ogar afgan, in varsta de 3 ani, pe care 1-au plasat intr-un ovul enucleat [13]. Cand
ovocitele modificate au inceput sd se dezvolte formand embrioni, cercetdtorii au
anesteziat o catea, rasa Labrador Retriever, au introdus ovulele in oviduct si au sperat ca
aceste ovule vor creste formand embrioni timpurii care vor supravietui (fig. - 7.7.1). Ei au
folosit pentru acest proiect 123 de catele, de la care au colectat aproximativ 1500 de
ovocite, au reusit sa reconstruiasca tot atdtia embrioni, si au implantat 1095 din acesti

embrioni in cele 123 de catele care au donat ovocitele [69].
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receptoare si femela donatoare de ovocite, respectiv varsta embrionului, catelele
donatoare de ovocite au servit si ca gazde (recipient, surogat), pentru embrionii clonati.
In final au rezultat 3 gestatii: una s-a soldatat cu un avort spontan; a doua cloni canini a
trait doar 22 de zile inainte de a ceda, probabil in fata unei pneumonii aspirative, deoarece
analiza post-mortem nu a aratat nici un semn al vreunui defect congenital datorat clonarii;
din a treia gestatie a rezultat Snuppy, care pand in prezent este sanatos. Gestatia a durat
60 de zile, iar catelul a cantarit la fatare 540 de grame [50, 69].

Echipa care a reusit sa cloneze primul cdine a muncit aproape 3 ani la acest
proiect, 7 zile pe saptamana, 365 de zile pe an, depunand un ,efort eroic” si comparand

succesul cu ,,0 escaladare a muntelui Everest al clonarii”.
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Hwang atribuie succesul echipei sale, abilitatii lor de a concepe un transfer
nuclear folosind ovocite maturate in vivo, de a le transfera intr-o cétea recipient intr-un
stadiu timpuriu de dezvoltare, fara a recurge la culturi embrionare in vitro, si sa
optimizeze conditiile pentru transfer “prin incercare si eroare” [69].

Jorhe Piedrahita, care studiaza clonarea animalelor la Universitatea de Stat din
Carolina de Nord, afirma ca “eficienta clonarii este destul de jalnica” avand in vedere ca
eficienta transferului embrionic la vaca este de aproximativ 10%, la porci este peste 8-9%
iar eficienta clonarii la caini a fost anuntata ca fiind 1,6% (2 catei nascuti vii din 123 de
transferuri). in plus, acesta contesta aceastd rata de reusita: ,,nu este 1,6%, trebuie sa fie

1 din 1095 [69].

Importanta clonarii

Principalul scop al clonarii cdinilor este progresul in intelegerea unor boli care
afecteaza atat omul cat si animalele.

,,Cainele are caracteristici similare cu ale fiintei umane iar cateva dintre bolile
cainelui sunt aproape identice cu ale omului. Astfel, clonele canine pot fi foarte valoroase
in gasirea unor tehnologii utile pentru tratarea bolilor umane. Acesta este telul nostru
principal” — a declarat cercetatorul Woo-Suk Hwang [110]. Tot el spune ca: “rabia a fost
descoperita prima data la caini, insulina la fel, iar prima operatie pe cord a fost efectuata
la caine” [69].

Anumite rase de caini (ex. Labradorii) au o “predispozitie” pentru unele boli
precum degenerarea retinei sau artrita. Aceste boli genetice sunt evident similare similare
cu bolile genetice umane, fapt care a condus la utilizarea cainilor ca model experimental
pentru aceste eredopatii umane, o lunga perioada de timp [12].

Gerald Schatten, un membru al echipei dr. Hwang, afirma ca: “clonarea diferitelor
rase de cdini poate permite cercetatorilor si studieze mai bine genele specifice care
cauzeaza boli cum ar fi artrita sau diabetul si sa giseascad remedii aplicabile la oameni si
caini” [13]. Tot el afirma ca: “ Aceasta metoda nefireasca nu trebuie folosita pentru a face

cdini, ci pentru a avansa cercetarile medicale in sfera celulei stem” [13].
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Cu toate cd numerosi cercetatori spera ca clonele canine sa le faciliteze
intelegerea si tratarea unor boli genetice grave, care evolueaza atat la om cat si la animale
si considera ca aceastd biotehnologie ar trebui restransa doar la cercetari medicale, exista
si companii care vizeza utilizarea clonarii canine in scopuri comerciale. Phil Damiani de
la Genetic Savings & Clone, companie care a anuntat in decembrie 2004 prima vanzare a
unei pisici clonate, face cunoscute interesul si preocuparile firmei in domeniul clonarii
canine, exprimandu-si speranta cd tehnologia firmei — bazata pe transferul cromatinei- va

avea succes 1n viitorul apropiat.

Efecte negative ale clonarii:

Cu toate ca ADN-ul nuclear clonat este identic cu cel al donorului, ADN-ul
mitocondrial (care are rolul major in metabolismul celular) apartine donatoarei ovulului
[25]. Daca ovulul donator are o boala metabolica, aceasta va fi transferata clonei. Astfel,
mediul reprezentatd de femela recipientd, exercitd efecte asupra embrionului. Acest
concept a fost demonstrat la pisica clonatd CC la care coloratia blanii nu este identica cu
cea a donatorului de nucleu pentru ca pigmentatia nu este rezultatul genotipului ci
rezultatul interrelatiei dintre gene si mediu [88]. Acest fenomen a mai fost remarcat
inainte la alte animale cu blana multicolora, clonate.

Clonarea nu se afld in punctul in care sd fie “productie in masd”. Necesitd un timp
important in laborator si este foarte scumpa. Ciclurile celulare ale ovulului si celulei
donatoare trebuiesc sincronizate. O mama recipient trebuie sd fie pregatitd pentru
implantarea embrionului. Din punct de vedere teoretic sute sau mii de ovule trebuie
folosite pentru a obtine un pui viabil. Polejaeva, I.A. si colab. — 2000 [76] au folosit 2100
de ovule pentru a produce 586 de embrioni care au fost transferati la femele. Au avut loc
cinci fatari.

Animalele clonate prezintd anomalii genetice ca de exemplu telomeri scurfi si
numar anormal de cromozomi. De asemenea Lanza, R., P. si colab. — 2001 [50] au
raportat cd 80% din viteii pe care i-au clonat, aceeia intre 1 si 4 ani, au rdmas sanatosi,

dar oaia clonata Dolly este artritica [22, 65].
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Alte animale clonate pot avea un numar anormal de organe ca de exemplu
plamanul sau inima. Multe sufera de sindromul gigantismului [96]. Problemele de la
nivelul placentei au cauzat moartea fetusilor in uter [96]. Frecvent aceste anomalii rezulta
din defectele de reprogramare a nucleului celulelor somatice, astfel incat se reasambleaza
nucleul Tn embrion.

Pe langa aceasta risipa de ovule si acest risc ridicat, cercetatorii continua totusi sa
dezbatd numeroase aspecte controversate ale clonarii. O dilema a specialistilor este daca
mamiferele clonate prind viata cu ceasul lor intern setat la zero, sau daca ele se nasc la
varsta la care celula este luatd de la donorul ei original. Cu alte cuvinte, este posibil ca
Snuupy sa aibe deja varsta de 3 ani la nastere — aceeasi varsta cu cainele a carui celuld a
fost folosita pentru experiment? Snuupy in ciuda faptului ca este un catel s-ar putea sa nu
se bucure niciodata de copilaria lui de cdine, un scenariu care daca este aplicat la om ar

ridica o multime de probleme etice [13].
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7.8. MANIPULAREA ADN-ULUI

Manipularea ADN-ului sau a materialului genetic poate fi folosita pentru a corecta
un defect genetic - terapia genica sau pentru a crea un organism transgenic-transgeneza.
Valoarea organismelor transgenice consta in faptul ca ele au gene specifice inserate in
genom (knock-in) sau gene specifice mutate din genom (knock-out). Asemenea animale
pot fi folosite in scopul cercetarii, ele reprezentand animale “model experimental” pentru
bolile omului sau animalelor. Insertia de ADN poate fi realizata fie cu ajutorul unui
vector — deseori un virus — sau prin folosirea “pistoalelor gene” care injecteazd ADN-ul
direct in celuld, fie prin electroporatie care utilizeaza sursa electrica pentru a insera ADN-
ul 1n celula.

Terapia genica: terapia genica este folositd pentru a corecta bolile genetice. Exista
doua tipuri de terapii genice: cu celule somatice si cu celule germinale. Lowell Ackerman
— 1999 [1] in cartea sa despre genetica caninelor a scris ca este de asteptat ca urmatoarea
descoperire in cresterea caninelor sa fie ferapia genica cu celula somatica — introducerea
de material genetic nou, probabil cu ajutorul unui vector viral in celule nonreproductive
ale corpului, pentru a corecta bolile ereditare sau defectele. Un experiment care a avut
succes in terapia genica este cel pentru hemofilia B la caini [63] si cel la clinii care
sufereau de amauroza congenitala Leber mediata genetic, o forma de orbire congenitald
[3]. Terapia genica a fost utilizata si pentru a introduce o gena pentru leucocit, factor
stimulator 1n sandtatea cainilor. Acesta ar putea fi inceputul terapiei genice impotriva
cancerului. Ca rezultat al Proiectului Genomului Canin care face parte din Proiectul
Genomului Uman, oamenii de stiintd pot identifica acum bazele genetice pentru
afectiunile caninelor, ca de exemplu atrofia progresiva a retinei, hemofiliile, etc. [1, 2,
65]. Testele genetice necesita o proba de sange sau tesut —cum ar fi cateva fire de par care

sunt suficiente pentru a permite analiza ADN-ului.
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Unele boli genetice ca de exemplu atrofia progresiva a retinei, pot fi ameliorate
prin terapia genicd. Modificarile genetice determinate prin terapia genicd cu celula
somatica nu pot fi transmise la pui.

Terapia cu celula germinala corecteaza defectul genetic pe linia germinativa, fie
in ovul sau in spermatozoid, fie in embrionul timpuriu. Linia germinala a terapiei genice
nu poate fi realizatd la embrionii canini in vitro In viitorul apropiat datorita dificultatilor
care apar in fertilizarea in vitro la caini. Chiar daca s-ar putea realiza implantarea
embrionului intr-o catea pentru gestatie, ar fi necesara o cdtea care s-ar afla Tn mod
natural in faza corecta a ciclului estral pentru implantare sau o catea care ar fi stimulata
hormonal pentru a ajunge in aceasta faza.

Orice fel de terapie genica poate corecta un defect genic permanent sau pe termen
lung. Unele terapii cu celule somatice care au fost testate au functionat mai multe luni.

Telul este de a avea terapii care sa functioneze intreaga viata a animalului.

Transgeneza. Transferul unei gene, izolate de la un individ, in genomul unui alt
individ care face parte din aceeasi specie sau dintr-o specie diferitd, se numeste
transgeneza. Animalele sau celulele care au integrat gena transferata in genomul lor se
numesc animale sau celule transgenice [104].

Transferul meterialului genetic prin intermediul tehnologiei ADN-ului recombinat
reprezintd o metoda de avangarda menita sd contribuie la producerea unor animale cu
fenotipul modificat. Transgeneza poate fi definitd drept rezultatul injectarii directe a
genelor strdine in celula primordiald a unui organism in dezvoltare. Animalele
transgenice pot exterioriza o larga varietate de noi fenotipuri consecutiv exprimarii ADN-
ului moleculelor exogene [23].

In general, crearea de animale transgenice se realizeazi in scopuri stiintifice.
Animalelor li se pot muta genele, in acest caz se numesc animale knock-out. Animalelor
knock-in li se insereaza gene aditionale. Tehnologiile knock-out si knock-in pot fi utilizate
impreuna cu fertilizarea in vitro si clonarea, astfel Incat toate animalele sa fie identice din

punct de vedere genetic.
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Producerea si caracterizarea unei linii transgenice utile reprezinta primul pas din
amplul proces de introducere a transgenei in populatia productiva. Inainte de a fi
disponibile pentru efectivele comerciale, transgenele trebuie transferate in nucleele de
reproductie. Ulterior, aceste nuclee trebuie sa fie selectionate in vederea optimizarii
performantelor legate de caracteristica urmarita, plecand de la premiza ca transgena va
exprima fenotipuri distincte atunci cand va fi integrata in fundaluri genetice diferite [66].

Tehnologia transgenica implica transferul unui segment de ADN supus ingineriei
genetice (o “constructie” de ADN) in materialul genetic al altor specii, permitdndu-se
astfel exprimarea caracterelor dorite ale unor mijloace terapeutice umane. Acest deziderat
poate fi realizat atat prin tehnologia microinjectiei cat si prin transfer nuclear.

Pana de curand, microinjectia ADN-ului recombinat in pronucleul ovocitei
fecundate a reprezentat metoda de electie pentru a obtine un animal transgenic. Procedura
de baza a generarii animalelor transgenice este aceeasi la majoritatea speciilor: consecutiv
maturdrii ovocitei si fecundarii, constructii lineare de ADN codificand proteina
recombinatd aleasa sunt injectate direct in pronucleu. Ulterior, embrionii injectati sunt
transferati la receptoare. Eficienta acestei tehnici variaza 1n functie de specia la care a fost
utilizata.

Costurile producerii animalelor transgenice sunt foarte ridicate si nu fiecare
animal transgenic poate fi fondatorul unei populatii. Daca promoterul sau proteina care
codificd secventa transgenelor au fost compromise pe parcursul procesului de integrare,
transgena va fi in mod cert inactiva. Transgenele intacte pot ramane inactive in cazul in
care locul integrarii genomice este situat intr-o regiune cu heterocromainad, inactiva din
punct de vedere transcriptional. Dimpotriva, integrarea in vecindtatea genelor foarte
active poate avea un efect de amplificare asupra nivelului exprimarii transgenei. [66].

Relativa ineficientd a microinjectiei ca metodd de generare a animalelor
transgenice a deteminat orientarea spre alte metode, precum manipularea genetica a

celulelor totipotente si transferul nuclear.
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7.9. SEXAREA SPERMATOZOIZILOR

Existd numeroase metode prin care se poate determina sexul spermatozoizilor la
mamifere, cu alte cuvinte se determind daca spermatozoidul contine cromozomul X, care
va duce la obtinerea produsului de sex femel, sau cromozomul Y, caz in care produsul va
fi de sex mascul (ovulul contine doar un cromozom X). Aceste metode pot fi aplicate la
canine, dar in prezent sunt in stadiu experimental.

Tehnicile utilizate pentru separarea cromozomilor purtatori ai spermatozoizilor X
sau Y sunt:

1. Flow citometria: conform lui Jonson, L.A. si colab. — 1997 si 1998 [46, 47],
separarea spermatozoizilor purtdtori ai cromozomului X sau Y, cu ajutorul flow-
citometriei, pe baza continutului de ADN al spermatozoizilor, reprezinta o metoda eficace
de preselectare a sexului descendentilor, cu aplicabilitate atat in medicina umana, cat si in
cresterea animalelor. Cele doud variabile care influenteazd procesul de sortare a
spermatozoizilor sunt reprezentate de calibrarea instrumentului si de variatiile Inregistrate
in cunatificarea continutului de ADN in cazul aceleasi probe.

Sortarea in miscare, pe baza continutului de ADN a cromozomilor Y se face in
proportie de 72-80%. Utilizarea flow-citometriei permite masurarea in suspensie a
componentelor si proprietatilor individuale ale celulelor. Dezavantajele acestei metode
rezida in durata lunga a procesului si lipsa viabilitdfii spermatozoizilor in urma sortarii.

Rezultate superioare in procesul de sortare a spermatozoizilor sunt obtinute de
[47], prin utilizarea unei duze de orientare a spermatozoizilor in flow-citometrul de inalta
viteza. Noua tehnicd permite orientarea a 65-75% dintre spermatozoizi spre orificiul de
sortare (comparativ cu doar 25-35% 1n cazul tehnicii anterioare), o rata a sortarii de 1500
spermatozoizi/secunda, fiind astfel posibila colectarea simultand a 4-5 milioane de
spermatozoizi sexati/ord. Modul de pregatire a spermei precum s§i tehnica utilizata au
permis cresterea de 10 ori a ratei de sortare a spermatozoizilor, comparativ cu rezultatele

obtinute anterior [47].
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Reanalizarea continutului de ADN la spermatozoizii sortati a evidentiat o
acuratete de 91,4%. Utilizarea acestei tehnici permite obtinerea unui volum suficient de
spermatozoizi pentru realizarea insamantarilor artificiale.

Masuratorile speciale in flow citometru au scos in evidenta ca la toate speciile de
mamifere spermatozoizii purtatori de cromozom Y se deosebesc prin intensitatea de
culoare si greutate specifica, de spermatozoizii purtatori de gonosom X. Astfel, intre cele
doua categorii de spermatozozizi ai barbatului exista o diferentd de culoare de 2,8%, intre
cei ai taurului diferenta este tot de 2,8%, iar intre cei ai vierului de 3,6%, si ai armasarului
de 3,7%. Diferenta de culoare dintre cele doua categorii de spematozoizi la berbec este de
4,2%, la caine de 3,9%, la iepure 3,0% si la Chinchilla 7,3%.

2. Metoda de separare prin centrifugare in gradient de concentratie: se bazeaza pe
diferenta de greutate specifica intre cele doua tipuri de spermatozoizi determinata, pe de o
parte, de dimensiunea mult mai mica a gonosomului Y fatd de cel X si de proprietatile
biochimice ale membranei acestora, pe de alta parte.

3. Mobilitatea si separarea electroforetica: diferentele de potential fac posibilad
separarea spermatozoizilor imobilizati n cAmpul electroforetic.

4. Separarea spermatozoizilor X §i Y prin centrifugare in gradient de albumina sau
de percol: nu da rezultate bune in producitie.Desi s-a obtinut o oarecare modificare a
raportului sexului mascul, fata de cel femel, valoarea ei nu este suficient de mare pentru a
putea fi folosita cu eficienta in productie.

5. Separarea celor doua tipuri de spermatozoizi prin reactie imunologica:
proprietatile antigenice ale membranei celor doud categorii de spermatozoizi ofera
si policlonali, creati special Tmpotriva unor proteine specifice aparfinatoare numai
spermatozoizilor Y sau X, s-a reusit sa se separe cele doud categorii de spermatozoizi la
soarece, taur si iepure. Metoda are insd inconvenientul cd Tn urma reactiei antigen-
anticorp raman 1n viatd numai unul dintre categoriile de spermatozoizi, §i aceasta in

functie de anticorpul utilizat.

210



Igna Violeta

6. Utilizarea unui amestec de lapte praf degresat, glicina, citrat de sodiu §i glicerol.
numarul descendentilor masculi creste atunci cand sunt intrebuintati spermatozoizii din
stratul superior.

7. Sedimentarea in functie de motilitate: rata de sedimentare depinde de dimensiuni,
densitate si forma spermatozoizilor. Diferentierea intre dimensiunile celulelor reprezinta
factorul predominant in procesul de separare. Forma spermatozoizilor detine cea mai

redusd importantd in acest proces.
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CAP.8. RECOLTAREA SPERMEI
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8.1. FACTORI CARE INFLUENTEAZA PRINCIPALII
INDICATORI AI CALITATII SPERMEI

Principalii indicatori ai calitatii spermei (volumul, concentratia, motilitatea si
morfologia spermatozoizilor) pot fi influentati semnificativ de factori ca: locul
(ambianta) 1n care se realizeaza recoltarea, prezenta sau absenta unui ,,partener” de
imperechere, echipamentul si substantele folosite pentru recoltare si frecventa
recoltarilor.

Ambianta

Recoltarea spermei Se face intr-un loc linistit, in prezenta proprietarului
masculului §i cu un numar cat mai redus de persoane in preajma. Pardoseala locului in
care se face recoltarea trebuic sa fie antiderapanta, recomandandu-se efectuarea
recoltarii ,,la sol”, majoritatea animalelor intrand in panica daca sunt plasate pe masa [5,
9, 33].

In conditiile recoltirii unui mascul in acelasi loc si in aceleasi conditii,
numeroase elemente ambientale pot constitui stimuli optici ai activitatii sexuale: locul
de recoltare, identitatea operatorului, imbracamintea acestuia etc. [33]. Aceleasi
elemente, In anumite circumstante (antecedente neplacute pentru mascul), reprezintd
factori inhibitori ai activitatii sexuale (erectie, ejaculare).

Partenerul

Simtul olfactiv, foarte dezvoltat la céine, explica rolul major al feromonilor in
activitatea de reproducere [3, 6]. Astfel, prezenta unei femele in estru faciliteaza
recoltarea spermei [5, 9, 12, 16, 33, 39, 40, 41] si creste calitatea ejaculatului [133, 163,
352].

Boucher, Foote si Kirk — 1958 cit. de Regis T. [33] constata ca prezenta unei
femele 1n calduri determind o crestere a numarului de spermatozoizi pe ejaculat.
Dumon C. si Fontbonne A. — 1992 [9] apreciaza ca o ,,femeld in calduri” (termenul

include stadiile de proestru si estru), ofera suficienti stimuli pentru declansarea erectiei.
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Recoltarea se poate efectua si in prezenta unei femele in anestru (perioada de
liniste sexuald), dar mult mai greu [42]. In absenta unei femele, recoltarea spermei la
caine este foarte dificil de realizat [12].

In absenta unei femele in estru se recomanda utilizarea unor tampoane de vata,
tifon sau burete, impregnate cu secretii vaginale prelevate de la o femeld in estru si
conservate prin congelare, in pungi de plastic [15, 16, 33], cu care se tamponeaza zona
cozii unui caine chiar si castrat [16]. Ca alternativa la prezenta unei femele exista si
»feromoni comerciali” (metil paraben - eau d’estrus), [12].

Echipamentul

Echipamentele cu care sperma intrd in contact in momentul recoltarii sunt:
vaginul artificial si / sau recipientul de recoltare.

Cel mai raspandit model de vagin artificial pentru caine este cel propus de
Harrop A.E. in 1954 [22]. Un echipament de recoltare simplificat este propus de Seager
S.W. si Fletcher W.S. [35, 36]: un con de cauciuc la care se ataseaza un tub gradat de
plastic, de 15 ml (tub pentru centrifuga). Stockner K.P. si Bardwich C. [41] utilizeaza
tot un con de cauciuc, pe care 1l denumesc vagin artificial, la care ataseaza un tub gradat
din polipropilena. Dumon C. si Fontbonne A. — 1992 [9] recomanda utilizarea unui con
din material plastic.

Problema majord a acestor echipamente o constituie potentialul toxic al
cauciucului [9, 33] si latexului [1, 12] asupra spematozoizilor precum si sterilizarea
acestora [122, 147]. Fayrer-Hosken R. [15] afirma ca echipamentul din latex utilizat in
recoltarea spermei poate fi supus sterilizarii cu etilen oxid sau prin caldura. England
C.G.W. si Lofsted R. [12] exclud sterilizarea gazoasa, datoritd efectului toxic al
rezidurilor sterilizdrii gazoase asupra spermatozoizilor si recomanda spalarea si
dezinfectia chimica urmatd de o riguroasa clatire cu apa distilatd si in final uscarea
echipamentului de recoltare.

Numeroase substante sunt prezentate ca avand potential toxic pentru
spermatozoizi: apa, detergentii, ionii de clor, sulfamidele, urina [9]. Lubrifierea
vaginului artificial sau a conului de recoltare se face cu lubrifianti aposi, sterili [15].

Recipientii de recoltare a spermei pot avea diverse forme i compozitii:
cilindri gradati, eprubete gradate din plastic , polipropilena [41], polistiren cristal [33]
sau din sticld [68]. Acestia se utilizeaza direct sau se ataseaza la un vagin artificial sau

con de recoltare.
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Seager, S.W. si Platz C.C.. — 1977 [38] considera periculoasa utilizarea directa
a acestor recipienti, in special a celor din sticla, putdnd cauza leziuni ale penisului.
Utilizarea prezervativelor umane ca ,,recipienti de recoltare” este mai putin riscanta
pentru mascul insd tratarea frecventd a acestora in decursul fabricatiei cu substante
spemicide le face inutilizabile [18]. Inainte de utilizare, se recomandi incilzirea
recipientilor pentru recoltarea spermei [8, 9, 10, 15, 28]. Opiniile referitoare la
temperatura ,,de incalzire” a recipientilor difera. Lofstedt R. — 2001 [28] recomanda
incélzirea recipientilor la nivelul temperaturii corporale. Dumon C. si Fontbonne A. —
1992 [9] subliniaza ,,sensibilitatea” spermatozoizilor de caine la temperaturi de peste
32°C.

Frecventa recoltirilor

Si la caine, abstinenta prelungitd este corelatd cu scaderea calitatii spermei
(reducerea motilitatii si cresterea numarului de spermatozoizi cu anomalii secundare)
[33]. Numarul anomaliilor secundare creste direct proportional cu intervalul dintre
recoltdri [8]. Sperma care ,,imbétraneste” in cdile genitale mascule prezintd alterari
acrozomiale, pierderi totale ale acrozomilor si spermatozoizi decapitati [29].

Douad — trei recoltdri pe saptdmand la un mascul, reprezintd o frecventa
rezonabila. Recoltarea la doua zile interval este citata de literatura de specialitate [8, 35]
ca fiind frecventa maxima acceptatd. Cresterea frecventei de recoltare duce la
reducerea concentratiei spermatozoizilor, cu toate ca volumul ejaculatului si procentul
spermatozoizilor mobili se mentin in limite normale. Recoltarea zilnicd sau chiar de
doua ori pe zi duce, dupa patru recoltdri succesive, la o reducere cu 50% a numarului
initial de spermatozoizi, cu toate cd libidoul se mentine ridicat (68). Schafers S. si
colab. — 1996 [34] semnaleaza posibilitatea reucerii libidoului, a fertilitatii si chiar
aspermie, in cazul recoltarii zilnice pe o perioadd mai mare de cinci saptamani.

La céinii cu astenozoospermie §i teratozoospermie, o marire a frecventei
recoltarilor (chiar la 12 ore interval) duce la ameliorarea mobilitatii spermatozoizilor,
scaderea procentului de spermatozoizi cu anomalii §i cresterea fertilitatii [24]. Doud
recoltari la un interval scurt (63 de minute) au condus la o crestere cu aproximativ 70%
a numarului total de spermatozoizi fatd de un singur ejaculat. Tehnica recoltarii
»succesive” poate fi utilizatd in cazul insdmantarii artificiale cu sperma proaspatd sau a

crioconservarii materialului seminal [11].
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8.2. TEHNICI DE RECOLTARE

In literatura de specialitate [2, 4, 5, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 165, 21, 23, 25, 26, 33,
42, 43, 44] sunt descrise mai multe tehnici de recoltare a spermei la caine: prin excitatie
mecanicd, cu vaginul artificial, cu electroejaculatorul, cu vibratorul electric si prin
stimularea electrica a canalelor deferente. Recoltarea spermei prin excitatie mecanica,
desi reprezintd prima tehnica, aplicata la cdine inca din secolul XVIII, este si la ora
actuala metoda cea mai utilizata pe plan mondial [28, 33]. Celelalte metode de recoltare

sunt alternative tehnice, utilizate cu precadere in anumite situatii.

8.2.1. Recoltarea prin excitatie mecanicad (masturbare, manipulare digitala,

recoltare manuali, excitatie manuala a penisului)

Prima semnalare documentard a inseminarii artificiale la caine si implicit a
recoltarii artificiale a spermei dateaza din 1799 si apartine abatelui Lazzaro Spallanzani,

recunoscut ca initiator al acestei tehnici [45].

Tehnica recoltdrii materialului seminal prin excitatie mecanica:

Initial, asupra bulbilor erectili ai penisului (zond importantd in conducerea
influxurilor nervoase centripete, [4, 9, 37], prin traversul furoului, se executd miscari
ferme de comprimare si masaj liniar cranio-caudal. Fayrer-Hosken R. — 1996 [15]
recomanda o crestere gradatd a intensitatii presiunii exercitate asupra acestei zone.
Consecutiv debutului erectiei furoul va fi impins inapoia bulbilor erectili. Concomitent,
cainele executd miscari caracteristice montei, iar daca recoltarea se face in prezenta
femelei va incerca sa realizeze saltul [9, 33]. In acest stadiu este eliminati in jeturi
prima fractiune a ejaculatului [21, 33]. Majoritatea autorilor [5, 12, 28, 33] recomanda
exercitarea unei presiuni foarte ferme in jurul regiunii posterioare a bulbilor penieni
pana la terminarea ejacularii. Aceastd procedura mimeaza mecanismele fiziologice din
timpul captarii vaginale a penisului [15, 33] si totodatd permite perceperea pulsatiilor
uretrei si diferentierea momentului eliminarii fractiunilor ejaculatului. In aceastd faza

pot fi obsevate, de asemenea, contractii ritmice ale anusului.
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Dupa incetarea miscdrilor copulatorii este eliminatd a doua fractiune a
ejaculatului si dupa o pauza de cateva secunde, a treia fractiune.

Unii autori [8, 15] recomanda ca atunci cand masculul ridica unul din membrele

posterioare, penisul sa fie rotit cu 180° in plan orizontal si redirectionat caudal si, de

asemenea, masajul regiunii perineale. Alti autori [5, 9] considera inutil acest protocol.

Avantajele metodei

a Recoltarea materialului seminal prin excitatie mecanica este o
metoda eficace, rapida si economica.
a Posibilitatea separdrii fractiunilor ejaculatului constituie un
avantaj major, in special pentru insamantarea artificiala [5, 9, 12, 15, 28, 33].
Dezavantajele metodei
o Tehnica ,,se indeparteaza de conditiile naturale”, dar aceiasi
autori [5, 42] sustin ca masculul se adapteaza foarte usor la
aceasta tehnica, ca si la alternarea montei cu recoltarea manuala a
spermei.
o Sangerari usoare datorate fragilitatii crescute a vaselor peniene
superficiale. In general, acestea nu afecteazi calitatea
materialului seminal prelevat [18, 27].
o Unii operatori considerd tehnica ,,dezagreabild”, motiv pentru

care prefera utilizarea vaginului artificial [12, 28].

Ideeca dominanta, in uncle medii ale crescatorilor de caini, conform careia
»tehnica recoltdrii spermei prin excitatie mecanica prejudiciazd activitatea sexuald
viitoare a masculului” a fost infirmata inca din 1957 de studiile lui Letard, Szumowski
si Théet care au demonstrat cd masculii care au cunoscut exclusiv recoltarea artificiala

prin aceasta tehnica, ulterior au fost capabili sa realizeze monta [32].
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8.2.2. Recoltarea cu vaginul artificial

Primul vagin artificial, realizat de fiziologul italian Amantea In 1914, a suferit
ulterior modificari si adaptari pentru specia canina, Hancock si Rowlands in 1949 cit.
de Christiansen 1.J. — 1984 [8] si Harrop A.E. in 1954 [22], descriind tipuri diferite. Cel
mai cunoscut, raspandit si utilizat model este vaginul artificial descris de Harrop A.E.
[8, 22].

Tehnica recoltdrii materialului seminal cu vaginul artificial
Dupa initierea erectiei (fie natural, In prezenta unei femele in estru, fie prin
masajul manual al bulbilor erectili prin traversul furoului) preputul este impins caudal
de bulbii erectili iar penisul este introdus in vaginul artificial pregatit in prealabil. Inelul
posterior de blocaj este plasat caudal de bulbii erectili ai penisului [5]. England C.G.W.
si Lofstedt R. — 2000 [12] recomanda, dupa aplicarea vaginului artificial, realizarea si

mentinerea unei presiuni ferme 1n jurul zonei posterioare bulbilor erectili.

Avantajele metodei

a  Vaginul artificial oferd masculului conditii (temperatura, presiune,
lubrifiere) foarte asemdnatoare cu cele prezente in caile genitale ale femelei din timpul
montei.

Dezavantajele metodei

O  Majoritatea vaginelor artificiale sunt confectionate din latex iar
capacitatea spermicida a celor mai multe latexuri este bine cunoscuta [7, 12].

o  Dimorfismul accentuat prezent la specia canind §i capacitatea
redusa de ,,adaptare” a dimensiunilor vaginului artificial, impun dotarea cu cu un numar
mare de vagine artificiale de dimensiuni diferite [5, 9, 33].

0  Recoltarea separata a fractiunilor ejaculatului nu este posibila [5, 9,
33].

o  Sterilizarea vaginului artificial este dificila. Reziduurile restante, in
urma sterilizarii in gaz sau a utilizarii agentilor chimici lichizi, sunt toxice pentru

spermatozoizi [12].
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o  Scurgerea lentd a spermei pe peretele vaginului artificial poate

cauza deprecierea spermei, datoritd temperaturii ridicate a apei introduse in vagin [9,
33].

Dezavantajele metodei sunt numeroase §i constituie o motivatie pertinenta

pentru restrangerea ariei de utilizare a metodei [9] sau chiar pentru abandonarea ei [33].

Vaginul artificial este considerat la ora actuala ca ,,neesential” pentru recoltarea spermei

la caine [12, 28].

8.2.3. Recoltarea prin stimularea electricd a nervului hipogastric cu

electroejaculatorul

Aplicatd pentru prima datd de Christensen si Dougherty in 1955 (cit. de
Christiansen 1.J. —1984 [8] si de Regis T. -1999 [33]) si experimentata ulterior si de alti
autori [29,30, 31], tehnica este recomandata doar pentru cazuri speciale.

Tehnica recoltarii materialului seminal

In rectul masculului supus in prealabil unei clisme evacuatorii se introduce unul
din electrozii electroejaculatorului iar cel de al doilea electrod se aplica in regiunea
dorsala lombara corespunzitoare vertebrelor Lz - L4 Parametrii curentului electric
utilizat sunt: 60 Hz, 30 V si 140 mA. Stimularea electrica se realizeaza in cicluri de cate
zece secunde urmate de cate o pauza de zece secunde. Dupa trei cicluri se obtine

,raspunsul” nervului hipogastric, responsabil de ejaculare [5].

Avantajele metodei

o  Tehnica poate reprezenta prima optiune pentru recoltarea de
material seminal de la masculii foarte agresivi si o alternativd in cazul masculilor
incapabili de ejaculare prin montd sau prin excitatia mecanica a penisului.

Dezavantajele metodei [8].

o  Recoltarea este acompaniata de durere, ceea ce necesitd anestezia
generala a animalului.

o  Ejaculatul contine un numar redus de spermatozoizi.

0  Riscul contaminarii ejaculatului cu urind presupune golirea

prealabila, prin cateterizare, a vezicii urinare.
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8.2.3. Recoltarea prin stimularea electrica directa a canalelor deferente

Tehnica a fost realizata experimental pe cdine in 1994 de Kihara K. si colab.
[25] in scopul aplicarii la om.

Pentru caine parametrii stimularii electrice au fost: 2 msec, 10 Hz si 8 V. S-a
obtinut emisie seminald prin cdile ejaculatoare atat la masculii cu nervii hipogastrici

intacti cat si la cei cu sectiunea bilaterald a nervilor hipogastrici.

8.2.4. Recoltarea cu vibratorul electric

Schefels — 1969 cit. de Christiansen I.J. — 1984 [8] a obtinut ejacularea la caini
utilizand un vibrator electric la care a atasat un recipient pentru colectare. Prin plasarea
cupei vibratorului pe glandul penisului, s-a indus ejacularea la 65 % din mascului in
cinci secunde pana la sapte minute. Volumul ejaculatelor a fost de 1,5 — 28,0 ml, cu o

concentratie in spermatozoizi de 60.000 — 400.000 / mm?,
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CAP.9. EXAMENUL MATERIALULUI SEMINAL
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EXAMENUL SPERMEI

Examinarea spermei permite evaluarea potentialului de fertilitate al masculului,
identificarea cauzelor infertilitafii si aprecierea calitatii materialului seminal [24, 112,
121, 123]. Posibilitatea examinarii directe a celulelor sexuale masculine — facilitate care
nu este accesibila pentru celulele sexuale feminine — ofera informatii pretioase despre
functia testiculara si despre integritatea segmentelor aparatului genital mascul [1].

Parametrii spermei variaza de la un individ la altul, fiind influentati de numerosi
factori exogeni (alimentatia, regimul de utilizare la reproductie, confortul, stresul etc.)
sau endogeni (genetici, neuroendocrini etc.). Calitatea spermei poate fi modificata atét
datorita influentelor factorilor amintiti asupra activitatii de spermatogeneza a
testiculelor, cat si datorita tulburarii glandei prostate [52].

La caine, evaluarea spermei se face pentru mai multe categorii de material
seminal: sperma proaspata, sperma refrigerata \ 1incalzitd si sperma congelatd \
decongelatd. Deoarece tehnologia de congelare a spermei impune, in prealabil,
examinarea, dupa Iincdlzirea, respectiv decongelarea spermei, se evalueaza doar
parametrii relevanti pentru a indica mentinerea mobilitatii si a capacitatii fecundante a
spermatozoizilor.

In mod uzual, se utilizeazi termenul de ,,spermogrami” pentru a desemna
ansamblul de analize la care este supus un ejaculat [27]. Agostini A. — 2001 [1]
structureaza analizele spermei in trei tipuri: analize descriptive (spermograma), analize
(teste) functionale (ex: testul hipoosmotic, testul penetrarii mucusului cervical) si
analize imunologice.

Examenul spermei include doua etape successive: examenul macroscopic, prin
care sunt apreciate volumul ejaculatului, culoarea, mirosul si pH-ul spermei si
examenul microscopic prin care sunt determinate concentratia spermei, mobilitatea,

viabilitatea si morfologia spermatozoizilor [9].

232



Igna Violeta

9.1. EXAMENUL MACROSCOPIC

Examinarea spermei de cdine necesitd o recoltare separati a fractiunilor
spermei, deoarece se supune analizei doar fractiunea a doua (spermaticd) [27] sau
primele doud fractiuni Impreuna (prespermatica si spermaticd), [48, 51, 52, 94, 99,
113].

Prin examen macroscopic sunt apreciati, imediat dupa recoltare, urmatorii

parametri: volumul ejaculatului, culoarea, mirosul si pH-ul spermei

Volumul

Aprecierea volumului ejaculatului se face imediat dupa recoltare, prin citire
directd in tuburile de recoltare gradate [12]. In functie de situatie si de scopul urmarit,
se poate aprecia volumul fiecarei fractuini si / sau volumul total al ejaculatului. Atat
volumul total cat si cel partial (al unei fractiuni) pot varia intre limite destul de largi (1
ml — 60 ml) — tabelul 9.1.1. Factorii implicati in aceste variatii sunt: rasa, individul,
greutatea corporald, varsta, starea de intrefinere, metoda de recoltare, frecventa

ejacularilor, etc. [44].

Tabelul 9.1.1.

Volumul spermei de ciine

Bartlett D.J. si Dubiel Fontbonne | 1. England

A.-1972 A.si C.GW. i

Recoltare
cCu  vagin
artificial

Recoltare
manuala

Dumon C. -
1992

Lofstedt R. -
2000

2. Lofstedt
R. - 2001

Prespermatica

0,9+0,0

0,1-3,0

0,2-20

0,1-3,0

Spermatica

26+0,1

055-4,0

0,5-5,0

0,1-6,0

Postspermatica

9,2+0,3

1-30

3,0-30

1-50

Ejaculat total

12,7

1,6 -37

4,0-35

1-60
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Culoarea

Culoarea este evaluata subiectiv, prin examinarea probei de sperma in fata unei
surse de lumina [112]. Aspectul normal al fractiunii spermatice este un fluid gri spre
alb sau opalescent spre alb laptos [82]. Culoarea este in corelatie directda cu continutul
spermei in spermatozoizi, leucocite si alte celule [20]. In absenta spermatozoizilor
(azoospermie) aspectul fractiunii spermatice este apos, clar (incolor), uneori usor
galbui, iar prezenfa unui numar foarte mare de spermatozoizi confera un aspect alb-
laptos, opac [20, 27].

Culoarea galben-verzui este corelatd cu prezenta puroiului sau a urinei in
sperma — elemente nocive pentru spermatozoizi [20, 27, 44, 100]. Sperma de culoare
roz pdna la rosu indica prezenta sangelui aparut ca urmare a unui traumatism in timpul
recoltdrii sau a prezentei unui proces patologic: prostatitd, balanopostitd (culoare
cafenie), [20], neoplazie [100]. Prezenta sangelui in sperma la caine nu pare a influenta
capacitatea fecundantd a spermatozoizilor [80], desi, in condifii experimentale, o
incubatie prelungitd a spermei cu sange periferic determind o reducere a mobilitatii
spermatozoizilor [28]. Culoarea bruna a spermei este determinata de prezenta

elementelor sangvine degenerate [44] sau denota prostatite sau infectii [33].

Mirosul
Sperma proaspat recoltatd este inodord [27]. Prezenta unor elemente strdine

(puroi, urind) poate conferi spermei mirosul specific al acestora.

pH —ul

Masurarea (determinarea) pH-ului se face cu hartie indicatoare speciala pentru
pH sau cu un pH-metru electronic. Fractiunea spermatica, imediat dupa recoltare, are un
pH mediu de 6,27 + 0,3 [29]. Mialot — 1984 [87] prezinta valorile pH-ului pentru
fiecare fractiune a spermei: 6,2 — 6,5 - fractiunea prespermatica, 6,3 — 6,6 - fractiunea
spermatica, 6,5 — 7,0 - fractiunea postspermatica — prostatica si valoarea de 6,4 — 6,7
pentru ejaculatul integral.

Modificarile de pH influenteaza negativ viabilitate §i  mobilitatea

spermatozoizilor [44, 100].

234



Igna Violeta

9.2. EXAMENUL MICROSCOPIC

Este un examen obligatoriu, menit sa completeze datele obtinute prin examenul
macroscopic, in vederea aprecierii corecte a calitatii spermei si prin aceasta, valoarea
reproducatorului examinat.

Examenul microscopic surprinde prezenta si numarul spermatozoizilor pe
unitatea de volum (concentratia), mobilitatea, viabilitatea si  morfologia
spermatozoizilor.

Pentru ca rezultatele sd fie cat mai exacte si pentru a nu se comite erori de
interpretare, se recomanda ca toatd sticlaria folosita sa fie in prealabil degresata, uscata
si incalzita, pentru a avea in momentul folosirii 35 — 37 °C si in acest fel se va reduce
posibilitatea producerii unui soc termic al spermatozoizilor din ejaculatul recoltat [3].

Sperma trebuie analizatd cat mai repede posibil dupad recoltare deoarece
modificarile de temperaturd, expunerea la lumina sau actiunea substantelor chimice, a

lubrifiantilor pot afecta mobilitatea spermatozoizilor si fertilitatea.

Concentratia si numarul total de spermatozoizi

Concentratia spermei reprezintd numdrul de spermatozoizi pe unitatea de volum
(ml sau mm®) de spermi [44]. Concentratia spermei este un indicator important al
calitafii spermei si reprezintd punctul de pornire, in cadrul tehnologiilor de conservare,
pentru stabilirea gradului de dilutie a spermei.

Determinarea numarului de spermatozoizi se poate face cu hemocitometrul [20,
27, 44, 94, 112], spectofotometrul [20, 27, 94] sau sisteme computerizate de analiza a
spermei [20, 45].

Pentru a obtine numarul de spermatozoizi pe ejaculat se inmulteste valoarea
concentratiei cu volumul ejaculatului. Numarul de spermatozoizi pe ejaculat variaza cu
varsta, rasa, talia animalului, managementul de reproducere, sezonul si factori legati de
recoltarea spermei [112]. Variatia semnificativd a numarului total de spermatozoizi la
acelasi individ impune determinarea concentratiei si a numarului total de spermatozoizi

pentru fiecare ejaculat [86, 94].
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S-a observat o corelatie pozitiva semnificativa intre talia cdinelui i numarul de

spermatozoizi pe ejaculat [49, 94] si o corelatie negativa intre varsta si numarul de

spermatozoizi [49]. Datele prezentate in literatura de specialitate [8, 15, 16, 20, 22, 27,

30, 67, 68, 82, 112, 119] referitoare la concentratia spermatozoizilor sau la numarul

total de spermatozoizi pe ejaculat releva un interval foarte larg de valori — tabelul 9.2.1

si tabelul 9.2.2

Tabelul 9.2.1.

Concentratia de spermatozoizi in ejaculatul de caine

Autorul

Spermatozoizi / unitatea de volum

Derivaux J. — 1971

1-2x10%/ml

Mialot P. — 1984

50 — 600 x 106/ ml

Cernescu H. si colab. — 1991

9 x 108/ ml

Fontbonne A. si Dumon C. — 1992

400 x 10°/ ml

Voicescu S. si colab — 1998

20 — 540 milioane / ml

Bartoiu A. si colab. - 2000

56 — 550 x 106 / ml

Tabelul 9.2.2

Numairul total de spermatozoizi in ejaculatul de ciine

Autorul

Spermatozoizi / ejaculat

Chatterjee S.N. si colab. — 1976

500 x 10° - 5.940 x 10°

Stockner K.P. — 1991

365 x 10°

Johnston S.A. — 1991

300 x 10° - 2 bilioane

England C.G.W., Lofstedt R. — 2000

60 x 10° - 600 x 10°
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In aceste conditii si avand in vedere factorii numerosi care influenteaza direct
concentratia si numarul total de spermatozoizi, este dificil, aproape imposibil, de
precizat ,,valorile normale” ale celor doi parametri la specia canina. Totusi Fayrer-
Hosken R. — 1996 [33] precizeazd ca numarul ,,normal” de spermatozoizi intr-un
ejaculat este considerat a fi ,, mai mare de 500 x 10° spermatozoizi”. Schubert C.L. si
Seager S.W.J. — 1991 [105] considera ,,normal” valori ,,mai mari sau egale cu 300 x
105 spermatozoizi.

Determinarea concentratiei si a numarului total de spermatozoizi permite
diluarea si fractionarea ejaculatului la concentratia doritd, in functie de tipul de
conservare a spermei (proaspata, refrigeratd, congelatd), de tipul de inseminare
(intravaginal, intrauterin) si de scopul urmarit.

Root-Kustritz R. — 2001 [103] considera ca o doza totala de 150 — 200 de
milioane de spermatozoizi sunt suficienti pentru a obtine gestatia la catea. Fayrer-
Hosken R. — 1996 [33] precizeazd un minim necesar de 400 x 10° spermatozoizi
normali si mobili in cazul insdmantirii cu spermi proaspitd si de peste 400 x 108
spermatozoizi in cazul insamantirii cu spermi congelati si 200 x 10° / 0,1 ml in cazul
depunerii spermei in varful cornului uterin.

Azoospermia — absenta spermatozoizilor in ejaculat [27, 44, 72, 76, 102] a fost
observata la caine. O falsa azoospermie a fost remarcatd la cazurile cu ejaculari
incomplete (este eliminatd doar prima fractiune). Dozarea fosfatazei alcaline (enzima cu
activitate crescutd 1n epididim, cu un maxim in portiunea caudala a acestuia) din fluidul
seminal este o metodd utild pentru diagnosticul diferential intre azoospermie si
pseudoazoospermie [66, 70, 102]. Fluidul seminal provenind de la un ejaculat complet
al unui caine sanatos contine 500 U / | fosfataza alcalina [102].
fenomenului si a viitorului activitatii de reproducere a masculului. Root — Kustritz R. —
1999 [103] clasifica principalele cauze ale azoospermiei in pre-testiculare (nanism
hipofizar; astrocitom malign hipofizar [95]; exces de steroizi in special la cainii cu
hiperadrenocorticism sau la cei tratati o lungd perioadd de timp cu doze mari de
glucocorticoizi, agenti anti-neoplazici sau alte medicamente care afecteaza
spermatogeneza; hipotiroidism; hernie inghinala sau scrotala; febra; hipoplazia prostatei
[72, 118]), testiculare (indivizi intersex; criptorhidie bilaterala; hipoplazie testiculara

[2, 84]; leziuni ale parenchimului testicular aparute in urma traumatismelor, iradierii,
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agresiunii termice, inflamatiilor, tumorilor si / sau bolilor autoimune [95]) si post-
testiculare (obstructii ale cailor de transport a spermei).

Oligozoospermia defineste un numar scazut de spermatozoizi in ejaculat [102].
Gluhovschi N. — 1978 [44] considera ca in caz de oligozoospermie sansele de fertilitate
scad semnificativ iar animalul trebuie considerat infertil. Root-Kustritz R. — 1999 [102]
afirmd ca oligozoospermia la cdine nu este intotdeauna asociata cu infertilitate.
Scaderea numarului de spermatozoizi in ejaculat poate fi rezultatul unor deficiente in
organizarea recoltarii (metoda de recoltare, frecventa recoltdrilor) sau a evolutiei unor

procese patologice (orhite, epididimite, hipertiroidism, etc.), [31].

Mobilitatea

Mobilitate spermatozoizilor in plasma seminala este o caracteristicd esentiald a
spermatozoizilor, care desi nu condifioneaza puterea lor fecundanta, reprezinta atributul
indispensabil al viabilitatii acestora [44].

Mobilitatea este evaluatd subiectiv, prin examen microscopic, imediat dupa
recoltare, la o temperatura de 37° C (se utilizeaza placute incalzitoare sau lame incalzite
la termostat).

Examenul se realizeaza in doi timpi:

O aprecierea miscdrii in masd a spermatozoizilor;
O aprecierea miscarii individuale.

Mobilitatea in masa

Pentru aprecierea ,,miscarii in masa” o picatura de sperma nediluata se depune
pe o lama si se examineazad la microscop cu un obiectiv cu capacitate redusa de marire
(10x) — examenul 1n picatura suspendata [27, 33, 44]. Se apreciaza procentual numarul
de spermatozoizi mobili [33] sau se utilizeaza un sistem de apreciere cu note de la 0 la 5
[20] si totodata se apreciaza si intensitatea miscarilor de reunire si de dispersie a
spermatozoizilor, utilizind unul din sistemele de notare existente in literatura de
specialitate — exemplu.: sistemul Milovanov cu note de la 0 la 5 [27, 33].

La caine datoritd numarului mai mic de spermatozoizi, rareori pot fi observate
,valurile”, intalnite frecvent la alte specii (taur, tap). Astfel, se noteaza frecvent cu ,,5”

0 spermd care nu prezintd valuri evidente dar miscdrile spermatozoizilor sunt foarte

rapide [33].
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Mobilitatea individuala

Se examineaza sperma, intre lama si lamela, cu un obiectiv cu capacitate mare
inaintare, traiectoria liniara si viteza de inaintare — velocitatea [27, 33, 45]. Sperma cu o
concentratie mare se dilueaza in proportie de 1 : 10 [44, 100] sau 1 : 1 [11, 94]. Dilutia
se poate face cu solutie cloruro-sodica izotona [11, 27, 100], cu o solutie tampon de
fosfat salin [46] sau cu o solutie cloruro-sodica izotona la care se adauga 2,7% citrat de
sodiu [112]. Solutiile de dilutie trebuie incalzite 1a 37° C [27, 94, 100, 112].

Spermatozoizii se deplaseaza cu miscari ondulatorii ale cozii asociate cu rotatii
in jurul axului lor longitudinal, rezultdnd o miscare de Tnaintare rectilinie si o viteza de
40um / secunda [12], caracteristici considerate ,,normale” la aceastd specie [30, 44, 45,
82]. Examenul de rutind al mobilitatii constd in aprecierea subiectiva, prin examen
microscopic, a procentului de spermatozoizi cu miscari de Inaintare rectilinie. Giinzel-
Apel A.R. — 1993 [45] apreciaza ca procentul spermatozoizilor cu miscari de inaintare
este cel mai important parametru pentru evaluarea pretabilitatii spermei pentru
conservare.

Valoarea normald a procentului de spermatozoizi cu migcari de inaintare
prezentata in literatura de specialitate [20, 27, 30, 82, 87, 94] reflecta variatiile largi ale
acestui parametru. Olson Patricia — 1989 [94] considera normal un procent de 70 — 75
spermatozoizi cu miscari de inaintare. Dumon C. si Fontbonne A. — 1992 [27] afirma ca
mobilitatea normald trebuie sa fie de peste 70%, iar England C.G.W. si Lofsted R. —
2000 [30] si Lofsted R. — 2001 [82] admit, ca normal, un procent de 60 — 90
spermatozoizi cu miscari de inaintare. Fayrer-Hosken R. — 1996 [33] propune notarea,
notele 2,5 si 5.

Factori diversi (afectiuni ale aparatului genital, echipamentul de recoltare,
substantele utilizate pentru sterilizarea echipamentului de recoltare, lubrifiantii folositi,
temperatura echipamentului de recoltare ca si a suprafetei de examinare a spermei, etc.)
pot afecta mobilitatea spermei [94]. Méarimea picaturii de sperma depusa pe lama pentru
examinare poate influenta rezultatul examindrii - o picaturd prea micd limiteaza
miscarile spermatozoizilor. Se considera ideala examinarea a doud picaturi calibrate: 10

wul sub o lamela de 22 x 22 mm. si 20 u/ sub o lamela de 22 x 32 mm. [34, 35].
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Precizia rezultatului examindrii mobilitatii spermatozoizilor prin estimare
vizuald este relativdi. In medicina umana se citeazd variatii de + 20 — 30 %
spermatozoizi mobili intre mai multi examinatori [34, 35].

Adaptarea unor tehnici automatizate de apreciere a mobilitatii, In scopul
cresterii acuratetii rezultatelor, a vitezei de interpretare si a sporirii numarului de
parametri investigati (velocitatea, liniaritatea deplasarii) constitiuie obiectivul a
numeroase studii recente [45, 56, 57, 58, 101, 110, 115]. Analiza computerizata a
velocitatii si a liniaritatii traiectoriei spermatozoizilor aduce informatii suplimentare
referitoare la dinamica miscarii spermatozoizilor si lasa sa se intrevada posibilitatea
introducerii printre modalitatile de examinare a unor parametri noi [45].

Astenozoospermia defineste o mobilitate foarte scazutd a spermatozoizilor [27,
215]. Root - Kustritz R. — 1999 [103] apreciaza cd astenozoospermia reprezinta o

scadere a mobilitatii progresive a spermatozoizilor sub 70%.

Viabilitatea

Studiul viabilitatii spermatozoizilor se face prin utilizarea unei coloratii vitale
{eozina-nigrozina — [12, 20, 27, 100]; albastru tripan-Giemsa; albastru tripan — roz
Bengal — [223]} urmatd de examinare microscopica simpla sau speciala - microscop cu
lumind polarizata, microscop cu contrast de faza sau microscop cu lumina fluorescenta
[288].

Coloratia cu eozina-nigrozina se bazeaza pe colorarea selectivd cu eozina a
spermatozoizilor morti si o coloratie de fond datd de nigrozind destinatd a delimita
conturul celular [12]. Rezultatele inconstante (chiar la acelasi ejaculat) obtinute cu
aceastd coloratie [100] explica, probabil, renuntarea la aceastd metodd de catre
majoritatea centrelor de analiza a spermei [27, 89]. Procentul spermatozoizilor ,,morti”
(coloratia cu eozina) variaza intre 15 in fractiunea spermaticd, pana la 20 in ejaculat
[20]. Mentinerea spemei la o temperatura de 37° C, timp de peste doua ore, creste acest
procent [20].

In prezent au aparut numeroase tehnici de colorare fluorescentd care permit o
identificarea spermatozoizilor vii / morti cu o acurate crescuta. Diferiti fluorocromi pot

fi folositi pentru evaluarea viabilitatii spermatozoizilor.
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Garner, D.L. si Johnson, L.A. - 1995 [43] au evaluat proportia de spermatozoizi
vii de la sase mamifere folosind metoda dubla de colorare cu SYBR-14 si iodura de
propidiu (PI). SYBR-14, colorantul fluorescent al acidului nucleic se absoarbe la
488nm si emite la 518 nm atunci cand se leagd de ADN. La examenul microscopic s-a
constatat ca fluorocromul SYBR-14 a colorat nucleii spermatozoizilor vii in verde iar
fluorocromul PI a colorat numai spermatozoizii morti, imobili care si-au pierdut
integritatea membranei. Folosind cele douda metode de colorare, proportia de
spermatozoizi morti si vii a fost usor identificata.

S-au realizat experimente pentru determinarea §i estimarea viabilitatii
spermatozoizilor congelati utilizand metoda de colorare SYBR-14-PI si flow citometria.
Rezultatele au fost comparate cu cele obtinute la colorarea probelor cu eozina-nigrozina
si s-a observat cd prin utilizarea metodei SYBR-14-PI se poate face o diferentiere
exactd a spermatozoizilor prin identificarea a trei populatii (vii, morti sau muribunzi) pe
cand metoda clasicd cu eozina/nigrozina nu diferentiaza decét spermatozoizii vii de cei
morti [43].

Carboxy-SNARF-1 este un indicator de pH intracelular care coloreaza
spermatozoizii vii in oranj [97].

Prin utilizarea colorantului Hoechst 33256 se coloreaza doar spermatozoizii
morti, cei vii apar necolorati [50].

Studii recente [42, 96, 98] propun ,,flux-citometria” (flow cytomety), ca metoda
precisd de apreciere a viabilitatii spermatozoizilor.

Fayrer-Hosken R. — 1996 [33] propune stabilirea procentului de viabilitate prin
examinare microscopicd cu un obiectiv de 40 x si determinarea numadrului de
spermatozoizi mobili din 10 celule spermatice. Repetarea acestei proceduri permite
calcularea unei valori medii.

Gluhovschi N. — 1978 [44] considera ca mobilitatea spermatozoizilor si
intensitatea miscarilor, constituie un indiciu important al viabilitatii si implicit al
calitagii spermei. Strom Holst B. — 1999 [113] considera insd ca mobilitatea
spermatozoizilor nu poate fi utilizata ca indicator al spermatozoizilor vii sau morti, dar
poate oferi informatii asupra fertilitatii spermei. S-a demonstrat, ca atit in sperma
proaspata cat si In sperma conservata prin congelare [62] se gasesc spermatozoizi vii,
imobili care sunt capabili sa-si redobandeasca mobilitatea dupa o stimulare adecvata —

de exemplu cu cafeina [73, 77].
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Morfologia

Morfologia spermatozoizilor se apreciaza prin examinare microscopica, cu sau
fara colorare prealabild [94], imediat dupa recoltare [44]. In literatura de specialitate
[15, 44, 74, 91, 94] sunt prezentate numeroase coloratii (albastru de metilen, violet de
gentiand, fucsind, tus de China, opal blau, eozina-nigrozina, albastru tripan-Giemsa,
albastru tripan — roz Bengal, Giemsa-Wright, Spermac) pentru studiu morfologic. Sunt
preferate coloratiile care permit si evidentierea acrosomului — Spermac, albastru tripan-
Giemsa, etc., [91, 92, 109, 114].

Intr-un ejaculat, pe langd spermatozoizii cu aspect normal se pot observa si
spermatozoizi cu anomalii morfologice. La ciine au fost propuse diferite clasificari
morfologice ale spermatozoizilor [20, 21, 93, 106] — tabelul 9.2.3., tabelul 9.2.4. si
figura 9.2.1. Majoritatea autorilor [20, 21, 33, 44, 93] disting doua tipuri de anomalii:

primare (majore) si secundare (minore).

Tabelul 9.2.3
Principalele anomalii primare si secundare

(dupa Christiansen 1.J. — 1984 [20])

Anomalii

Localizare

Primare

Secundare

Cap

Macrocefalic

Cap liber

Microcefalic

Cap indoit (curbat, aplicat)

Cap dublu

Cap detasat

Cap ingustat

Acrozom marit

Cap crestat

Cap opac (intunecat)

Acrozom detasat

Gat

(Gat ingrosat

Dezintegrarea regiunii gatului

Insertie excentrica

Picaturi citoplasmatice

Piesa
intermediara

Ingrosari neregulate

Indoita

Subtieri neregulate

Inconjuratd de material strain

Rasucita

Picaturi citoplasmatice proximal

Innodata (bucli)

Picaturi citoplasmatice median

Piesda intermediara dubla

Picaturi citoplasmatice distal
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Subtire

Rasucita

Cu bucla

Dubla

Franta (indoitd)

Falduri

Tripla

Detasata

Picaturi citoplasmatice
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Tabelul 9.2.4.

Clasificarea morfologica a spermatozoizilor de cdine
dupa Oettle E. — 1993 [93]

1. Morfologie normala
2. Anomalii ale acrozomului

Majore: ascutit, chisti, distributie anormala
Minore: reactia acrozomului, marit, leziuni severe, absenta

3. Anomalii ale capului
Majore: macrocefalic, microcefalic, piriform, defecte ale diademei,
vacuole nucleare, crestati, cap dublu, pleiomorfism sever, forme
bizare
Minore: cap ingustat, defecte ale bazei capului, cap detasat, decondensareca
nucleului

4. Defecte ale piesei intermediare
Majore: mentinerea picaturii citoplasmatice, ruptura piesei intermediare,
pseudopicatura citoplasmatica, indoire
Minore: picaturi distale

5. Defecte ale cozii
Majore: defectul Dag, coada dubla
Minore: indoire, spiralare, bucle terminale

6. Aglutinare
cap la cap, cap la coada, coada la coada, atagare de alte celule

Anomaliile primare se produc In timpul spermatogenezei iar anomaliile
secundare, in timpul tranzitului prin epididim i in momentul ejacularii [20, 44].
Alterari structurale ale spermatozoizilor se pot produce si pe parcursul recoltarii
spermei si in timpul prelucrarii pentru examinare [94, 102]. Intr-un ejaculat ,,normal” se
observa peste 80% spermatozoizi cu morfologie normala [33, 66, 102] iar dupa alti
autori [30, 68, 82] intre 70 si 90%.

Ejaculatele continand 20 — 40% spermatozoizi cu anomalii primare, sunt
primare sunt asociate cu infertilitatea [33].

Rezultatele studiilor lui Oettle si Soley — 1988 [92] si Oettle E. — 1993 [93]
indica o scadere a fertilitatii odatd cu reducerea procentului de spermatozoizi cu

morfologie normala sub 60.
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Fig. 9.2.1. Morfologia spermatozoizilor de caine - dupa Schmidt S.— 1983 [104]
l. — spermatozoizi normali

Il. — spermatozoizi cu anomalii
a — macrocefali, b — microcefali, ¢ — cu cap dublu, d — cu cap punctiform, e — cu insertie excentrica, f —
cu piesd intermediara dubld, g — cu coada dubla, h — cu cap detasat, i — cu fisuri ale acrozomului, j — cu
acrozom detasat, k — cu picaturd citoplasmatica localizatd median, 1 — cu picaturd citoplasmatica
localizata distal, m — cu coada Indoita, n — cu coada spiralata sau in bucla.

Teratozoospermia este definita ca ,,0 scadere a procentului de spermatozoizi cu
morfologie normald” sau ca ,,exces de forme teratologice” [103]. Linde-Forsberg C. si
colab. — 1989 [79] afirma ca un procent ridicat de anomalii morfologice poate fi partial
compensat de un numar foarte mare de spermatozoizi. Spermatozoizii care prezintd
persistenta unei picaturi protoplasmatice (citoplasmatice) la nivelul gatului, a piesei
intermediare sau a cozii, au fost considerati imaturi [44]. Prezenta picaturii
protoplasmatice reprezinta o nefinalizare a procesului de spermatelioza [14]. Un numar
mare de spermatozoizi imaturi in ejaculat indica, fie o utilizare excesivd a masculului
pentru montad sau insdmantare [14], fie un proces de regenerare activd In urma unei
infectii sau leziuni a epiteliului germinal [27, 44].

Studiul morfologic include si examinarea celorlalte celule prezente in ejaculat.
Alaturi de celulele liniei germinale In sperma pot fi observate si alte celule: celule
epiteliale descuamate, celule sangvine — leucocite si eritrocite, spermiofage [44] si
leucofage [55]. Pentru evidentierea acestor celule se recomanda colorarea unei picaturi

de sperma cu Wright-Giemsa sau Diff Quik [33, 94].
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Frecvent se asociaza prezenta leucocitelor in sperma cu prezenta unei infectii
genitale [33, 68] desi nu intotdeauna exista o corelatie intre cele doua [103]. La un
caine sanatos se pot observa aproximativ 2000 de leucocite pe microlitru in prima si in
a doua fractiune a ejaculatului (Meyers —Wallen — 1991 cit. de Root — Kustritz R. —
1999 [103]). Spermiofagele si leucofagele au fost observate in ejaculatele cu
teratospermie [55].

Examinarea fractiunii prostatice (fractiunea a IIl-a) a ejaculatului este utila
pentru depistarea afectiunilor prostatei [54, 85, 94, 108]. in mod normal, fractiunea
prostatici contine foarte putine celule exfoliate sau chiar nici o celuli. In caz de
inflamatie a prostatei, in sperma sunt prezente numeroase neutrofile si citeva
macrofage. Cand se observa si bacterii, neutrofilele prezintd carioliza. Neoplaziile
prostatei sunt asociate, cu prezenta in ejaculat a unor celule cu nucleu mare si cu
nucleoli bine evidentiati. Metaplazia scuamoasa a prostatei ofera imagini asemanatoare
cu cele ale unui frotiu vaginal al unei cétele in estru (celule epiteliale mari, neregulate

cu nuclei picnotici), [94].

Integritatea structurala si functionala a membranelor spermatozoidului
Pand nu demult, integritatea membranei spermatozoizilor de caine a fost
evaluatd prin metode de colorare clasice, cum sunt cele cu eozind/nigrozind sau albastru
tripan dar principalele dezavantaje ale acestor colordari constau in faptul ca
spermatozoizii se coloreaza doar partial ceea ce face ca interpretarea rezultatelor sa fie
mai dificila. In cazul metodei de colorare cu albastru de tripan este necesar un timp mai
indelungat pana la interpretare deoarece numararea celulelor trebuie efectuata dupa cel
putin 3-5 minute de la addugarea colorantului. Nigrozina este mai putin toxica dar
timpul necesar pentru pentru colorare este de aproximativ 10 minute [69].
Cei mai utilizati coloranti pentru aprecierea integritatii membranei spermatice
la céaine sunt:
e Carboxifluorescein-diacetatul (CFDA) in combinatie cu iodura de propidiu (PI);
e Carboxi-seminaphthorhodfluor (Carboxy-SNARF) in combinatie cu PI;
e SYBR-14 in combinatie cu PI;
e Calcein-AM in combinatie cu homodimerul de ethidiu (calcein-AM/EthD-1);
e Hoechst 33258.
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CFDA si SYBR-14 sunt niste compusi nefluorescenti care pot penetra
membrana spermatozoizilor §i care sunt convertiti rapid prin intermediul unor esteraze
intracelulare in substante fluorescente care sunt menginute in interiorul celulelor prin
intermediul membranelor intacte [96]. Atunci cand membrana spermatozoizilor este
intactd acestia se coloreaza in verde fluorescent (CFDA, SYBR-14, calcein-AM) iar
cand membrana este afectata spermatozoizii se coloreaza in rosu (PI, EthD-1)

Pena, A.L. si col., -1998 si 2001 [96, 98] au comparat metoda de colorare
CFDA-PI cu cea clasica cu eozind/nigrozina si au constatat ca, carboxi-fluorescein
diacetatul si iodura de propidiu sunt coloranti importanti pentru evidentierea integritatii
membranei spermatozoizilor la mamifere.

Harrison, R.A, Vikers, S.E., - 1990 [47] au evidentiat modul de actiune al
acestor coloranti. Ei au ardtat ca esterazele intracelulare pun in libertate
carboxifluoresceina  impermeabila libera de la nivelul diacetatului de
caroboxifluoresceind permeabild care va colora in verde acrozomul, citoplasma si
mitocondriile. Majoritatea spermatozoizilor au acumulat carboxi-fluoresceina in toate
compartimentele. Iodura de propidiu nu a colorat nici un spermatozoid intact in care a
patruns diacetatul de carboxifluoresceina dar i-a colorat pe cei care au ramas necolorati
(capul s-a colorat in rosu). Aceasta tehnica de colorare ofera date importante despre
procentul de spermatozizi functionali si mai putine date despre mobilitatea si
integritatea acrozomuluiAlte avantaje ale metodei de colorare fluorescenta sunt
posibilitatile de determinare a functiilor spermatice specifice fara interferarea altor
substante, globule de grasime sau materiale care nu se coloreaza. Utilizdnd aceasta
tehnica diferentele care apar intre populatiile de spermatozoizi sunt mult mai evidente.
[97].

Integritatea membranei poate fi evaluatd simultan cu statusul acrozomic
combinand aceste metode de colorare cu metoda fluorescenta FITC-PSA (aglutinina de
Pisum sativum) sau FITC-PNA (aglutinia de arahide) [97].

O alta modalitate de apreciere a integritatii membranelor spermatozoidului este
Testul hipoosmotic. Utilizand o solutie hipotonica se estimeaza capacitatea de transport

a fluidelor prin traversul membranei [100].
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Testul consta in:
e plasarea a 0,1 ml de sperma, din fractiunea spermatica, in 1 ml de solutie
hipoosmotici - 150 mosmol x I*;
e incubatie la 37° C, timp de 30 de minute;
e omogenizare prin rasturnare;
e depunerea intr-o camera pentru numadrarea celulelor (pentru a preveni
fluxul lateral al spermatozoizilor);

e examinare la un microscop cu contrast de faza [29].

In prezenta mediului hipo-osmotic spermatozoizii normali suferd leziuni care se
manifestd prin gonflarea membranei din zona piesei intermediare i / sau a celei din
regiunea cozii — fig. 9.2.2. La spermatozoizii cu defecte de membrand (membrana
permeabild) nu se constatd balondri dupa supunerea lor la socul hipo-osmotic [29].
Rolul esential al membranei spermatozoidului in mecanismele de deshidratare care
intervin in timpul congelarii spermei motiveaza utilitatea acestui test pentru sperma care

urmeaza a fi conservata prin congelare [100].
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Fig. 9.2.2. — Reprezentarea schematica a modificarilor morfologice suferite de
spermatozoizi in timpul testului hipo-osmotic - dupa Jeyendran R.S. si colab. — 1984
[63]

(a - spermatozoid cu leziuni ale membranei anterioare testului; b—g — spermatozoizi
,hormali” care au suferit balondri in timpul testului).
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Studii de microscopie electronicd au demonstrat ca gonflarea spermatozoizilor
normali se caracterizeaza prin balonarea membranei cozii si prin flexarea internad a

filamentelor axiale.

Examenul bacteriologic

Examenul bacteriologic se realizeaza in laboratoare de specialitate. Fractiunile
spermatica §i prostatica se recolteaza separat, in conditii sterile (vagin artificial si
recipient de recoltare steril). Din probele astfel recoltate se Tnsamanteaza culturi pentru
germeni aerobi, germeni anaerobi, micoplasme / ureaplasme si fungi [6, 7, 33, 75, 81,
90]. Culturile vor fi corelate cu rezultatele examenului citologic (prezenta leucocitelor
denota, de regula, o infectie activa) si cu semnele clinice [13].

in spermd, Tn mod normal, se gasesc numeroase bacterii, aproximativ 10.000 /
ml [30, 68, 82, 107, 116]. O crestere numerica accentuata are in mod frecvent ca si
cauza infectiile cu localizare genitala [68]. Sindromul de infertilitate cu etiologie
infectioasa este caracterizat de: scaderea ratei de conceptie, moarte embrionara, avort,
resorbtie embrionara si / sau fetala, fatarea de catei morti, motalitate neonatala, etc.
[229].

Germenii cei mai frecvent izolati din sperma sunt: Pasteurella multocida,
streptococi beta-hemolitici, Escherichia coli, Haemophilus canis, Pseudomonas spp.,
Proteus spp. si altii [10, 78]. Infectiile cu Mycoplasma sau cu Ureaplasma (epifiti ai
tractului uro-genital) generecaza probleme de fertilitate [21, 23, 78] prin procesele
inflamatorii dezvoltate care creeazd un mediu anormal pentru producerea si
supravietuirea spermatozoizilor. Efectele asupra spermatozoizilor includ alterari ale
motilitatii, interferarea metabolismului normal prin care spermatozoidul recunoaste

ovocita, afectarea abilitatii de penetrare a ovulei [21].

Examenul imunologic

Prezenta anticorpilor antispermatici pot altera capacitatea fecundanta a
spermatozoizilor. Ruperea barierei hemato-testiculare (in traumatisme, infectii) permite
contactul spermatozoizilor cu sangele circulant, antrenand sinteza de catre propriul
sistem imun a anticorpilor antispermatici [1, 4, 5, 27, 32, 41, 46]. Anticorpii aderenti la

suprafata spermatozoizilor pot fi detectati prin analize imunologice [1].
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Examenul biochimic
Compozitia spermei de cdine este redata in tabelul 9.2.4. [16, 18, 25, 36, 37, 38,
39, 40, 54, 59, 60, 88, 120].

Tabelul 9.2.4.
Compozitia spermei de caine
dupa Wales R.G. si White 1.G. — 1965 [120]

Constituientul Fractiune Fractiunea Lichid prostatic
prespermatica spermatica
Sodiu mEq/I 145 122 156
Potasiu mEq/I 14,6 12,9 7,0
Magneziu mEq/| 0,62 0,46 0,17
Calciu mEqg/I 0,63 0,37 0,24

Clorid mEg/I 141 125 148
Carbohidrati total mg% 97 341 189
Glucoza mg% 14 9
Fructoza mg% 2 1

Acid lactic mg% 7 5

Acid citric mg% 3 4
Proteine total mg% 1,3 3,7
Uree mg%
Amoniac mg% 9,8

Fosfor total mg%

Acid fosforic insolubil mg% 9,4
Fosfolipide mg% 0,5
Fosfor anorganic mg% 3,9
Acid fosforic solubil mg%
Gliceril-fosforil-colina mg% 5

Concentratia de sodiu este ridicatd in toate fractiunile materialului seminal.
Potasiul, magneziul si calciul se regasesc in concentratii mult mai mici. Aniionul
majoritar este ionul clorid. Dintre carbohidrati (glucoza, fructoza, acid lactic si acid
citric) glucoza se regaseste in concentratia cea mai ridicata.

Cantitatile de enzime din plasma seminald — alanina (12 MU/ml), aspartat
amino-transferaza (71 MU/ml), fosfataza alcalind (9705 MU/ml) si fosfataza acida
(2012 MU/ml) difera foarte mult de concentratiile enzimatice din fractiunea spermatica
- alanina (180 MU/ml), aspartat amino-transferaza (190 MU/ml), fosfataza alcalina (129
MU/ml) si fosfataza acida (26 MU/ml). La caini, intre varsta de 6 si 16 luni se constata o

crestere a activitatii fosfatazei acide intre 7,3 si 70,1 MU/ml si a testosteronului seric
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intre 0,36 si 3,64 ng/ml. Concentratiile fosfatazei acide si a fosfatazei alcaline constituie
un indicator pentru aprecierea modului de functionare a prostatei. La cainii normali
concentratia fosfatazei alcaline din materialul seminal este cuprinsa intre 5000 si 40.000
U/l [208]. Abateri foarte mari de la valorile normale apar la cdinii in a caror sperma s-a
constatat un procent ridicat de spermatozoizi anormali, de spermatozoizi cu leziuni si de
asemenea in cazul unor tulburari grave ale motilitatii spermatozoizilor [45].

La cainii criptorhizi s-a observat o crestere a concentratiilor de fructoza, acid
citric si fosfataza acida si o scadere a concentratiei de acid lactic. Dupa vasectomie s-a
inregistrat o scadere accentuatd a cantitatii de calciu si o crestere semnificativa a
cantitatii de acid lactic.

Examinarea electroforetica [26] a materialului seminal permite separarea
plasmei seminale in trei fractiuni. Doud benzi de separare electroforetica sunt prezente
la caini normali si trei benzi la cdinii cu tulburari de fertilitate. La cainii batrani se

evidentiaza o singurd banda, cu aspect subtire si difuz cu plasare evidenta spre catod

[20].
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9.3. METODE MODERNE DE EXAMINARE A SPERMEI

Pana nu demult, examinarea spermei de caine se facea prin tehnicile
microscopice conventionale. Principalele probleme care apar atunci cand sunt uilizate
aceste metode sunt subiectivitatea ,variabilitatea, examinarea unui numar redus de
spermatozoizi i o capacitate de fertilizare redusa.

Permanent apar tehnici noi de examinare a spermei de cdine care permit o
evaluare detaliatd a mai multor parametri de la nivelul spermei. S-au dezvoltat
numeroase tehnici de colorare fluorescentd pentru evaluarea functiilor specifice ale
spermei, cum ar fi integritatea membranei plasmatice, capacitarea si reactia acrozomica.
Prin combinarea diferitelor metode de colorare fluorescenta se pot examina simultan
cativa parametri spermatici.

In prezent se fac tot mai multe cercetiri pentru a determina capacitatea de
fertilizare a spermei de cdine cu ajutorul noilor tehnici de examinare. Metoda
microscopica conventionald este inlocuita tot mai mult cu flux citometria, cu utilizarea
sistemului de analiza computerizata a spermei, (CASA) si microscopia In fluorescenta.

Tehnicile moderne de analiza a spermei ofera facilitati multiple: permit o
analiza standardizata, cu grad ridicat de acuratete si reproductibilitate, rapiditate si
capacitate de analiza simultand a mai multor parametri.

Flux citometria, sistemele de analizd computerizata CASA si microscopia cu
fluorescenta reprezinta tehnici de varf, utilizate la ora actuala in cercetdrile avansate de

reproducere asistatd la mamifere.

Flux citometria (citometria de flux, “flow citometria”)

Flux citometria este o tehnologie care masoara diferiti parametri ai celulelor sau
particulelor care trec printr-o sursa de lumina intr-un jet fluid [122]. Flux citometria foloseste
in mod uzual particule fluorescente care se ataseazd unor molecule specifice asociate
celulelor si permite masuratori ale diverselor caracteristici fenotipice, biochimice si

moleculare ale celulelor si particulelor in suspensie care trec printr-un curent fluid.
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Aplicatii ale flux citometriei in biologia reproductivi. Flux citometria este
intens utilizata pentru analiza spermei la mamifere, in toxicologia reproductiva (pentru
monitorizarea efectelelor mediului inconjurdator asupra celulelor dar si pentru
determinarea efectului pe care il are expunerea terapeuticd asupra acestora), in
cercetarea stiintificd din domeniul medical veterinar (pentru selectia genetica a puilor
de gdina prin sortarea spermatozoizilor X si Y) si in andrologia clinica (in aprecierea
potentialului de fertilitate la nivel individual) [17].

Deoarce cu ajutorul flux citometriei poate fi analizat un numar foarte mare de
celule intr-o perioada foarte scurtd de timp, metodele care au la bazd aceasta tehnica
sunt deosebit de importante in determinarea diferentelor care exista intre celule si care
nu pot fi stabilite cu ajutorul altor tehnici.

Flux citometria este o metoda moderna pentru analiza spermei, indeosebi in
determinarea integritafii membranei, functiei mitocondriale, statusului acrozomic,
viabilitafii spermatozoizilor, structurii cromatinei, in masurarea continutului de ADN,
pentru sortarea cromozomilor X si Y, pentru determinarea concentratiei cationilor si
analiza proteinelor de suprafati. In prezent au aparut numeroase metode si tehinici noi
de colorare fluorescenta care stau la baza flux citometriei, ca metoda de analizd a
spermei [42].

Cele mai importante aplicatii ale flux citometriei in biologia reproductiva sunt
cele de apreciere a viabilitatii spermatozoizilor, integritdfii membranei plasmatice §i
statusului acrozomilor, in special pentru evaluarea eficacitatii protocoalelor de
crioconservare.

Kawakami E. si colab.- 1997 [70] au evidentiat rolul flux citometriei in
evaluarea reactiei acrozomice la spermatozoizii de céine.

In domeniul toxicologiei cele mai importante studii au fost cele pentru a
determina: numarul de celule germinale testiculare distruse, continutul in ADN si ARN,
cresterea coeficientului de variatie, inducerea de spermatide diploide elongate si
spermatozoizi diploizi, morfologia nucleara alteratd, viabilitatea celulei spermatice,
functia mitocondriala si structura cromatinei spermatice.

Analizele efectuate pentru a determina continutul de ADN permit stabilirea
proportiei de cromozomi spermatici X si Y si selectarea acestor subpopulatii pentru

preselectia puilor.
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Conform opiniei lui Johnson L.A. si colab., 1987 [64], separarea
spermatozoizilor purtatori ai cromozomului X sau Y, cu ajutorul flux citometriei pe
baza continutului de ADN al spermatozoizilor, reprezintd o metoda eficace de
preselectare a sexului descendentilor, cu aplicabilitate atat in medicina umana, cat si cea
veterinara. Cele doud variabile care influenteaza procesul de sortare a spermatozoizilor
sunt reprezentate de calibrarea instrumentului i de variatiile inregistrate n
cunatificarea conginutului de ADN in cazul aceleasi probe.

Sortarea in miscare, pe baza continutului de ADN a cromozomilor Y se face in
proportie de 72-80%. Utilizarea flux citometriei permite masurarea in suspensie a
particulelor si proprietatilor individuale ale celulelor. Dezavantajele acestei metode
constau In durata lunga a procesului si reducerea viabilitdtii spermatozoizilor in urma
sortarii.

Rezultate superioare in procesul de sortare a spermei sunt obtinute de Johnson
L.A. si colab. -1998 [65] prin utilizarea unei duze de orientare a spermatozoizilor in
flux-citometrul de inaltd viteza. Noua tehnicd a permis orientarea a 65-75% dintre
spermatozoizi spre orificiul de sortare (comparativ cu doar 25-35% in cazul tehnicii
anterioare), o ratd a sortarii de 1500 spermatozoizi/secunda, fiind astfel posibila
colectarea simultand a 4-5 milioane de spermatozoizi sexati/ora. Modul de pregétire a
spermei precum si tehnica utilizata au permis cresterea pand la 10 ori a ratei de sortare a
spermatozoizilor, comparativ cu rezultatele obfinute anterior. Reanalizarea continutului
de ADN la spermatozoizii sortati a evidentiat o acuratete de 91,4%. Utilizarea acestei
tehnici permite obtinerea unui volum suficient de spermatozoizi pentru realizarea
insamantarilor artificiale.

Masuratorile speciale in flux citometrie au scos in evidentd ca la toate speciile
de mamifere spermatozoizii purtdtori de cromozom Y se deosebesc prin intensitatea de
culoare si greutate specifica, de spermatozoizii purtatori de cromozom X. Astfel, intre
cele doud categorii de spermatozoizi ai barbatului si taurului existd o diferentd de
culoare de 2,8%, intre cei ai vierului de 3,6% si armasarului de 3,7%. La berbec aceasta
diferenta este de 4,2%, la cdine 3,9%, la iepure 3,0% si la chinchilla 7,3%.

Dezavantaje: majoritatea tehnicilor de sortare a sexului sunt patentate. Una

dintre probleme este cd trebuie licentad pentru aceste tehnici.
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Flux citometria poate evidentia si activitatea mitocondriald de la nivelul
spermatozoizilor. Piesa intermediard a spermatozoizilor confine mitocondria celulei iar
aceasta asigura energia necesara prin transformarea zaharurilor, in special glucoza, in
ATP care este utilizat de piesa intermediara in procesul de miscare al spermatozoizilor.
Distrugerea mitocondriei fie prin metode fizice (metode incorecte de racire sau
congelare) fie prin metode chimice (pH sau osmolaritate necorespunzatoare) poate
afecta capacitatea spermatozoizilor de a produce ATP-ul necesar pentru fertilizarea
ovocitei. De asemenea, distrugerea piesei intermediare duce la afectarea capacitatii de
inaintare a spermatozoizilor, de penetrare a zonei pellucida si de ferilizare a ovocitei
[Graham, K.J.-2001].

Thomas, C.A. si colab. -1998 [117] au aratat ca, prin colorarea mitocondriald cu
JC-1 poate face diferenta intre mitocondriile slab functionale de la nivelul spermei si
cele cu un nivel functional ridicat. JC-1 este transportat activ de la nivelul lichidului
extracelular in interiorul mitocondriei functionale. Cu cat activitatea metabolica a
mitocondriei este mai mare cu atat JC-1 patrunde mai puternic la nivelul acesteia. De
obicei culoarea obtinuta este verde fluorescent dar atunci cand concentratia de JC-1
creste in interiorul mitocondriei, colorantul formeazd agregate care devin oranj
fluorescent. Utilizand JC-1, se poate face diferenta intre celulele care au mitocondrii cu
o capacitate functionald ridicata (se coloreaza in oranj) si celulele care au mitocondrii
slab functionale (colorate in verde). Atunci cand functia mitocondriala este analizata
alaturi de alfi parametri cum sunt motilitatea, viabilitatea, corelatia acestora cu
fertilitatea este foarte buna. Metodele de analiza a functiei mitocondriale a celulelor si a
vitezei spermatozoizilor il vor ajuta pe practician la identificarea probelor de sperma
care au o capacitate de fertilizare redusa.

Analiza structurii cromatinei spermatozoizilor - SCSA este o metoda importanta
in care aceastd denaturare afecteaza fertilitatea. Acest test a stat la baza introducerii
tehnicii flow citometriei [83].

Testul SCSA pune in evidenta modul in care are loc fragmentarea ADN-ului. S-
a constatat cd la nivelul spermatozoizilor se pot produce fragmentari insemnate ale
ADN-ului determinate prin masuratori efectuate pe baza testului SCSA. S-a observat
ca, chiar i spermatozoizii cu mobilitate, morfologie normald pot prezenta fragmentari

importante ale ADN-ului.
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Fragmentarea ADN-ului spermatozoizilor poate fi rezultatul mai multor factori
sau poate fi atribuita diferitelor conditii patologice cum sunt: criptorhidismul, cancerul,
varicocelul, febra, varsta, infectiile, leucospermia si se poate produce sub actiunea
diferitelor conditii de mediu cum sunt: chimioterapia, radiatiile, aerul poluat,
pesticidele, diferite substante chimice, caldura. Studiile efectuate pe soareci, sobolani,
bovine si om au aratat ca testul SCSA este o metoda foarte importantd pentru
determinarea modificarilor care se produc la nivelul ADN-ului.

Prin intermediul testului SCSA se pot identifica cinci populatii majore de
spermatozoizi: o populatic in care predomind spermatozoizii maturi fara modificari
nucleare, a doua in care predomind spermatozoizii cu nivele moderate de fragmentare
ale ADN-ului care pot fi identificati prin susceptibilitatea moderatd a acestora la
denaturarea acida, o populatie cu un procent crescut de spermatozoizi cu nivele ridicate
ale fragmentarii ADN-ului, populatia cu spermatozoizi cu nivele moderate si ridicate
ale fragmentarii ADN-ului si o populatie in care speramtozoizii au cromatina imatura.

SCSA a fost descoperit pentru prima data de Evenson si colab. - 2001 citat de
Graham, K.J., - 2001 utilizand metoda de colorare cu oranj-acridind. Acestia au
demonstrat ca spermatozoizii cu o capacitate de fertilizare redusa prezentau denaturari
importante la nivelul cromatinei in comparatie cu cei care aveau o capacitate de
fertilizare ridicata si au evidentiat ca testul SCSA este o metoda noud de masurare care
permite stabilirea numarului de spermatozoizi capabili sa fertilizeze ovocita.

Datorita cercetarilor avansate in domeniu au aparut si alte teste care sunt
utilizate pentru evaluarea integritatii genomului mascul: electroforeza celulara in gel a
ADN-ului nuclear al spermatozoizilor, electroforeza in gel a proteinelor nucleare a

spermatozoizilor, colorarea ADN-ului spermatozoizilor cu fluorocromi.

Sistemul de analizd computerizatia a spermei (CASA)

CASA este un sistem automat, proiectat pentru a vizualiza si digitaliza imagini
succesive cu spermatozoizi, pentru a procesa si analiza imaginile si pentru a oferi 0

informatie precisa a cineticii spermatozoizilor §i a numarului acestora.
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Sistemul CASA este de fapt o combinatie cu hard si soft. Hardul contine
sistemul optic, de iluminat, sistemul digital si computerul iar softul este proiectat pentru
a determina si analiza concentratia, viabilitatea, morfologia si mobilitatea
spermatozoizilor.

Acest sistem poate determina rapid diferiti parametri spermatici cum ar fi:
motilitatea totala si progresiva, viteza de miscare, linearitatea spermatozoizilor,
frecventa de bataie , amplitudinea miscarii laterale a capului spermatozoizilor si cativa
parametri de vitezd. Cu ajutorul acestor masurdtori computerizate s-a reusit
determinarea simultand si obiectivd a acestor parametri, putdndu-se astfel evalua
modificarile imediate ce se produc la nivelul mobilitatii spermatozoizilor, care nu pot fi
identificate cu ajutorul metodelor conventionale de analiza. [57, 58].

Aceste sisteme noi se pot folosi pentru efectuarea de analize pe probele obtinute
de la om, animale domestice dintre care animale de companie, animale de interes
economic, animale salbatice, rozatoare de laborator, mamifere acvatice si pesti

Rezultatele obtinute pentru mobilitate, mobilitatea progresiva si numarul
spermatozoizilor imobili pot fi exprimate numeric, pot fi raportate la cantitatea totala de
sperma, se pot referi doar la concentratie dar pot fi exprimate si in procente. Se pot
obtine date individuale cat si date referitoare la anumite subpopulatii de spermatozoizi

(cand se produce o sortare a acestora).

Microscopia cu fluorescentd

Microscopia fluorescenta este consideratd o metodd importantd de diagnostic in
cadrul tuturor disciplinelor de cercetare stiintifica , in diagnosticul medical si cercetarea
biologica. .

Principalul scop wurmdrit in analiza spermei utilizind microscopia cu
fluorescentd este acela de a putea evalua in detaliu anumifi parametri functionali ai
spermatozoizilor, prin utilizarea unor coloranti fluorescenti numiti fluorocromi.

In prezent au apirut numeroase tehnici de colorare fluorescenti pentru
determinarea unor parametrii functionali ai spermatozoizilor cum sunt: integritatea

membranei plasmatice, capacitarea §i reactia acrozomica.

256



Igna Violeta

La caine au fost descrise cateva metode de evaluare a statusului de capacitare al
spermatozoizilor folosind microscopia fluorescenta: analiza cu clortetraciclina (CTC),
metoda de colorare cu lectina fluoresceind. Prin colorarea cu antibioticul fluorescent
CTC a fost evaluat gradul de destabilizare a integritatii membranei spermatozoizilor.
Metoda de colorare cu CTC a pus 1n evidenta trei tipuri de spermatozoizi care s-au
colorat fluorescent: spermatozoizi necapacitati cu acrosomul intact, capacitafi cu
acrosomul intact, capacitati cu reactia acrosomului [50].

Combinand metoda de colorare CTC cu Hoechst 33258, viablitatea
spermatozoizilor poate fi determinata simultan dar numai pentru spermatozoizii vii care
prezinta statusul de capacitare [50].

Statusul acrozomic poate fi determinat cu ajutorul unor coloranti cum sunt
eozind/nigrozina, Giemsa, albastru Tripan /maro Bismark/roz Bengal sau Spermac.
Pentru a face diferenta dintre acrozomul intact si acrozomul spermatozoizilor afectati,
in prezent au apdrut coloranti noi, cu o eficacitate mult mai mare. Cea mai folosita
metoda pentru evidentierea acrozomului este cea care utilizeaza lectina conjugata cu
izotiocianatul de fluoresceina care este de fapt o aglutinina din arahide (FITC-PNA) sau
o aglutinind din Pisum Sativum(mazare) (FITC-PSA) [97]. Acestea se leaga de
continutul acrozomului, interactionand cu glico-conjugatele de la nivelul membranei
externe a acrozomului (PNA) sau cu grupdrile zaharoase de la nivelul glicoproteinelor
pro-acrozomale.(PSA).

Pentru evaluarea statusului acrozomic al spermatozoizilor au mai fost folosite:
metoda imunofluorescentei indirecte care utilizeaza anticorpii mono- si policlonali,
metoda de colorare cu clortetraciclind (CTC), FITC-PNA si FITC-PSA combinate cu
alti fluorocromi, cum sunt Hoechst 33258, Carboxy-SNARF / PI si homodimerul etidiu
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10.1. PRINCIPII GENERALE ALE CRIOCONSERVARII
SPERMEI

Conservarea spermei se realizeaza la ora actuald prin recurgerea la scaderea
temperaturii  materialului seminal, existand practic douda modalitdfi de procesare:
criocongelarea (care asigura pastrareca pe termen lung, practic infinit) si refrigerarea
(modalitate de conservare pe termen scurt, mergand de la cateva ore la 4-5 zile).

Principiul care st la baza crioconservarii materialului seminal, conform caruia,
reducerea temperaturii spermei determind o scadere a activitdfii metabolice a
spermatozoizilor, permitand stocarea lor, a fost enuntat de Spallanzani [5], care in 1803
relata ca spermatozoizii isi inceteaza miscarile atunci cand sperma este plasatd in zapada
si si reiau miscdrile atunci cand sperma respectiva este incalzita [14]. In 1956, Harop cit.
de Guerin C. — 1997 [11] realizeazd prima gestatie la o catea in Statele Unite ale
Americii, utilizdnd sperma refrigerata in Marea Britanie.

Un impact semnificativ asupra metodologiei crioconservarii spermatozoizilor 1-a
avut descoperirea actiunii crioprotectoare a glicerolului — Polge si colab. cit. de England
C.G.W. -1993 [5]. Primul succes in congelarea spermatozoizilor la cdine a fost raportat
de Rowson — 1954 cit. de England C.G.W. — 1993 [5] iar Seager S.W. - 1969 [32] a
obtinut prima gestatie, utilizand pentru inseminare sperma congelata — decongelata [11].

In timpul congelarii unei suspensii celulare, cristalele de gheati se formeazi
atunci cand temperatura din mediul extracelular scade sub punctul de inghef. Prin
formarea cristalelor de gheatd, creste concentratia de substante solubile existente in
suspensie. Presiunea osmotica a mediului extracelular creste fatd de cea existenta in
interiorul celulei, iar apa are tendinta sd iasa din celuld. Daca viteza de congelare este
optimd si membrana celulard este permeabild la apa, celula se deshidrateazd progresiv.
Aceste celule sunt functionale dupa decongelare [5].

Daca viteza de congelare este prea mare sau celula este impermeabila pentru apa,
fluidul intracelular nu poate sa paraseasca celula suficient de repede si scaderea brutala a
temperaturii duce la formarea excesivd a cristalelor de gheatd intracelular, ceea ce

determina moartea celulelor dupa decongelare [9, 18].
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Formarea cristalelor de gheata intracelular nu este obligatoriu asociatd cu moartea
celulei, acest proces depinzand si de cantitatea si de marimea cristalelor, ambii factori
influentand supravietuirea [7]. Celulele congelate rapid pot contine cristale mici de gheata
si ele vor supravietui daci decongelarea se face rapid. In caz contrar, recristalizarea
(cristalele de gheatd 1si maresc volumul in timpul decongeldrii) determina reducerea ratei
de supravietuire.

Daca viteza de congelare este prea mica, scade continutul de apa din interiorul
celulei, rezultdind o crestere a concentratiilor solutiilor intracelulare care precipitd si
perturba pH-ul intern [37]. Merynian — 1970 cit. de England C.G.W. — 1993 [5]
considera ca ,,efectul” major este reducerea volumului celular sub minimul compatibil cu
supravietuirea. Mazur J. — 1984 [18] crede ca leziunile cauzate de o congelare prea lenta
sunt efectul scaderii dimensiunilor canalelor de schimb transmembranal ramase
necongelate.

In timpul decongelarii procesul se inverseazi, trebuind evitate recristalizarea
ghetii intracelulare si stresul osmotic brusc [10, 18].

Succesul congelarii si decongelarii suspensiilor celulare constd in mentinerea
osmolaritatii, pH-ului, concentratiei ionice, in asigurarea resurselor de energie si in

prevenirea socului termic [5].
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10.2. CRIOCONGELAREA SPERMEI DE CAINE

Etapele principale ale procesarii spermei prin criocongelare sunt: diluarea,
echilibrarea termica, ambalarea, criocongelarea si stocarea..

Modificarea succesiunii etapelor enuntate (ex. ambalare- echilibrare) sau
introducerea unor etape suplimentare (ex. centrifugarea) sunt regasite in diferite

protocoale de crioconservare a spermei la caine.

Centrifugarea spermei

Centrifugarea spermei este o metoda uzuala, utilizatd in tehnicile de prelucrare a
spermei diferitelor specii, pentru separarea spermatozoizilor de plasma seminala. Fluidul
prostatic nu este optim pentru conservarea spermei de céine la 4° C si exercita efecte
negative asupra spermatozoizilor in timpul procesului de congelare.

Diferite protocoale de crioconservare a spermei de caine includ, ca prima etapa de
prelucrare a spermei, centrifugarea. Se observa tendinta de preluare a acesteia ca etapa
curentd a protocoalelor de crioconservare, dar Intr-o maniera heterogend, cu parametrii
de centrifugare (forta de centrifugare si timpul) foarte diferiti atdt ca valori cat si ca
exprimare (ex. rot/min. sau g x fortd) si fara posibilitate de convertire, datoritd absentei
precizarilor referitoare la parametrii tehnici ai echipamentului cu care s-a realizat o
anumita centrifugare. Aceste aspecte creeaza dificultdfi sau imposibilitatea compararii
rezultatelor diferitelor cercetari. Inexistenta unei standardizari a parametrilor de
centrifugare la specia canind, genereazd precizarea aleatorie a parametrilor de
centrifugare sau preluarea directa din alte cercetari. Regimul de centrifugare mai
frecvent Intalnit in protocoalele de procesare a spermei canine este centrifugarea la 600-
700 g timp de 5-10 minute.

Studii legate de procesarea spermei umane au relevat faptul ca centrifugarea este
o etapd cu efecte negative asupra spermatozoizilor, inducand efecte subletale
Centrifugarea determind o crestere a speciilor reactive ale oxigenului (ROS) in sperma.

nivele ridicate ale ROS fiind asociate cu alterari membranare prin peroxidare lipidica
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Pierderile cantitative si calitative importante inregistrate la sperma supusa
centrifugarii, corelate cu particularitatile fiziologice ale ejacularii la specia canina, care
permit recoltarea separata a celor trei fractiuni ale ejaculatului, justifica punerea sub
semnul Intrebarii a oportunitatii centrifugarii fractiunii spermatice, ca etapa a protocolului

de crioconservare a spermei.

Diluarea spermei
Protejarea spermatozoizilor de efectele negative ale temperaturilor joase din
timpul congelarii implica plasarea acestora intr-un mediu protector, numit diluant.

Cerintele generale ale unui mediu de dilutie sunt:

izotonicitatea — pentru a nu perturba conditiile osmotice ale spermatozoizilor trebuie

sa fie izotonic cu sperma;

o pH-ul §i capacitatea tampon — pH-ul optim pentru spermatozoizii celor mai multe
specii de mamifere, se situeazd in jurul neutralititi, motiv pentru care pH-ul
diluantilor este intre 6,9 si 7,1;

e substratul nutritiv pentru spermatozoizi;

o efect protectiv pentru spermatozoizi;

e sd contind agenti crioprotectori,

activitate antibacteriana.

Diluantii utilizati In congelarea spermei la caine sunt foarte variati atat in ceea ce
priveste substantele (ingredientii continuti) cat si proportia acestora. In literatura de
specialitate ,,nu se regaseste o idee clard, exactda si structuratd referitoare la diluantii
spermei” [15, 24]. England C.G.W. — 1993 [5] compara maniera nestandardizata in care
au fost prezentate majoritatea mediilor de diluare si protocoalelor de congelare ale
spermei de caine cu stilul unei ,,carti de bucate”.

Substante tampon

Ca substante tampon sunt, in general, utilizate citratul de sodiu si potasiu,
bicarbonatul si fosfatul de sodiu. Printre primele substante tampon utilizate in congelarea
spermei la caine a fost solutia Krebs Ringer — fosfat, dar studiile lui Martin I.C.A. — 1963

[17] au relevat fenomene toxice pentru spermatozoizi.
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Foote — 1964 cit. de England C.G.W. — 1993 [5] utilizeaza ca tampon solutia Tris
- gilbenus de ou — citrat. In 1969 Seager S.W. [32] descrie un diluant care contine 11 %
lactoza si care, cu usoare modificari va fi utilizat mult si in anii urmatori.

La ora actuald substanta cea mai utilizata este Tris (trihidroximetil aminometan) —
o baza slaba. Combinatia cel mai frecvent regasitd in diluantii spermei de cadine este pe
baza de Tris — acid citric [24].

Substante crioprotectoare

Eficacitatea glicerolului ca agent crioprotector a fost demonstrata la majoritatea
speciilor. Glicerolul penetreaza in interiorul spermatozoidului unde modifica forma si
dimensiunile cristalelor de gheatd, diminuand riscul perforrii membranei [2]. In mediul
extracelular glicerolul actioneazd prin fixarea pe moleculele de apd extracelulara,
reducand pragul de congelare a solutiei. Se realizeaza astfel o deshidratare mai putin
brutald a spermatozoizilor si se evita riscurile legate de o viteza de congelare excesiv de
lenta [24].

Concentratia optima de glicerol variaza in functie de diluant, metoda de racire si
specie. La caine, concentratia de glicerol variaza intre 4 si 11 % in functie de compozitia
diluantului si de substanta tampon utilizata [5]. Olar T.T. — 1984 obtine cea mai buna
mobilitate a spermatozoizilor dupd decongelare la o concentratie de 3 —4 % glicerol intr-
un diluant pe baza de Tris — galbenus de ou. Smith F.O. — 1984 precizeaza ca in reteta
utilizatd de el concentratia de glicerol este de 9 %, diluantul fiind pe baza de PIPES (acid
etansulfonic) si galbenus de ou. Concentratiile ridicate de glicerol pot afecta capacitatea
fecundanta a spermatozoizilor. Concentratia optima de glicerol este dificil de precizat,
adausul de glicerol reprezentand ,,un compromis intre actiunea protectoare si efectele
toxice” [38].

Alti agenti crioprotectori utilizati pentru sperma de caine au fost dimetilsulfoxidul
(DMSO) singur sau in asociere cu glicerolul, metanolul si polivinil pirolidona [24, 26].
DMSO si metanolul actioneaza prin penetrarea celulei spermatice iar in exteriorul celulei
actioneaza polivinil pirolidona [24].

Substante protectoare

In aceasta categorie sunt incadrate gilbenusul de ou si laptele integral sau

degresat.
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Galbenusul de ou, in special fosfolipidele pe care le contine, asigurd o protectie
eficace a membranelor spermatozoiziloe, evitand ruperea acestora [5, 24]. Gilbenusul de
ou constituie totodatd si un element nutritiv pentru spermatozoizi, celule care sunt
capabile sda metabolizeze unele fosfolipide [8]. Concentratia galbenusului de ou in diluant
variaza in functie de specia de la care provine sperma intre 3 si 25 % [38]. Pentru
conservarea spermei de caine au fost utilizate diverse concentratii. Davies P.R. — 1982 [3]
obtine cele mai bune rezultate la o concentratie de 20 % gélbenus de ou, comparativ cu
concentratii de 5 % si 10 % galbenus de ou.

Harrop A.E. — 1954 [13] in lucrarea sa care descrie prima gestatie obtinuta dupa
inseminarea cu material seminal conservat prin refrigerare si transportat transatlantic
(Marea Britanie — SUA) a folosit un mediu de diluare pe baza de lapte degresat. Jecquet si
Casson cit. de Derivaux J. — 1971 [4] au pus la punct un mediu complex pe baza de lapte
praf degresat, cunoscut sub denumirea de LACIPHOS. Lactoza din lapte constituie si un
substrat nutritiv pentru spermatozoizi [30, 31].

Substante nutritive

Zaharurile sunt incluse frecvent in compozitia diluantilor. Ele constituie un
substrat energetic exogen pentru spermatozoizi si / sau agenti osmotici si crioprotectori
[38]. Zaharurile cu greutate moleculara mare ca lactoza si rafinoza nu penetreaza
spermatozoizii si sunt in general considerati agenti crioprotectori. Spermatozoizii sunt
capabili sa realizeze glicoliza glucozei, fructozei si manozei si sa oxideze arabinoza [5].
La caine, majoritatea diluantilor existenti la ora actuala contin ca substantd nutritiva
fructoza [24, 25].

Substante antibacteriene

Protectia antibiotica a ejaculatului este motivata de riscul existent de contaminare
a spermei in timpul recoltarii si mediul favorabil dezvoltarii bacteriene oferit de unii
ingredienti ai diluantului (Exemlu.: gélbenusul de ou).La caine, penicilina si
dihidrostreptomicina sunt cele mai utilizate substante antibacteriene [24].
Equex STM — este un compus care contine sodium dodenil (lauryl) sulfat (SDS) - un
detergent anionic solubil in apa, folosit pentru a solubiliza proteinele. Actiunea SDS-ului

se exercitd probabil prin alterarea galbenusului continut in diluant [23, 39].
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Adaugarea de Equex STM pastd la un diluant pe bazd de TRIS a avut ca efect
cresterea viabilitatii si longevitatii spermatozoizilor dupa decongelare, neinregistrandu-se
diferente de fertilitate (rata de gestatie) Intre sperma congelata cu sau fara adaus de pasta
Equex STM in diluant [28, 29].

Retete de diluantii

Tendinta de imbunatatire a rezultatelor Insamantarii artificiale cu sperma

crioconservata, explica numeroasele retete de diluanti si studiile referitoare la influenta

acestora asupra parametrilor spermei atat in timpul congelarii cat si dupa decongelare.

I. Diluant utilizat de England C.G.W. si Lofstedt R. — 2000 [6]

Tris 6,06 g
Fructoza 2,509
Acid citric 3,409
Apa distilata 184 mi
Glicerol 8 %
Galbenus de ou 20 %
Penicilina 200.000 UI
Streptomicina 02 g

1. Diluant utilizat de ,,Centre d’Etude et de Recherche en Reproduction et Elevage
Canins — Lyon (CERREC)

Tris 6,052 g
Acid citric 34 ¢
Glucoza 25 ¢
Glicerol 12 mil
Penicilina 200.000 Ul
Dihidrrostreptomicina 02 ¢
Apa distilata 184 ml
Galbenus de ou 20 %

II1. Diluant utilizat de ,,Centre d’Etude en Reproduction Canine Assistee” — Alfort
(CERCA)

Tris 3,026 g

Acid citric mono 1,7 ¢

Fructoza 12 ¢

Glicerol 32 %

Penicilina 100.000 Ul

Dihidrrostreptomicina 01 ¢

Apa distilata 100 ml

Galbenus de ou 2 ml la 8 ml solutie tampon
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1V. Diluanti Uppsala — Equex” system 1 — dupd Linde-Forsberg C. —2001 [16]

Componente Varianta | Varianta Il Mediu de decongelare
Tris 24 g. 24 g 24 ¢
Acid citric 1,4 g. 14 g 14 g
Glucoza 0,8 g. 08 g 08 g
Streptomicina 01g 01g 01g
Apa distilata add. 77 ml add. 72 ml add. 100 ml
Benzilpenicilina 0,06 g in 0,3ml 0,06 gin 0,3mlapa 0,06 g in 0,3ml apa distilata

apa distilata distilata

Glicerol 3 mi 7 mi -
Equex* - 1 mi -
Galbenus de ou 20 ml 20 ml -
pH 6,53 6,48 6,60
Osmolaritate 740 mosmol 1370 mosmol 253 mosmol

V. Diluanti Uppsala — Equex” system 2 — dupd Linde-Forsberg C. —2001 [16]

Componente Varianta | Varianta Il Mediu de decongelare
Tris 3,025 g 3,025 g 3,025 g
Acid citric 1,749 1,749 1,7 g
Fructoza 125 ¢ 1,25 g 1,25 g
Streptomicind 01g 01g 01g
Apa distilata add. 77 ml add. 72 ml add. 100 ml
Benzilpenicilina 0,06 g in 0,3ml 0,06 gin 0,3mlapa 0,06 g in 0,3ml apa distilata

apa distilata distilata
Glicerol 3 ml 7 ml -
Equex* - 1 ml -
Gilbenus de ou 20 ml 20 ml -
pH 6,72 6,74 6,76
Osmolaritate 865 mosmol 1495 mosmol 324 mosmol
Rata de dilutie

La caine, se utilizeazad diluarea pand la o anumitd concentratie de spermatozoizi,
folosind diversi diluanti cu diferite concentratii ale ingredientilor acestora. Majoritatea
institutiilor specializate congeleaza sperma de cdine la o concentratie finala de 50 — 100
milioane de spermatozoizi intr-o paieta de 0,5 ml, iar unii autori folosesc si un mediu de
decongelare, uzual 0,5 — 1 ml pentru fiecare paieta sau fluid prostatic autolog [19, 20].

Pena si Linde-Forsberg — 2000 [21], evaludnd efectul diferitelor concentratii
(50x10°, 100x10° 200x10° 400x10° / ml) in spermatozoizi a materialului seminal

congelat in paiete de 0,5 ml si a ratei de diluare a spermei decongelate (1:0, 1:1, 1:2 si

“ Equex STM paste (Nova Chemical Sales, Scituate, Inc. MA, USA) — pasti continand sodiu dodecil (lauril)
sulfat
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1:4) asupra supravietuirii si longevitatii spermatozoizilor dupa decongelare si incubatie la
38°C, au obtinut cea mai buna longevitate la o concentratie de 200x10° spermatozoizi / ml

si o rata de diluare, dupa decongelare, de 1:4.

Ambalarea spermei

Pregatirea pentru conservarea prin crioongelare a spermei include si fractionarea
si ambalarea spermei, oferind astfel posibilitatea stocarii spermei sub forma de doze de
inseminare, in elemente usor de identificat: paiete, pastile (granule), tuburi.

Paietele sunt tuburi fine din clorura de polivinil. Exista trei tipuri de paiete:

- paiete de 1,2 ml (104 mm lungime si 4,2 mm diametru);
- paiete de 0,5 ml (120 mm lungime si 2,8 mm diametru);
- paiete de 0,25 ml — ,,minipaiete” (120 mm lungime si 2 mm diametru).

La ora actuala paietele reprezintd cea mai raspanditd forma de stocare a spermei
congelate de caine [1, 12], prezentand cateva avantaje: volum redus, ceea ce creste
capacitatea de stocare, congelare uniforma in interiorul paietei, posibilitatea marcarii cu
datele importante pentru identificare (numele cainelui, data, etc.), [24].

Pastilele au fost descrise prima oard in 1965 de japonezii Nakase si Niwa cit. de
Fontbonne A. — 1991 [8] si au fost utilizate in studiile lui Seager si colab. [32, 33, 34, 36].
Pastilele au un volum de 0,1 ml si contin 30 pana la 40 milioane de spermatozoizi [1, 8].
Ele sunt supuse echilibrarii si ulterior congelate in gheata carbonica la -79°C. In fiecare
alveola a unei placi de gheata carbonica de 3 — 4 cm grosime se depune 0,1 ml sperma
diluata. Congelarea se realizeazd in aproximativ zece minute. Pastilele sunt retrase din
gheatd si depuse intr-un tub de plastic care va fi stocat in azot lichid.

Rapiditatea de congelare si gradul de dilutie scdzut constituie avantaje ale acestui
sistem, dar problemele legate de identificarea si manipularea pastilelor [24] reprezinta
inconveniente care motiveaza inlocuirea utilizarii la specia canina a pastilelor cu paietele
[12]. In 1975 Seager S.W.si colab. [35] au obtinut rezultate mai bune utilizand pastilele.
Studiile lui Seager S.W. si Fletcher W.S. — 1973 [33, 34] si Davies P.R. — 1982 cit. de
England C.G.W. — 1993 [5] nu releva diferente semnificative intre pastile si paietele de
0,25 ml sau 0,5 ml.
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Echilibrarea spermei

Dupa diluare, sperma este plasatd la temperaturd scazutd (4°C), un interval de
timp variabil (1 - 4 ore). Aceasta faza premergatoare congelarii propriu-zise este numita
echilibrare si se regaseste ca timp de lucru la toate metodele de conservare a spermei prin
congelare.

Ipoteza conform careia este necesar un timp mai lung de contact intre
spermatozoizi si diluant pentru a face posibila penetrarea agentilor crioprotectori in celule
a fost infirmata de studiile Iui Watson — 1979 cit. de England C.G.W. — 1993 [5] care
aratd cd nu este necesar acest timp pentru penetrarea glicerolului. Foote cit. de Fontbonne
A. —1991 [8] precizeaza ca penetrarea glicerolului si asigurarea efectului protector asupra
spermatozoizilor de taur se realizeaza foarte rapid, in mai putin de zece secunde. La
caine, exista relativ putine studii referitoare la echilibrare si In general valorile sunt

stabilite empiric [24].

Criocongelarea

Dupa echilibrarea termica, paietele sunt plasate in vapori de azot lichid ( la
diferite distante fata de suprafata azotului lichid) si mentinute un timp variabil, in functie
de optinea pentru viteza de congelare sau sunt plasate In aparate special destinate pentru
congelarea spermei, care permit controlul temperaturii probelor prin configurarea ratei de
racire dorite.

Ultima etapa a crioconservarii o constituie plonjarea in azot lichid (-196°C).

Tehnici de cricongelare

1. Tehnica de congelare Uppsala [16]

Fractiunea spermatica a ejaculatului recoltatd separat, este centrifugata la 700 G
timp de sase minute, iar partea care contine spermatozoizi (sedimentul) este diluata
(diluant Uppsala system 1 sau cu Uppsala system 2) la temperatura camerei, pana la o
concentratie de 400 x 10° spermatozoizi si echilibrati la 4° C timp de 60 — 75 de minute.

Dupa echilibrare se adaugd un volum egal de diluant, rezultind o concentratie

finald de 200 x 10° spermatozoizi, se ambaleazi si se riceste la o temperaturi de 4° C.
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Congelarea se realizeaza in containere speciale, in vapori de azot lichid (expunere
timp de 2 minute in vapori de azot lichid - la 7 cm deasupra stratului de lichid; 2 minute la

13 cm si 1 minut la 20 cm) dupa care paietele sunt imersate in azot lichid.

2. Tehnica de congelare CERCA (,,Centre d’Etude en Reproduction Canine Assistee”)

La temperatura mediului ambiant diluantul CERCA este amestecat (picatura cu
picaturd) cu fractiunea spermatica a ejaculatului. Teoretic, cantitatea de diluant utilizat
este de 1,5 ml pentru 100 de milioane de spermatozoizi dar practic cantitatea de diluant,
adaugata la fractiunea spermaticd a unui ejaculat, este variabilda intre 2 si 10 ml,
dependent si de talia catelei. Sperma diluatd este distribuita in paiete si congelatd in
vapori de azot lichid la -70° C timp de 10 minute, dupa care se plonjeaza in azot lichid la
-196° C. La 24 — 48 de ore dupa congelare se verifica mobilitatea reziduala. Sunt
conservate doar ejaculatele care au 0 mobilitate de peste 40 %.

In momentul utilizirii spermei congelate, protocolul CERCA presupune
determinarea numarului de paiete necesar pentru a satisface dezideratul folosirii pentru o
inseminare a 150 de milioane de spermatozoizi mobili.

3. Tehnica de congelare dupi England G. [6]

Fractiunea spermaticd se dilueazd (vezi diluantul utilizat de England si Lofstedt —
2000) in raport de 1 : 4, dupa care se raceste pana la 5° C si se echilibreaza timp de patru
ore. Ambalarea spermei diluate se face intr-o camera racoroasa in paiete de de 0,5 ml.
Paietele se aseaza in pozitie orizontala pe un suport, suspendandu-se intr-un container la 4
cm deasupra coloanei de azot lichid. Dupa 5 — 10 minute de mentinere in vapori de azot

lichid, paietele se imerseaza in azot lichid.
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Cap. 11. PATOLOGIA APARATULUI GENITAL FEMEL
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11.1. HIPERPLAZIA VAGINALA LA CATEA

Hiperplazia vaginala sau edemul vaginal este o entitate patologicd intalnita
frecvent la catea [8, 40, 46, 51], constand in edematierea mucoasei vaginale situate anterior
de meatul urinar, mai rar caudal de acesta si protruzia tumefactiei, mai mult sau mai pugin
evidenta, intre labiile vulvare.

Edemul vaginal apare la catelele tinere in timpul primei sau a celei de a doua faze
foliculare sub influenta concentratiilor ridicate de estrogeni [2, 39, 47, 53]. O frecventa mai
ridicata a fost raportata la rasele brahicefalice [38, 46]. Foarte rar afectiunca a fost
observata la catelele aflate in stadiul final al gestatiei [32, 46, 48].

Simptomatologie. Se observa o masa rotunda de culoare rosiatica, de diferite
marimi, iesind, mai mult sau mai putin evident, printre labiile vulvare. Inspectia vaginului
aratd ca masa prolabata provine de pe podeua cavitatii vaginale. Cateaua are tendinta de a
linge permanent zona vulvei, putdnd traumatiza mucoasa expusa. Urinarea este dificila [24,
41].

Diagnosticul. Trebuie stabilit un diagnostic diferential intre: hiperplazia mucoasei
vaginului, prolapsul vaginal, fibromul si leiomiomul vaginal. Prolapsul vaginal adevarat
este foarte rar la catea, apare de regula secundar parturitiei, iar masa prolabata este
sangeranda si reprezentata si de alte organe, ca: vezica urinard, corpul uterin si uneori
colonul descendent [35, 36]. Biopsia, recomandata la catelele batrane [11, 46], poate
diferentia afectiunile neoplazice de hiperplazia mucoasei vaginale.

Tratamentul este dependent de marimea tumefactiei, statusul reproductiv al catelei
si de dorinta proprietarului pentru o anumita destinatie reproductiva [1, 46].

In anestru, ovariectomia sau ovariohisterectomia reprezintd solutia terapeutica cu
cele mai bune rezultate [1, 46].

In timpul proestrului sau al estrului, atunci cand proprietarul este de accord cu
castrarea, este preferabila amanarea interventiei chirurgicale, datorita riscului crescut de

hemoragie intraoperatorie.
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In timpul fazei luteale a ciclului sexual masa prolabati regreseazd mult in
dimensiuni sau chiar dispare. In perioada premergitoare interventiei chirurgicale pe masa
prolabatd se aplica ungvente cu antibiotice si antiinflamatorii, iar protejarea zonei expuse
impotriva automutilarii se face prin aplicarea unui pansament protector aplicat prin
imbracare (pantalonasi) si a unui colier Elisabethan.

Tratamentul medicamentos cu GnRH sau hCG este contraindicat [45, 46],
succesul fiind limitat. Administrarea de progeatageni are ca efecte adverse aparitia
endometriozei chistice si / sau a piometrului [5, 46, 54].

In cazul unei mase prolabate de dimensiuni mari si atunci cind optiunile
proprietarului sunt pentru mentinerea catelei pentru reproducere, tratamentul chirurgical de
ablatie a mucoasei edematiate si prolabate, reprezintd unica optiune terapeutica [27, 46,

56].

Tehnica operatorie [3, 30, 31, 46]

Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator prin
tunderea regiunii perianale, spalare cu apa, sapun steril, antiseptizare repetata, irigarea
cavitatii vaginale cu solutii de antiseptice (clorhexidina).

Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie (cu narcoza inhalatorie).

Contentie: decubit sterno-abdominal cu trenul posterior ridicat.

Timpi operatori
Sondaj uretro-vezical — fig. 11.1.1., (permite identificarea uretrei, evitand
sectionarea acesteia).
Sectionarea comisurii dorsale a vulvei este orientata spre anus — fig.

11.1.2.
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Fig. 11.1.1. Sondaj uretro-vezical Fig. 11.1.2. Sectionarea comisurii dorsale
din Igna C. — 2005 [30] a vulvei - din Igna C. — 2005 [30]

Departarea laterala a penselor de baraj expune cavitatea vaginala — fig.
11.1.3.
Incizia mucoasei hiperplaziate trebuie sa se situeze, pe cat posibil, in

planul median al vaginuui, avand forma eliptica — fig. 11.1.3. si —fig. 11.1.4.

Fig. 11.1.3. Incizia mucoasei hiperplaziate Fig. 11.1.4. Incizia mucoasei hiperplaziate
din Igna C. — 2005 [30] din Igna C. — 2005 [30]

Hemostaza se controleaza prin forcipresura si/sau electrocoagulare.
Sutura liniard a plagii vaginale se executd in puncte separate simple cu fir

resorbabil — fig. 11.1.5
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Reconstituirea vaginului, a comisurii dorsale a vulvei si a perineului
superior se face prin suturd, Primul plan de sutura afronteaza in puncte

separate simple cu fir resorbabile mucoasa vaginala — fig. 11.1.6.

.’
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Fig.11.1.5. Sutura a plagii vaginale Fig.11.1.6. Reconstituirea vaginului —
din Igna C. — 2005 [30] planul I - din Igna C. — 2005 [30]

Musculatura vaginului este suturatd cu material resorbabil amplasat in
surjet simplu — fig. 11.1.7.

Sutura pielii se executd in puncte separate simple cu material neresorbabil

— fig. 11.1.8.
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Fig. 11.1.7. Reconstituirea vaginului — Fig. 11.1.8. Reconstituirea vaginului —
planul I - din Igna C. — 2005 [30] planul 111 - din Igna C. — 2005 [30]

fngrijiri postoperatorii
Antisepsia zilnica a plagii operatorii. Antibioticoterapie profilactica. Protectia
plagii operatorii prin aplicarea unui colier Elisabethan. Firele suturii tegumentare se

inlatura dupa 7-10 zile.
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11.2. PROLAPSUL VAGINAL LA CATEA

Prolapsul vaginal adevarat este foarte rar la catea si apare de reguld secundar
parturitiei [1, 2, 8, 40, 47, 48]. Etiologia traumatica a fost si ea raportata [4, 6].

Masa prolabata printre labiile vulvare este sangeranda si reprezentata si de alte
tesuturi decat vaginul (vezica urinara, corpul uterin si uneori colonul descendent) [25, 35,
36, 45].

Tratamentul este chirurgical, constand in amputarea masei prolabate [27].

Tehnica operatorie [3, 30]

Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator prin
tunderea regiunii perianale, spalare cu apa, sapun steril, antiseptizare repetata, irigarea
repetatd a cavitdtii vaginale si a masei prolabate cu solutii de antiseptice (clorhexidina).

Anestezie: neuropleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie (cu narcoza inhalatorie).

Contentie: decubit sterno-abdominal cu trenul posterior ridicat.

Timpi operatori

Cateterizarea uretrald a vezicii urinare.

Creerea accesului operator la cavitatea vaginala prin sectionarea comisurii
dorsale a vulvei (episiotomie).

Proximal de masa prolabatd cei doi cilindrii vaginali (extern si intern)
sunt acolati prin puncte de suturd in “U” (material resorbabil) amplasate pe
intreaga circumferintd — fig. 11.2.1.

Sectionarea masei prolabate la cca. 1 cm. distal de linia de suturd plasata

anterior —fig. 11.2.2.
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Fig. 11.2.1. Sutura celor doi cilindrii Fig. 11.2.2. Sectionarea masei prolabate
vaginali - din Igna C. — 2005 [30] din Igna C. — 2005 [30]

Refacerea continuitatii tubului vaginal se face prin sutura in surjet simplu
cu fir resorbabil a celor doi cilindrii — fig. 11.2.3. Firul de sutura este amplasat
perforant prin ambii cilindrii. Repunerea bontului de amputatie in conductul

vaginal.

Fig. 11.2.3. Sutura celor doi cilindrii
vaginali - din Igna C. — 2005 [30]
Sutura plagii de episiotomie.

Ingrijiri  postoperatorii  Antisepsia plagii operatorii. Antibioticoterapie
profilactica. Protectia plagii operatorii de episiotomie prin aplicarea unui colier

Elisabethan. Firele suturii tegumentare se inlatura dupa 7-10 zile.

286



Igna Violeta

11.3. PIOMETRUL

Piometrul (pyo — puroi, metra — uter) este o acumulare de puroi (secretii) in

cavitatea uterind — fig. - 11.3.1.

Fig. 11.3.1. Piometru la catea (original)

Etiologie. Acumularea intrauterind de fluide este primordial cauzata de cresterea
nivelului de progesteron la femelele negestante (la care un ciclu de célduri nu a fost
finalizat prin fertilizare) si secundar de contaminarea bacteriand a acestora, care poate sa
si lipseasca. Nivelul ridicat de progesteron favorizeaza secretia endometriala si determina
inchiderea cervixului si hipomotilitate uterind, favorizand dezvoltarea bacteriilor.
Contaminarea bacteriana se produce pe cale ascendentd, transcervical. E. coli constituie
in majoritatea cazurilor bacteria cel mai frecvent izolata din scurgerile vaginale la catelele
cu piometru [18]. Datoritd acestei scheme fiziopatologice tot mai multi autori discuta
despre un complex hiperplazie endometriala chistica — piometru [12, 15, 19].

Piometrul apare frecvent la catele, dar poate evolua si la pisici, iepuri, nevastuici,

sobolani, porusori de Guinea.
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Frecventa este mai mare la catele dupa varsta de 7-8 ani, dar apare si la varste mai
mici, la catele care au primit un tratament anticonceptional bazat pe estrogeni sau
progestine [17, 31, 33, 34]. Estrogenii actioneaza prin crestereca numarul de receptori
progesteronici din endometru. Ettinger, S.J. si Feldman, E.C. — 1995 [18] raporteaza o
frecventa de 25% a piometrului la cételele care au primit estradiol in diestrum.

Semnele clinice debuteaza dupa 1-2 luni de la incheierea unui ciclu de calduri.
Piometrul poate evolua cu cervix inchis sau cu cervix deschis.

In piometrul cu cervix inchis fluidele secretate de mucoasa uterini ca si cele
transferate de organismul animalului impreund cu numeroase celule sangvine din seria
alba se acumuleaza in corpul si coarnele uterine a caror dimensiuni cresc in mod
dramatic. In majoritatea cazurilor excesul de fluid intrauterin este eliminat partial pe cale
renald. Toxinele din fluidul intrauterin ajunse in parenchimul renal produc o insuficienta
renala acuta (leziuni glomerulare — sleroza glomerulara), [9, 13, 23, 42, 55] urmata de
coma uremici si in final de moarte. In unele cazuri se constati ruperea spontani a
peretelui uterin urmata de contaminarea cavitatii abdomeno-pelvine, peritonitd septico-
toxica si deces in 24-48 de ore [26, 52].

In piometrul cu cervix deschis fluidele secretate de mucoasa uterini sunt partial
eliminate in exterior prin cervix — vagin — vulva. In majoritatea cazurilor autotoaletarea
(linsul zonei vulvare) fac dificila observarea lor de catre proprietar. Fiziopatologic, in
conditiile unei contaminari a fluidului intauterin care este partial drenat spontan
(gravitational), organismul reactioneaza prin cresterea fluxului de lichid dinspre sistemul
sangvin spre cavitatea uterina (infectatd), flux insoftit si de un important transfer de celule
sangvine din seria alba. Dupa o perioada de timp cervixul se inchide, axa fiziopatologica
urmand tiparul descris la piometrul cu cervix inchis [44, 49].

Simptomatologia piometrului inregistreaza: letargie, inapetentd, febra, uneori
scurgeri vulvare, voma. polidipsie, urindri frecvente, cresterea in volum a abdomenului,
pierderea in greutate, mucoase palide. La aproximativ 16% din cazuri singurul simptom
observabil este scurgerea vulvara [33]. Analizd sangvina releva leucocitoza (peste

75.000/mm?®), dezhidratare, cresterea fosfatazei alcaline.
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Evolutia bolii se complicd adesea cu septicemie sau cu SIRS (systemic
inflammatory response syndrome) sau MODS (multiple organ dysfunction syndrome)
[20, 33].

Diagnosticul. Precizarea diagnosticului impune coroborarea datelor obtinute prin
examen clinic, citologic al scurgerilor vaginale, examinare ultrasonografica, radiologica,
analiza completa a sangelui (inclusiv profil chimic) si analiza urinei (proteinurie) [10, 16,
18].

Diagnosticul diferential se impune fata de alte infectii ale aparatului genital.

Prognosticul este in general favorabil in cazul recurgerii la ovario-histerectomie la
animalele la care nu existd contaminare abdominald iar preoperator a fost instituit un
tratament corect de prevenire al starii de soc septico-toxic [28, 33]. La cazurile cu
evolutie grava (contaminare abdominala si soc septico-toxic) prognosticul este rezervat
sau chiar grav.

Tratament. Dependent de optiunea proprietarului pentru destinul reproductiv al
femelei cu piometru se poate alege una din cele doua variante terapeutice: - ovario-
histerectomia sau — tratamentul medicamentos.

Indiferent de varianta terapeuticd, in cele mai multe cazuri se impune in primul rand
instituirea unor masuri de terapie intensiva pentru resuscitarea si stabilizarea animalului.
Fluido-terapie intravenos, 90ml/kg/ora la catea si 45ml/kg/ora la pisica (solutii izotone
electrolitice - cloruro-sodice, solutii coloidale) sub controlul permanent al timpului de
reumplere capilara (TRC), frecventei cardiace (FC), presiunii arteriale (PA), presiunii
venoase centrale (PVC) si debitului urinar (DU), [Holt, D. - 2004]. Schimbarea lichidului
de perfuzie se va face pe baza rezultatelor masurarii gazelor sangvine si a electrolitilor
serici. Concomitent se administreaza intravenos antibiotice bactericide. David Holt —
2004 [28] recomanda la animalele cu teren patologic renal preexistent administrare de
penicilind sau cefalosporine in combinatie cu aminoglicozide si metronidazol
(20mg/Kgcorp de doui ori pe zi). In cazul existentei contaminarii abdominale se impune
instituirea lavajului intraperitoneal de tip dializa, utilizand aceleasi tip de solutii (solutii

electolitice cu antibiotice.
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Tratamentul medicamentos vizeaza doar piometrul cu cervix deschis si se bazeaza
pe administrarea subcutanata de prostaglandine Fr-alfa (PGF2-a) - Dinoprost
tromethamine (0.25 or 0.5 mg/kg, timp de trei zile) [37], - Prostaglandin in doze reduse
(20 micrograms/kgcorp de douda ori pe zi timp de 8 zile [29] sau intravaginalda —
Prostaglandin 150 micrograms/kgcorp/zi timp de 8-12 zile [21] ambele in combinatie cu
administrarea de lunga durata de antibiotice (amoxicilind, gentamicind). Rata de recidiva
este de 70-77 % din cazurile tratate [16, 37].

Au fost propuse si protocoale terapeutice bazate pe combinatii de agonisti
dopaminici cu agonisti prostaglandinici (cabergoline 5 microg/kgcorp si cloprostenol 1
microg/kgcoep  timp de 7-14 zile; aglepristone 10 mg/kgcorp si cloprostenol
Imicrog/kgcorp timp de 5-8 zile) dupa care rata de recidiva a scazut la 20-25% [12, 19].

Anterior aplicarii tratamentului trebuie cunoscute si bine cantarite riscurile
administrarii de prostaglandine F»-alfa (salivatie, voma, diaree, hiperpnee, ataxie, disurie,
anxietate, dilatare pupilara urmata de contractie) asociate cu posibilitatea ruperii peretelui
uterin $i cu rata scazutd de reusita (30%).

Tratamentul chirurgical, ovariohisterectomia, se adreseazd cazurilor cu piometru
inchis — vezi cap. 6. Ovariohisterectomia are indicatii si pentru catelele cu piometru
deschis la care castrarea nu contravine optiunilor proprietarului despre destinul

reproductiv al femelei respective [7, 33, 50].
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12.1. AFECTIUNILE FUROULUI

Preputul sau furoul este o pungad a pielii, situatda pe peretele ventral al
abdomenului, care inconjoara portiunea liberd a penisului cranial, prezinta un orificiu
preputial iar cavitatea preputiald se termind printr-un fund de sac inelar, unde pielea se
rasfrange pe portiunea libera a penisului. Preputul este format dintr-un tegument extern si
unul intern(lamina internd) cu aspect de mucoasa. La caine orificiul preputial este stramt
iar cavitatea preputialad este ingusta si adanca [78].

Forme patologice: persistenta frenului penisului, lungime exagarata a preputului,

stramtarea orificiului preputial - fimoza adevarata, parafimoza [77].

12.1.1. Persistenta frenului penisului

Persistenta frenului penisului este o anomalie congenitald care apare rar la caine
fiind un factor predispozant pentru fimoza [1].
Clinic la cateii tineri se observa incontinenta urinara (in picatura) si imposibilitatea
exteriorizarii penisului datoritd unei bandelete mucoase care incurbeaza glandul.
Tratamentul consta in sectionarea frenului penian [4, 51].
Anestezie - neuroplegie.
Timpi operatori: - antisepsiea glandului si furoului cu bethadind sau
clorhexiding; - sectionarea frenului cu foarfeca (fig. 12.1.1.1.) se soldeaza cu o
hemoragie minora care se opreste spontan; - se unctioneaza plaga operatorie

CuU un unguent cu antibiotice.
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Fig. 12.1.1.1. Sectionarea frenului
dupa Annis, J.R. si Allen, A.R. — 1976 [4].

12.1.2. Preputul exagerat de lung

Lungimea mare a plicii preputiale este o falsa fimoza intalnitd mai frecvent la caine.
Clinic se observa urinare in furou, imposibilitatea exteriorizarii voluntare a
penisului implicit efectuarea montei §i o iritatie permanentd a tegumentului intern
preputial. Afectiunea apare si in urma amputarii partiale a penisului, fara ajustarea
lungimii furoului sau complementar micropenisului.
Diagnosticul se precizeaza clinic efectudnd prin exprimarea manuald a penisului
diferentierea fata de fimoza adevarata.
Tratamentul urmareste scurtarea preputului prin excizia unui fald semicircular din
acesta.
Anestezia: neuroleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie.
Timpi operatori: - antisepsiea glandului si furoului cu bethadina sau
clorhexiding; - la 2 cm. de orificiul preputial se incizeaza peretele furoului
patrunzand in cavitatea acestuia ; - posterior se face o altd incizie, delimitand
astfel un lambou preputial semicircular a carui marime este in corelatie cu
lungimea penisului (fig. 12.1.2.1.); - cele doua incizii sunt unite lateral in

forma de triunghi (fig. 12.1.2.2.) pentru a permite ulterior afrontarea pielii; -

297



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

lamina interna a furoului se sutureza cu catgut in surjet continuu; - tegumentul

extern este opozitionat prin fire separate neresorbabile (fig. 121.2.3.) .

Fig. 12.1.2.1 Incizia furoului Fig. 12.1.2.2 Excizia surplusului de furou
din Igna C. — 2005 [51] din Igna C. — 2005 [51]

Fig. 12.1.2.3. Sutura noului orificiu preputial din Igna C. — 2005 [51]

12.1.3. Fimoza adeviarata
(stramtarea orificilui preputial)

Fimoza(gr. phimos = a stange) reprezinta stramtarea congenitald sau dobanditd a
orificiului preputial cu imposibilitatea exteriorizarii penisului si chiar tulburdri de
mictiune. Boala are caracter congenital dar apare dar apare si in timpul vietii animalului

in urma plagilor si iritatiilor orificiului preputial.
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Examenul clinic deceleza in cazul fimozei congenitale un orificiu preputial redus
chiar punctiform.in fimoza dobanditd orificiul furoului este inflamat, iritat de culoare
rosie.

Exteriorizarea penisului este imposibil de efectuat (si voluntar si manual) , urinarea
are loc in furou de unde urina se scurge incet in picatura.

Tratamentul este conservator (dilatarea orificiului preputial) si chirurgical.

Dilatarea nesingeroasa a orificiului preputial se aplicd la tineret la care
stenozarea este mai putin sderoasd. Orificiul preputial se dilata progresiv cu o pensa Pean
in 2-3 sedinte pe zi avand grija incat sa nu se producd plesnituri ale mucoasei. Dupa
dilatare se aplica un unguent cu antibiotice.

Metode chirurgicale Exista douavariante de executie: - Sectionarea longitudinala a
preputului si - excizia circulara a preputului (circumcizia) [51, 80].

Anestezie: neuroleptanalgezie sau narco-neuroleptanalgezie. La tineret

operatia se poate practica si sub neuroplegie si infiltratie circulara a prepufului
cu procaina.

Cotentie: decubit dorsal.

Antisepsie: irigarea cavitdtii preputiale cu o solutie de bethadind sau

clorhexidina si badijonarea cu aceleasi solutii a penisului si a scrotului.

1. Sectionarea longitudinala a preputului

Indicatii: fimoza cu aderente intre gland si lamina internd a preputului.
Timpi operatori
- 0 incizie longitudinald de 0,5 - 1 cm. pornind de la orificiul preputial pe fata
ventrala a furoului;
- se tractioneaza 1n sens cuadal preputul si se sectionezd cu foarfecele
aderentele ;
- hemostaza se asigurd prin tamponament compresiv ;
- marginile sectiunii preputiale, cu aspectul "V" rasturnat se sutureaza cu fire

separate fine apozitionand pielea la tegumentul intern.
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2. Excizia circularad a preputului (circumcizia)
- se prind marginile laterale ale orificiului preputial cu doud pense si se
tractioneaza usor in sens cranial,
- se aplica o pensd de baraj imediat deasupra penisului deasupra careia se
sectioneaza prepuful cu bisturiul,
- daca ramane mucoasa in exces aceasta se rezeca circular cu foarfecele;
- hemostaza se face prin tamponament si eventual prin ligaturi fine cu catgut ;
- sutura circulara cu fire separate neresorbabile a pielii la tegumentul intern.
Postoperator in sacul preputial se introduce un unguent cu antibiotice pentru a
preveni forma de aderante. Antisepsia zilnicd a plagii operatorii. Antibioticoterapie
profilactica. Firele suturii tegumentare se inlatura dupa cca 7 zile.
Stenozele cicatriciale postoperatorii apar in cazul unei tehnici incorecte si pentru

rezolvare reclama o reinterventie.

12.1.4. Parafimoza

Parafimoza este sechestrarea penisului exteriorizat de catre orificiul preputial.
Revenirea penisului in furou este imposibild voluntar si dificil de executat manual.

Forme: - complicatie a fimozei (are loc prin exteriorizarea fortatd a penisului care
este strangulat de orificiul preputial stenozat); - traumatica (in timpul montei penisul aflat
in erectie este lovit si consecutiv apare edemul traumatic si/sau hematomul al caror
volumimpiedica repunerea; - congenitald (exteriorizarea penisului este insofita in unele
cazuri de prolabarea tegumentului intern al furoului [85]. Acesta se stranguleaza intre
orificiul preputuilui si penis, se edematiaza si sechestreaza penisul exteriorizat).

Simptomatologie. Portiunea de penis exteriorizata este tumefiata, cianozata, iritata
iar ulterior se ulcereazi si chiar se gangreneaza. In spatele portiunii exteriorizate a
penisului se observa preputul sub forma a doua burelete edematiate separate de un sang
reprezentat de orificiul preputial. Primul burelet este cel mai voluminos fiind format din

tegumentul inter al preputului iar al doilea este format din pielea furoului.
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Diagnosticul se precizeaza usor in urma examinarii clinice.

Prognosticul este favorabila atunci cand se intervine rapid (parafimoza reprezinta o
urgentd chirurgicald) si devine grav cand apar complicatii de staza ce pot ajunge pana la
necroza penisului.

Tratamentul este conservator si operator.

Anestezie: neuroplegie sau neuroleptanalgezie si infiltratie circulara cu procaina
sub inelul de strangulare.

Metoda conservatoare consta in reducerea manuala a parafimozei. se antiseptizeaza
portiunea prolabatd cu o solutie rece de permanganat de potasiu 1:3000, 1:5000. Se
comprima progresiv portiunea edematiatd impingand usor penisul in furou. In cazul unui
edem accentuat se poate incerca aplicarea a 10-12 puncte de foc cu un ac subtire pentru
drenajul lichidului de edem. Dupa repunere in sacul preputial se intoduc unguente cu
antibiotice iar orificiul preputial se sutureaza in bursa.

Medota operatorie constd in sectionarea inelului constrictiv preputial. Metoda are
indicatie absoluta in parafimoza aparuta ca o complicatie a fimozei dar este aplicabila si
in caz de esec al tratamentului conservator [93, 94].

Tehnica de lucru este identica cu sectionarea longitudinald a preputului in fimoza.
Inelul constrictor reprezentat de orificiul preputial stramt este partial acoperit de cele

doua burelete edematoase impreuna cu care se sectioneaza complet.
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12.2. CRIPTORHIDIA

Criptorhidial la carnasiere reprezinti o cauzi favorizanti a dezvoltirii seminoamelor —

tumori ale testiculului nemigrat sau migrat incomplet [84, 106].

Tratamentul medicamentos

Hormonii androgeni (Testosteron, Testolent, Testosen, Metiltestosteron) sunt
utilizati in tratamentul anomaliilor consecutive, criptorhidiei la animale adulte. Utilizarea
lor la animale impubere este riscantd provocand inhibarea hipofiziei .

Hormonoterapia cu HCG (Gonacor, Chorulon, Prolan, Nymfalon) este incununata
de succes in 50% din cazuri [Hecker, C.— 1976 cit. de Paraipan, V. — 1982 [86]].

Paraipan, V. - 1982 [86] propune urmatorul protocol terapeutic: 100-500 u.i.
HCG/animal, s.c., de 2/saptamana, dozele putand fi triplate administrandu-se de 6 ori ,
din 2 in 2 zile in asociatie cu testosteron.

Arebeiter, K. - 1975 cit. de Paraipan, V. - 1982 [86] utilizeaza Gn - RH (Lutal)
100 pg i.v. in prima zi si apoi 50 ug, s.c., zilnic timp de 6 zile, obtinadnd peste 65%
descinderi testiculare complete sau ameliorari partiale.

Tehnica operatorie

Pregatiri preoperatorii: tunderea zonei, spalarea campului operator cu apa si sapun
steril urmata de antiseptizare repetatd a regiunii.
Anestezie: narco-neuroleptanalgezie, preferabila fiind narcoza inhalatorie.

Contentie: 1n decubit dorsal.

! Criptorhid = kripptos (gr.) — ascuns; orchis (gr.) — testicul. Oprirea testicululelor pe parcursul traiectul de
migrare se soldeaza cu absenta pozitiondrii lor in pungile testiculare (scrotale). Dupa nivelul la care are loc
oprirea testiculelor, criptorhidia poate fi abdominala sau inghinala (testicul plasat in canalul inghinal fara a
depasi (caudal sau ventral) nivelul inelului inghinal inferior).
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Timpi operatorii [51]

Criptorhidectomia inghinald

Incizia pielii deasupra inelului inghinal extern — fig. 12.2.1.

Dilacerarea tesutului conjunctiv, evidentiind testiculul pozitionat in canalul

inghinal — fig. 12.2.2.

Fig. 12.2.1. Incizia pielii Fig. 12.2.2. Evidentierea testiculului
din Igna C. — 2005 [51] din Igna C. — 2005 [51]
Testiculul se prinde cu o pensa si prin tractiuni usoare se aduce in campul

operator, sectionand tunica vaginala - fig. 12.2.3.

Se exteriorizeaza testiculul, expunand cordonul testicular - fig. 12.2.4.

Pensarea cordonului testicular.

Sub pensa hemostatica se executa ligaturare cu fir resorbabil a cordonului

testicular.

Fig. 12.2.3. Sectionarea vaginalei Fig. 12.2.4. Expunerea cordonului
din Igna C. — 2005 [51] testicular - din Igna C. — 2005 [51]
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Exereza testiculului.

Se inchide canalul inghinal prin suturarea cu fir resorbabil sintetic a

inelului inghinal exterior (superficial).
Sutura plagii cutanate in puncte separate simple cu material neresorbabil.

Criptorhidectomia abdominala

Celiotomie paramediand prepubiand,incizia pielii - fig. 12.2.5., retractarea
laterala a penisului si descoperirea prin dilacerare a liniei albe, incizia acesteia -
fig. 12.2.6., deschizdnd abdomenul.

J
Fig.12.2.5. Celiotomie — loc de electie - Fig. 12.2.6. Descoperirea liniei albe
din Igna C. — 2005 [51] din Igna C. — 2005 [51]

Retractarea laterald a peretelui abdominal ventral si descoperirea

gubernacumulului testis, care traverseaza inelul inghinal intern - fig. 12.2.7.

Testiculul este adus in plaga prin tractionarea blanda a gubernacumulului

testis - fig. 12.2.8.
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Fig.12.2.7.Descoperirea gubernacumulului  Fig. 12.2.8. Tractionarea gubernacumulului
testis - din Igna C. — 2005 [51] testis - din Igna C. — 2005 [51]

Pensarea, ligaturarea simpla sau transfixicd si sectionarea cordonului
testicular realizeazd exereza testiculard. Sectionarea gubernacumulului testis

permite indepartarea (exereza) testiculului - fig. 12.2.9.

Fig. 12.2.9. Exereza testiculului
din Igna C. — 2005 [51]

Sutura plagii de celiotomie (sutura peritoneului si a tesutului fibros al liniei
albe se poate executa in surjet simplu (la cainii din rasele de talie mare ca si la
animalele obeze se recomandd sutura 1n puncte separate simple); sutura
tesutului conjunctiv subcutanat in surjet de tip endoversat cu material

resorbabil; sutura pielii in puncte separate simple cu fire neresorbabile).
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12.3. AFECTIUNILE PROSTATEI

12.3.1. Hiperplazia benigna a prostatei (HBP)

Hiperplazia benignd este o madrire in volum a prostatei datoratd hiperplaziei
glandulare si / sau metaplaziei scuamoase a parenchimului glandular. Ambele modificari
apar ca rezultat al tulburarilor hormonale la masculul necastrat [6].

Cainele este singura specie domesticd care prezintd aceastd afectiune, iar spre
deosebire de om la care se caracterizeaza numai prin hiperplazia celulelor stromale ale
tesutului periuretral, la caine apare pe langd hiperplazie si hipertrofia care determina
proliferare glandulara difuza si cresterea in volum si greutate a glandei [54, 62].

Hiperplazia glandulara poate fi Insotitd de alterarea stromei si aparitia chisturilor de
diferite dimensiuni [30, 31, 40]. HBP afecteaza animalele in varsta si poate fi considerata
fiziologica in anumite limite [31, 82, 97]. HBP afecteaza mai frecvent cainii necastrati
[16, 23, 32, 33]. Incidenta HPB la céinii necastrati variaza in functie de varsta, intre 16%
la cainii pana la doi ani, de 50-80% la ciinii de 5-8 ani si de 90-100% la cainii peste 9 ani
[15, 58, 92, 97].

Etiopatogeneza Boala apare ca urmare a modificarii echilibrului hormonal dintre
androgeni si estrogeni [15, 16]. Prostata este o glanda hormono-dependenta care prezinta
receptori pentru hormonii androgeni, estrogeni si progestageni [72].

In conditii normale dezvoltarea prostatei incepand de la mugurul embrionar
urogenital, precum si reglarea functiilor si structurilor sale, se realizeaza sub influenta
androgenilor. Testosteronul plasmatic patruns in tesutul prostatic este redus de cétre 5 o
reductazd si transformat in dihidrotestosteron (DHT), care reprezintd forma activa a
androgenilor la nivel celular. [30, 31, 58]. La nivelul celulelor prostatice DHT se fixeaza

puternic la nivelul receptorilor citosolici specifici (RC), [31].
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Complexul RC-DHT format este transferat in nucleul celulei prostatice unde se va
fixa pe receptorii specifici ai cromatinei, determinand sinteza unui ARNm, care reprezinta
vectorul necesar pentru sinteza noilor proteine plasmatice [31]. La cainii cu HBP
transformarea testosteronului in DHT este exagerata [72, 100], astfel incat concentratia
prostatica de DHT este de 3-4 ori mai mare decat cea a cainilor sanatosi [31].

Ewing, L.L. si colab. — 1983 [36], dozand DHT din tesutul prostatic obtinut de la
masculi sanatosi si de la masculi care prezentau HBP au observat ca concentratia de DHT
la cainii cu HBP nu este mai mare, intre cele doua determinari obtindndu-se diferente
nesemnificative. In timp ce concentratia testosteronului circulant este mai scizutd decat
normal [31], formarea estrogenilor pornind de la androgenii circulanti tinde sa creasca in
special 7 B estradiolul si estrona. Aceste modificari determina in final cresterea raportului
17 B estradiol/testosteron.La caine, 17 B estradiolul exercita un efect sinergic cu hormonii
androgeni in cea ce priveste cresterea tesutului prostatic, care se pare ca se realizeaza prin
cresterea numarului de receptori citosolici pentru androgeni [31]. Cuplarea androgenilor
circulanti la nivelul receptorilor citosolici induce o stimulare a celulelor prostatei in sensul
cresterii §i diviziunii. DHT poate fi transformat in doi metaboliti care posedd efecte
androgenice proprii : 3 o androstendiol (induce hiperplazia prostatei) si 3 B androstendiol
(responsabil de hipertofia prostatei).

Efectul cumulat al 17 B estradiolului si al DHT asupra receptorilor citosolici ar
explica hiperplazia glandulara, in timp ce efectul direct al 17 B estradiolului asupra
tesutului interstitial explica reactia stromald si posibil aparitia unei metaplazii scuamoase a
epiteliului glandular [2, 12, 37].

Pentru a explica concentratia crescutd a DHT de la nivelul tesutului prostatic s-au
emis mai multe ipoteze : cresterea 5 o reductazei de la nivel intracelular; diminuarea
activitatii 3 o cetoreductazei, enzima care intervine in catabolizarea DHT-ului; cresterea
numarului de receptori citosolici si/sau nucleari pentru androgeni sub actiunea estrogenilor
circulanti [26, 53, 103, 104].Desi, DHT intervine in mod sigur in patogenia HBP-ului,
mecanismul acumularii acestuia la nivelul glandei prostate, ramane in continuare

neelucidat [8, 31, 55,70].
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Simptomatologie. Majoritatea cainilor cu HBP nu prezinta semne evidente de boala,
evolutia fiind de cele mai multe ori asimptomatica [15, 16, 23]. Studiul lui Brown, D.L. si
colab. - 2004 [15] arata, ca, desi 100% din cainii in varsta, necastrati, aveau HBP, doar
1,5% prezentau simptome specifice afectiunii prostatice. Prostata hipertrofiatd poate sa
ramana in cavitatea pelvina sau sd ajunga in cavitatea abdominala [72]. Volumul prostatei
la cainii cu HBP este de 2 — 6,5 ori mai mare fatd de ciinii sdndtosi cu aceeasi greutate
[92]. Se intdlnesc simptome comune ale bolii de prostata si simptome specifice.

Simptomele comune grupeaza : alterarea starii generale, simptome urinare, digestive,
locomotorii. Alterarea starii generale, este un proces insidios si nu intotdeauna constant.
Se observa o diminuare a apetitului, scadere in greutate, reducerea vitalitatii. Frecvent,
aceste semne sunt puse pe seama varstei inaintate [72].

Simptome urinare Unul dintre semnele alarmante cel mai des observat este
eliminarea de sange la nivelul uretrei Intre mictiuni. Aceasta “falsd hematurie” este
prezenta la peste 50% din cainii care au boli de prostata [31, 55, 92]. Hematuria
intermitenta sau persistenta [16, 23, 72], poate avea la origine refluxul de sange de la
nivelul prostatei spre vezica urinard. Nu exista nici o corelatie intre intensitatea hematuriei
si gravitatea leziunilor prostatice [31, 55, 87].

Cainii bolnavi mai pot prezenta : incontinenta urinara, disurie, precum si polakiurie
[31, 72, 97]. Mai tarziu se poate ajunge si la anurie datoritda maririi glandei si presiunii
exercitate asupra uretrei. Din aceastd cauza peretii vezicii urinare se hipertofiaza si apare
cistita. De asemenea, se poate observa si prezenta sangelui in ejaculat [89, 92, 100].

Simptomele digestive debuteaza cu tulburarea defecatiei care se face cu dificultate,
fiind insotita de tenesme. Simptomul principal insa este coprostaza [16, 23, 31, 40, 72, 89,
92, 97, 99]. Excrementele au o consistenta durd si mai rar, dupa eforturi prelungite, sunt
eliminate cantitati reduse de fecale de consitenta lichida. Consecutiv eforturilor exercitate
de animal, prostata se deplaseaza in sens caudal fapt ce duce la agravarea coprostazei [72].

Simptome locomotorii pot fi observate uneori semne ca schiopatura, pareza sau
edemul membrelor posterioare, simptome care se instaleaza progresiv in cazul HBP ca
urmare a efectului de compresiune exercitat de glanda prostata marita in volum si greutate

[31, 97].
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Profilaxie. Prevenirea aparitiei HBP se face prin castrarea cdinilor inainte de
instalarea pubertatii, fapt ce duce la atrofia prostatei o data cu Indepartarea sursei de
testosteron [40].

La aproximativ 20% din cainii sterilizati, ca urmare a reducerii concentratiei de
testosteron apare incontinenta urinara. De asemenea, existd rase care sunt predispuse la
incontinenta urinard corelatd cu castrarea. Boxerii sunt afectati in proportie de 65%, iar
Dobermanii si Schnauzerii uriasi prezinta o predispozitie peste medie. Animalele castrate
prezinta un risc mai mare pentru hipotiroidism si ca urmare a scaderii a metabolismului au
tendinta spre obezitate [82].

Diagnosticul este sugerat de anamneza si examenul clinic care include palparea
abdominali si tuseul rectal [16, 23, 40]. In urma tuseului rectal se poate palpa o prostati
maritd in volum, simetrica, cu suprafata neteda, iar durerea provocata este de intensitate
redusa [72, 89]. O prostata hipertofiatd este deplasatd cranial si poate fi palpatd mai usor
transabdominal decat transrectal [31, 89]. Trebuie mentionat, ca la unele rase de caini, ca
de exemplu rasa Terrier, prostata poate ocupa in mod normal o pozitie intraabdominala si
apare intotdeauna mai voluminoasa [31].

Examenul citologic al ejaculatului sau al materialului recoltat prin masaj prostatic
releva hemoragie cu inflamatie medie, fard evidentierea infectiei sau a celulelor
neoplazice [23]. Celulele evidentiate in urma examenului citologic sunt de dimensiuni
mici i similare cu cele obtinute in urma examindrii unui fluid prostatic normal, dar se
poate evidentia si celule hipertofiate [81].

Analiza urinii poate releva un aspect normal [72], sau pot fi observate hematii
si/sau celule epiteliale scuamoase in numar mare [Wallace, M.S. — 1991]. Urocultura
poate fi negativa [99].

Examenul radiologic confirma prostatomegalia [38, 89]. Aspectul ecografic este
acela a unei glande marite in volum de pana la patru ori, in cazuri severe. Prostata poate fi
simetricd sau asimetrica, neteda sau nodulara si adesea nu se mai pot distinge cei doi lobi
[27]. Ecogenitatea parenchimului prostatic variaza de la hipoecogen la hiperecogen (fig.

12.3.1.1) iar ecostructura, in majoritatea cazurilor, este omogena [27, 99].
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Uneori apar zone hiperecogene, punctiforme, care se considera ca sunt datorate

fenomenelor de fibroza sau calcificare. Alteori pot fi observate chisturi intraparenchimale.

DORERNANN, 8, FANIALORD

Fig. 12.3.1.1. Hiperplazie benigna a prostatei
dupa Codreanu, M.D. si Diaconescu, Al. — 2003 [27]

Toate aceste modificari, care induc aspectul neomogen al parenchimului prostatic,
impun diagnosticul diferential fatd de prostatite si neoplasme.

Tratamentul

e Tratamentul chirurgical Castrarea chirurgicala, orhidectomia, reprezinta
tratamenul cel mai eficient in cazul HBP [23, 97, 99], nefiind urmata de aparitia efectelor
secundare [72]. Dupa orhidectomie, prostata involueaza semnificativ in cateva saptamani,
iar dupa cateva luni involutia este completa [23].

Guo, X. si colab. - 2003 [46], investigand eficacitatea ligaturarii canalelor deferente
si venelor aferente, atat In scopul prevenirii HBP cat i in scop terapeutic, constatd atrofia
tesutului prostatic consecutiv acestei interventii.

Castrarea chimica reprezintd o alternativa a orhidectomiei si consta in administrarea
de Neutersol care contine gluconat de zinc neutralizat cu arginina. Greutatea prostatei se
reduce in medie cu 52% in acest caz, iar atrofia este confirmata histologic [15].

Prostatectomia reprezintd o alta alternativa in tratamentul HBP, insa operatia este
foarte dificil de executat si expune animalul la mari complicatii. La noi in tara O. Vladutiu
si D. Boerescu au facut primele operatii de prostatectomie la cdine pe cale abdominala.
Lamy, bazandu-se pe principiile chirurgiei umane descrie tehnica operatorie a

prostatectomiei la cdine pe cale abdominala [98].

310



Igna Violeta

Existd la ora actuald mai multe procede tehnice de realizare a prostatectomiei:
chirurgicale clasice (prostatectomiea totald, subtotald, subtotala intracapsulard) [4, 47, 51]
si endoscopice (laser, ultrasunete, radiofrecventd, lizd enzimatica, electovaporizare) [11,
39, 43, 48, 64, 73].

Prostatectomia totala [4, 47, 51,]

Pregatirile preoperatorii sunt clasice, necesare pentru creerea campului operator
prin tunderea regiunii perianale, spalare cu apa, sapun steril, antiseptizare repetata,
irigarea cavitatii vaginale cu solutii de antiseptice (clorhexidina).

Anestezie: generala cu narcoza inhalatorie.

Contentie. in decubit dorsal.

Timpi operatori

Cateterizarea uretrei si celiotomie ventrald paramediana — fig. 12.3.1.2. La
cainii tineri sau pentru o executie mai usoara poate fi nevoie de osteotomie
pubiana [51].

Bascularea vezicii urinare cu fata dorsala spre chirurg, identificarea

canalelor deferente si sectionarea acestora intre doud ligaturi cu catgut — fig.

12.3.1.3.
B Tt
— N TS
-~ (’ ~ {
N

-
Fig. 12.3.1.2. Celiotomie ventrala Fig.12.3.1.3 Sectionarea canalelor
paramediana - din Igna C. — 2005 [51] deferente - din Igna C. — 2005 [51]

311



Reproductie, obstetrica si ginecologie canind

Disectia prostatei prin incizarea capsulei sale conjunctive si dilacerarea
boanta, ligaturand ramurile vasculare care converg spre vezica urinard —
fig.12.3.1.4. Atentie la ramurile vasculare si nervoase dorsale. Hemoragia este

controlatd prin electrocoagulare si ligaturi vasculare. Sectionarea uretrei

inainte de colul vezicii urinare si respectiv dupa glanda prostata — fig.

12.3.1.5.

Fig. 12.3.1.4. Incizia capsulei Fig. 12.3.1.5. Sectionarea uretrei
din Igna C. — 2005 [51] din Igna C. — 2005 [51]

Inlaturarea prostatei si reintroducerea sondei uretrale in vezica — fig.
12.3.1.6.
Apropierea capetelor uretrei si anastomozarea ei prin puncte separate de

catgut sau PDS amplasate in tunica uretrala, fara a fi perforante — fig. 12.3.1.7.

~
——
Fig. 12.3.1.6. Exereza prostatei Fig. 12.3.1.7. Anastomoza uretrei
din Igna C. — 2005 [51] din Igna C. — 2005 [51]
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Lavajul cavitatii abdominale. Repunerea vezicii urinare in cavitatea
abdomeno-pelvina. Plasarea omentului in jurul anastomozei uretro-vezicale.
Refacerea integritatii peretelui abdominal.

In prostatectomia subtotald sectionarea uretrei inainte de colul vezicii urinare se
face cu bisturiul electric, intrand cca Smm 1n masa prostatei (se conserva cu certitudine
sfincterul vezical, prevenind incontinenta urinard). Ceilalti timpi operatori sunt similari
prostatectomiei totale.

Prostatectomia subtotald intracapsulara. Incizia cu bisturiul electric a septului
median ventral al prostatei. Excizia cu bisturiul electric a parenchimului prostatic cu
exceptia a 2-4 mm care ramane aderent la capsuld. Se rezeca si uretra cu exceptia unei
punti de 3-5mm situate pe fata ei dorsald. Lavajul caAmpului operator. Sutura capsulei
prostatice peste cateterul inserat in vezica. Sutura este biplan: I- surjet simplu cu PDS; Il
surjet endoversat cu PDS sau cu polygliconate (Maxon).

Ingrijiri postoperatorii. Monitorizarea cu atentie a urinarii — incontinenta urinari
este frecventd dupa prostatectomia totald. Cateterul uretral se mentine timp de 10 zile,
fixandu-l printr-un punct de suturd la marginile orificiului preputial. Administrarea
zilnica pe cateter a antisepticelor urinare (albastru de metilen, metenamin, uroformin, etc)
previne aparitia si/sau evolutia infectilor urinare. Protectia plagii operatorii prin
imbracare cu o camasd Alfort si/sau un colier Elisabethan. Antisepsia zilnica a plagii
operatorii cutanate. Antibioticoterapie profilactica timp de 7-10 zile. Fluido-terapie.
Alimentatie dieteticd, evitdnd constiparea animalului. Firele suturii tegumentare se
inlatura dupa 7-10 zile.

e Tratamentul medicamentos se aplicd in cazul in care cainii trebuie
mentinuti intacti pentru reproducere [23, 56, 89, 92], sau cand proprietarul refuza castrarea
[89]. Se bazeaza pe administrarea de: antiandrogeni, antiestrogeni, progestative si
inhibitori de 5 a reductaza.

Antiandrogeni — inhiba sinteza androgenilor endogeni, fapt ce duce la tulburiari ale
spermatogenezei, iar utilizarea lor timp indelungat poate avea din punct de vedere al

capacitatii de reproductie, aceleasi efecte nedorite ca si castrarea [23].
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Acetatul de delmadinona (Delminal) — se administreaza in doza de 1-2,5 mg/kg, pe
cale s.c., cu rapel dupa o luna [31]. Aplicand acest protocol terapeutic Mialot, J.P. — 1984
[72], a observat o reducere a dimensiunilor prostatei la 80% din cazuri si vindecare totala
la 34% din cazuri.

Acetatul de cyprotenona (Androcur) este cel mai activ dintre androgeni,
administrandu-se in doza de 1,5-5 mg/kg pe cale orala timp de 15-30 de zile [31, 72].

Flutamid (Eulexin) se administreza in doza de 5 mg/kg pe cale orala timp de 15 zile
(25). Acest produs nu afecteaza libidoul sau calitatea spermei [92].

Osateron-acetatul administrat in dozd de 0,2-0,5 mg/kg pe cale orala timp de o
saptamana induce initial o ratad a regresiei prostatice de 62,6%, dupa care cresterea in
volum se reia [96].

In timpul administrarii antiandrogenilor se recomanda supravegherea permanenti a

glicemiei, deoarece exista riscul aparitiei diabetului zaharat [31].

Estrogenii s-au utilizat in terapia HBP datorita proprietatii acestora de a reduce
concentratia de hormoni androgeni, prin inhibarea secretiei de gonadotropine de la nivelul
glandei hipofize [89]. Au fost propuse diferite protocoale care vizeaza administrarea de
Stilbestrol si Dinestrol. La ora actuald estrogenii nu se mai utilizeazd in terapia HBP
datoritd efectelor secundare produse : aplazie medularda grava, metaplazie scuamoasa,
staza secretiilor ca urmare a obstructiei ductale, formarea de chisturi si favorizarea
infectiilor prostatei [23, 72, 89, 92].

Kawakami, E., si colab. — 2001 [61], au observat ca in urma administrarii
benzoatului de estradiol timp de 30 de zile la masculii sanatosi, concentratia plasmatica
periferica a testosteronului s-a redus la jumatate, iar volumul testiculelor s-a redus cu pana
la 88% din valorile initiale. Numarul de spermatocite, spermatide si spermatogeneza din
tubii seminiferi ai cainilor tratati cu benzoat de estradiol au fost semnificativ scazute. De
asemenea s-a inregistrat o marire in volum a prostatei cu 130% prin micsorarea grosimii

epiteliului glandular si prin largirea lumenului glandular.
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Antiestrogeni. Tamoxifenul poate determina reducerea dimensiunilor glandei in

HBP, dar nu inhiba proliferarea stromala produsa de androgeni [41, 89].

Progestativele.

Megestrol acetatul se administreaza in doza de 0,5 mg/kg, timp de 10 zile [23]. Root
Kustritz, M.V. 2001 [89] recomanda utilizarea aceleasi doze (0,5 mg/kg) pe o durata de
4-8 saptamani. Megestrol acetatul micsoreaza concentratia de DHT, prin reducerea
numarului de receptori pentru hormoni androgeni si prin inhibarea cuplarii DHT-ului la
nivelul acestor receptori [89]. Mai poate determina si inhibarea 5 o reductazei. in urma
administrarii megestrol acetatului nu este afectatd productia de sperma si fertilitatea, dar in
cazul in care nu se aplicd un tratament de lunga durata HBP poate reapare intr-un interval
de 10-24 de luni [89].

Medroxiprogesteron acetatul actioneaza similar dietilstilbestrolului, inhiband prin
feed-back negativ eliberarea hormonului gonadotrop (LH) de la nivelul hipofizei ceea ce
determind scaderea nivelului seric al testosteronului §i concomitent micgorarea
dimensiunilor glandei [5,105]. Doar la 53% din cainii tratati cu medroxiprogesteron acetat
s-a Inregistrat o scddere detectabild a dimensiunilor prostatei, dupa 6 sdptamani de

tratament. Ca efecte secundare s-au constatat diabetul zaharat si hipotiroidismul [92].

Inhibitori de 5 a reductazda. Spre deosebire de om, la care prostata contine doar 5 o
reductaza de tip II, prostata cainelui contine ambele tipuri de reductaze (tip I si II), fara o
distributie specifica intr-un lob sau altul al glandei [28, 29, 92].

Chlormadinol acetat determina micsorarea glandei si remisia semnelor clinice, dar
poate determina reducerea fertilitatii [59, 60, 83, 89, 91].

Finasterida este un inhibitor steroid sintetic al 5 o reductazei de tip Il. Finasterida in
doze de 1-5 mg/kg acesta determina atrofia ambelor componente structurale ale glandei
(stromala si glandulara) avand drept rezultat reducerea greutatii si volumului glandei.
Dimensiunea prostatei se reduce semnificativ dupd patru saptdmani de tratament, cu un

grad de atrofie maxim dupa sase saptamani [58, 89].
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Se considera ca si tratamentul cu doze scazute de finasterida (0,1-0,5 mg/kg) este
eficient pentru ca determina o scadere semnificativa a nivelului plasmatic de DHT, fara a
afecta nivelul testosteronului [57, 89, 92]. Finasterida s-a administrat in doza de 0,5-1
mg/kg timp de 16-21 saptamani. Volumul prostatei s-a redus cu 30% (51), s-au chiar cu
50-70% [63, 92]. S-a constatat ca datoritd reducerii secretiei prostatice cainii nu au putut
ejacula, dar acest efect a fost reversibil dupa 6-8 saptamani de la incetarea tratamentului.
Imperecherile efectuate dupa 20-22 saptimani de la inceperea tratamenului au fost fertile.

S-a studiat si efectul inhibarii aromatazei pentru a se putea elabora un protocol
terapeutic pentru cainii cu HBP. Rezultatele obtinute sugereaza ca inhibarea activitatii

aromatazei nu reprezinta un tratament eficient pentru HBP [52].

12.3.2. Metaplazia scuamoasi a prostatei

Reprezintd o marire in volum a glandei, de naturd non-canceroasa, care apare ca
urmare a stimularii estrogenice [23]. Se caracterizeaza prin prezenta chistilor mai mult
sau mai putin voluminosi, localizati cel mai adesea la nivelul polului cranial al glandei
[31] si prin metaplazie scuamoasa a epiteliului glandular [72].

Etiopatogeneza. Metaplazia scuamoasa apare fie ca urmare a administrarii
estrogenilor prin aport exogen, fie ca urmare a producerii lor de catre celulele Sertoli care
au suferit o transformare tumorala (sertolinom) [23, 72, 97].

Simtomatologia este asemanatoare cu cea din celelalte boli ale prostatei, neexistand
simptome caracteristice [31].

Diagnosticul ~ se suspicioneaza pe baza anamnezei, care aduce informatii
importante cu privire la faptul ca animalul a fost supus unui tratament hormonal cu
estrogeni. La tuseul rectal se palpeaza o prostata hipertrofiata, asimetrica, cu suprafata

neregulata, cu zone de fluctuentd, iar durerea fiind redusa sau absenta [72].
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Examenul citologic al fluidului prostatic evidenfiaza un numar mare de celule
epiteliale, de dimensiuni mari, care prezinta peretele citoplasmatic angulat si nucleii
picnotici. Aceste celule sunt similare cu cele ale catelelor in estru [81].

Examenul radiologic pune in evidentd chisti prostatici asociati cu metaplazie
scuamoasa [31]. La examenul urinii nu se constatd modificari cu exceptia cazului in care
chistii asociati metaplaziei scuoamoase se suprainfecCteaza si determind aparifia piuriei
[31]. Examenul hematologic este negativ [72]. Examenul ecografic pune in evidenta
chisti asociati metaplaziei scuoamoase [31].

Tratamentul metaplaziei scuoamoase include orhidectomia pentru a inldtura sursa
endogena de estrogeni, care se produc la nivelul testiculelor [97], precum si din stoparea

administrarilor de estrogeni pe cale exogena [72, 97].

12.3.3. Neoplasmele prostatei

Neoplasmele prostatei apar mai ales la cainii batrani necastrati dar se intalnesc si la
animalele tinere, precum si la céinii castrati chirurgical, fiind afectiuni rar intlnite la cini
in comparatie cu omul [40, 72, 79, 97]. Neoplasmele prostatice reprezintd doar 5-7% din
totalul leziunilor prostatice [99]. Pentru Waters, D.J. si Bostwich, D.G. — 1997
[101]cancerul de prostata este cauza primara a mortii la 40% dintre caini.

Tipul tumoral cel mai des intalnit la caini este adenocarcinomul de prostata (PAC) —
fig. - 12.3.3.1. [89, 99] a carui prevalenta reprezinta 0,3 -16% din leziunile prostatei [31].
Adenocarcinomul de prostata se dezvolta din celulele secretoare ale glandei, are potential
malign maxim. Apare intr-un procent mai ridicat la cainii castrati chirurgical decat la cei

necastrati [15, 79].
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Fig. 12.3.3.1. Neoplazie prostatica (original)

Varsta medie de aparitie a adenocarcinomului este intre 9-10 ani [15, 17, 89].

Studii limitate indica sterilizarea drept factor de risc pentru dezvoltarea neoplaziei
pentru ca, contrar ideii generale cd aceasta ar reduce riscul de aparitie al cancerului
prostatei [99]. Daca la masculii necastrati acesta are incidenta scazutd, in urma castrarii
riscul de aparitie al adenocarcinomului creste de 4,3 ori [15, 79].

De asemenea, cdinele este singura specie, in afara omului, la care apare spontan si
neoplasmul prostatic intraepitelial (PIN) [101]. PIN este un marker semnificativ pentru ca
evidentiaza carcinogeneza precoce care apare in glanda.

Datorita faptului cd multe tipuri de cancer de la cdine apar si la om, s-a ajuns la
ipoteza conform careia prin identificarea markerilor de prostata la caine, acestia ar putea
avea relevanta pentru chimiopreventie la om [50, 67, 71, 101]. Aceasta ipoteza se pare ca
se infirmd, neexistdnd un antigen prostatic specific in sangele cainilor ca si in cazul
oamenilor [10, 35].

Etiopatogeneza Neoplasmelor de prostata este necunoscuta [72], iar relatile dintre

crestere tumorala si statusul hormonal nu sunt inca clar stabilite [31].
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Spre deosebire de adenocarcinomul de prostatd de la oameni, in care androgenii
testiculari contribuie semnificativ la dezvoltarea neoplazica, in cazul cainelui, acesta se
pare ca se dezvolta independent de activitatea hormonilor androgeni testiculari [89, 97],
dar dependent de hormonii androgeni de origine suprarenala [31].

Madewell, B.R. si Gandour, E.R. — 2004 [69], au descoperit simultan cu
adenocarcinomul de prostatd si neoplasmul prostatic intraepitelial la unul din trei
carcinoame examinate. Neoplasmele prostatice au o crestere lenta si metastazeaza rapid in
nodulii limfatici regionali, in oasele bazinului, coaste, spata, falange, precum si metastaze
viscerale (ficat, splina, mezenter si pulmon) [31, 40, 89, 97, 99].

Simptomatologia neoplasmelor prostatei este similara celei intalnite in alte afectiuni
prostatice in care are loc cresterea in volum a glandei. Se constata febra, prezenta sangelui
in urina sau fecale si constipatie [17, 23]. Daca neoplasmul prostatic se infiltreaza in uretra
apare disuria, sau obstructia uretrala [23]. Alte semne observate: anorexie, dificultate la
defecare, pierderi in greutate. Poate apare si secretie uretrali sangvinolenta [89,99]. In
stadiu avansat, datoritd aparitiei metastazelor osoase, apar dureri articulare care vor
determina mers rigid si slabiciune la nivelul membrelor posterioare [17, 89, 99].

Diagnosticul se suspicioneazd un neoplasm prostatic atunci cand apare la cainii
castrati prostatomegalie [17], sau obstructie uretrald cauzata de prostata [23]. Pentru
confirmarea diagnosticului trebui coroborate rezultatele mai multor examene.

Examen clinic. In urma tuseului rectal prostata apare marita in volum, asimetrica, cu
suprafata neregulatd, de consistenta ferma, iar durerea produsa este variabila ca intensitate,
ceea ce denota prezenta aderentelor intre prostata si tesuturile invecinate. [72, 89, 99].

Examenul citologic care evidentiaza celule cu nucleii mari si cu nucleoli
proeminenti [81]. Aspectul citologic al neoplasmului prostatic intraepitelial canin este
identic cu cel uman [101].

Examenul histologic evidentiazd in afara adenocarcinomului de prostata si
neoplasmul prostatic intraepitelial si alte tipuri de neoplasme : carcinomul cu celule
nediferentiate, carcinomul celulelor de tranzitie, leiomiosarcoamele si limfoamele
primitive [17, 3], 89, 99].
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Examenul biochimic. Mialot, J.P. — 1984 [72] sustine cda nu are loc cresterea
fosfatazei acide la cainii cu cancer prostatic, dar alti autori stabilesc diagnosticul tocmai pe
nivelul crescut al acestei enzime [88].

Examenul radiologic este de real folos si permite evidentierea unor semne care ar
putea sugera o leziune prostaticd cu caracter invaziv, malign. Aceste semne sunt
urmatoarele : conturul neregulat al prostatei, colul vezical este putin sau deloc vizibil —

fig. 12.3.3.2. si pot fi prezente de asemenea calcificari intraprostatice [72, 89, 99].

Fig. 12.3.3.2. Adenocarcinom prostatic (original)
Legenda
r — rectul
p — prostata
VU — vezica urinara
c — cateter radiopac

Pe de altd parte, datoritd faptului ca tumorile prostatei pot metastaza in ganglionii
lombo-aortici si in o0ase, este necesard o examinare sistematicd regionald pentru
descoperirea adenopatiei sau a leziunilor osoase [72]. Uretrografia permite precizarea
dimensiunilor prostatei si poate oferii date suplimentare referitoare la natura leziunilor
prostatice [72]. Susil, R. si colab. — 2003 [95], au utilizat rezonanata magnetica (MR)
pentru a monitoriza distributia substantelor de contrast injectate la nivelul prostatei si n
jurul acesteia.

Examenul ecografic. Prostata apare mult marita in dimensiuni, are forma neregulata,

silonul median nu mai poate fi decelat, iar ecostructura este neomogena (fig. 12.3.3.3.).
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Zonele hiperecogene pot fi mici, dispersate in tot parenchimul glandular sau
dimpotriva pot fi extinse [27]. Se pot observa si zone calcificate si leziuni de tip cavitar

chistic [27, 89].
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Figura. 12.3.3.3. Neoplasm de prostata.
dupa Codreanu, M.D. si Diaconescu, Al. — 2003 [27]

Diagnosticul poate fi confirmat prin biopsie ecoghidata [23, 27, 40].

Prognosticul este grav pentru ca majoritatea cdinilor sunt diagnosticati cu
sunt mult limitate [72, 89, 97].

Profilaxia. Castrarea nu previne aparitia adeneocarcinomului de prostatd, ci
determind cresterea riscului de aparitie a acestuia [17]. Animalele castrate prezintd o
prevalenta mai mare a metastazelor pulmonare [62].

Tratamentul este ineficient in stadiile avansate ale bolii [42]. Chimioterapia
determind doar o regresie temporard a tumorii §i a simptomelor, iar durata supravietirii
este de 3-4 luni [97, 99]. Radioterapia poate atenua temporar simptomele [17, 99], dar nu
reprezintd o optiune de tratament, datoritd ratei mari de raspandire in limfonodurile
regionale si la nivelul coloanei vertebrale. Mai poate determina aparitia de colite, uretrite
si cistite [99]. Durata de supravietuire dupa radioterapie este de 140-150 zile.

Prostatectomia este dificil de realizat si este urmata de complicatii [72].
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Cea mai frecventa complicatie este incontinenta urinara, care apare in 85-100% din
cazuri [31, 89]. Poate apare si necroza iatrogena a colului vezical, stenoza cicatriciale
uretrale sau dehiscenta suturii uretrale.

Tratamentul medicamentos. Cotard, J.P. — 1992 [31], folosind un antagonist al LH-
RH-ului de tipul triptorelinei sau decapeptilului in doza de 50 g/kgcorp pe cale i.m. timp
de 3 luni a obtinut remisiuni cu o durata de 10-12 luni. Studii recente[42 sugereaza ca prin
asocierea de Mitoxantrona si Piroxicam se pot obtin efecte utile.. Un astfel de protocol se
bazeaza pe utilizarea combinatd a radioterapiei in trei reprize la interval de doua
saptamani, cu administrarea de Mitoxantrona o data la doua saptamani timp, de cinci ori
si cu administrarea zilnica de Piroxicam

Terapia fotodinamica (PDT) constituie un tratament invaziv minim care poate fi
aplicat in cazul cancerului de prostata. Fotosensitizatorul este activat de lumina (laser),
declansand distructia tesuturilor biologice [3, 24, 90]. Din punct de vedere histologic dupa
tratament s-a observat: edemul tesuturilor, infiltratii cu celule inflamatorii, distructii
glandulare excesive cu necroza hemoragica. Colagenul intraacilar si fibrele nervoase au
ramas intacte. Trebuie mentionat faptul ca In urma aplicdrii PDT la nici un animal nu a

aparut incontinenta urinara [24].

12.3.4. Chisturi prostatice si paraprostatice

Chisturile pot fi congenitale sau dobandite, in cadrul speciei canine ele fiind
clasificate in: chisturi asociate hiperplaziei benigne; chisturi asociate metaplaziei
scuoamoase; chisturi de retentie; chisturi paraprostatice [31].

Etiopatogeneza Chisturile asociate hiperplaziei benigne apar ca urmare a dilatarii
acinilor datorita obstructiei canalelor care transporta secretiile prostatice spre uretra [89,
97], asociat cu cresterea secretiilor prostatice datorita hiperplaziei [31]. Apar sub forma
unor cavitati chistice multiple [31]. Chisturile asociate metaplaziei scuoamoase care au
Ccresterea estrogeno-dependenta [15,19, 31, 89]. Chisturile de retentie sunt asociate altor

leziuni prostatice cum ar fi prostatita cronica sau neoplaziile [30].

322



Igna Violeta

Chisturile paraprostatice se formeaza ca urmare a dilatarii vestigiilor canalelor
Miiller [27, 31, 44, 97, 99], sau au la origine un hematom sau o colectie seroasa locala
[25, 31]. Se prezinta sub forma unor « saci » cu continut lichid, adiacenti glandei, cu care
pastreaza legatura prin intermediul unui pedicul subtire sau a aderentelor tisulare [19, 97].
Dezvoltarea lor incepe imediat dupa nastere, insd raman in forma simptomatica, fiind
descoperite intamplator [19]. Chisturile paraprostatice sunt localizate cel mai frecvent
cranio-lateral sau caudal de vezica urinara si prostata [89].

Simtomatologie. Semnele clinice apar doar atunci cand chisturile ating dimensiuni
mari si produc compresie la nivelul organelor interne [24] sau cand acestea se
suprainfecteaza [19]. Simptomele sunt similare cu cele semnalate la alte afectiuni ale
prostatei, in care volumul acesteia creste semnificativ si constau din: dificultate la
defecatie si mictiune, meteorism abdominal [89], bombarea regiunii perineale, prezenta
sangelui in urind, iar ocazional animalul poate prezenta incontinenta urinara 19]. Prin
furou se poate elimina o secretie clara, galbend, tulbure sau sangvinolentd ca urmare a
presiunii exercitate asupra prostatei [Br19].

Diagnosticul. La examenul transrectal se poate palpa o prostatd maritd in volum,
asimetrica, cu suprafata neregulata, iar durerea produsa este redusd sau absenta. Uneori,
in urma tuseului rectal se poate palpa, o prostatd normald in portiunea caudald, datorita
faptului ca unii chistii se formeaza in portiunea anterioard a prostatei, ating dimensiuni
foarte mari si se deplaseaza in cavitatea abdominala. Trebuie mentionat de asemenea ca
doar chistii care se dezvoltd in tesutul prostatic vor deforma glanda, iar cei dezvoltati la
periferie nu produc deformarea glandei [72]. Examenul urinii si cel hematologic nu releva
nici 0 modificare cu exceptia cazului in care chistii se suprainfecteaza transformandu-se
in abcese, iar la analiza urinii se poate observa piurie [30, 31, 68]. Examenul radiologic
evidentiaza prostatomegalie aparenta [89]. Datoritd faptului ca chisturile paraprostatice
ating dimensiuni foarte mari, ele apar pe radiografii ca o a doua vezica urinarda [99].
Uretocistografia reprezinta o tehnica radiologica care permite diferentierea formatiunilor

chistice fata de tesuturile invecinate [19].
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La examenul ecografic se observa fie chisturi numeroase de dimensiuni mici care
imprima ecostructurii parenchimului prostatic un aspect difuz hipoecogen, fie chisturi de
dimensiuni mari care prezinta toate caracteristicile unei formatiuni de tip vezicular — fig.
12.3.4.1. continut anecogen, inconjurat de un perete subftire, hiperecogen, distal aparand

fenomenul de intarire posterioara .
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Fig. 12.3.4.1. Chist prostatic voluminos
dupa Codreanu, M.D. si Diaconescu, Al. — 2003 [27]

Chisturile paraprostatice au aspect ecografic tipic de vezicula plina cu lichid,
anecogend, avand peretete de grosime variabild, iar ca dimensiune sunt in general
voluminoase, putand fi adesea confundate cu vezica urinard, situatie in care se impune

efectuarea unui cateterism uretral in scopul stabilirii diagnosticului diferential [27].

Profilaxie. Castrarea cainilor inainte de aparifia maturitatii sexuale poate reduce
incidenta aparitiei formatiunilor chistice [19].

Tratamentul consta din rehidratare daca animalul este deshidratat, cateterizare
urinard in caz de obstructie precum si din antibioterapie pentru infectiile bacteriene
secundare [19]. Tratamentul specific consta in: omentalizarea cavitatii chistului, drenajul

chirurgical, marsupializare sau excizia totala a chistului 19, 23, 31, 89, 97].
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12.3.5. Prostatitele

Prostatita reprezinta inflamatia parenchimului prostatic, fiind de cele mai multe ori
de natura bacteriana si poate evolua sub forma acuta sau cronica [21, 31]. Sunt Intalnite
mai frecvent la cainii necastrati in varsta [21]. Prostatitele bacteriene reprezinta cea dea
doua afectiune comuna a prostatei dupa hiperplazia benigna [40, 97].

Etiopatogeneza. Hiperplazia benigna a prostatei predispune la aparitia prostatitelor
prin crearea unui mediu favorabil pentru dezvoltarea bacteriana [89, 99]. Infectia
prostatei mai poate apare consecutiv metaplaziei scuoamoase sau neoplaziei prostatice,
toate producand alterarea mecanismelor de aparare impotriva patrunderii retrograde, a
germenilor din fluxul urinar, precum si prin reducerea proprietatilor bactericide ale
fluidului prostatic [89]. Contaminarea prostatei se produce cel mai frecvent pe cale
ascendenta, din uretra [23, 27, 89, 99] si mai rar de la nivelul unor focare infectioase
localizate la nivel renal sau vezical, sau ca urmare a unei orhite si/sau epididimite [31].

Microorganismele implicate in producerea prostatitelor sunt: Escherichia coli,
Mycoplasma spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., precum si
microorganisme din genurile Enterobacter, Haempohilus, Pasteurella si Klebsiella [23,
31, 89, 97, 99]. Brucella canis poate induce infectie la nivelul prostatei dar afecteaza de
obicei tesutul testicular [89, 97, 99]. Ocazional pot apdrea si infectii de natura fungica
[99], sau viralad [97].

Simtomatologie. Prostatita acuta evolueazd cu febra, depresie, anorexie si cu
dificultati la urinare sau defecare [99]. Cainii afectati pot prezenta un mers rigid, nesigur
si edeme ale membrelor posterioare ca urmare a blocarii vaselor limfatice 21, 72, 89].
Mai pot fi prezente hematuria si infertilitatea [21, 89]. La nivelul uretrei se poate observa
o secretie tulbure sau sangvinolenta [21, 99]. Voma poate apare ca urmare a unei
peritonite localizate [21], iar deshidratarea, septicemia si socul pot aparea la cazurile
severe de prostatita bacteriana acuta [24].

Prostatita cronica evolueazd de obicei asimptomatic [72]. La unii céini singurul

indiciu al prostatitei cronice este prezenta infectiei recurente a tractului urinar.
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Prostatita bacteriana cronica poate duce in timp la infertilitate [21, 24]. Barsanti, J.
si Finco, D. — 1984 [6], examinand calitatea spermei la cdinii, la care au indus prostatita
bacteriana cronicd cu ajutorul lui Escherichia coli au observat ca procentul de sperma
normala s-a redus considerabil de la 92 la 61.

Profilaxia se realizeaza prin castrare, observandu-se o frecventda mai mare a
prostatitelor la cainii necastrati decat la cei castrati [89].

Diagnosticul. Anamneza, examenul clinic si radiologic pot sugera prezenta unei
prostatite bacteriene acute [24].

In prostatita acutd, la tuseul rectal prostata apare marita in volum, cu simetrie
variabila si dureroasa la palpare [72, 99]. Suprafata poate fi neteda sau destul de frecvent
neregulata [72]. La examenul citologic se evidentiaza un numar mare de neutrofile si un
numar redus de macrofage. Neutrofilele prezintd procese de cheratoliza datoritd prezentei
bacteriilor [81]. Examenul bacteriologic al lichidului prostatic este pozitiv [65, 66].
Examenul urinei releva prezenta leucocitelor, eritocitelor [72] si bacteriemiei [24, 89].
Urocultura va fi pozitiva [89, 99]. Examenul radiologic evidentiaza prostatomegalie, iar
in unele cazuri si peritonita localizata [99]. Examenul hematologic. Apare leucocitoza cu
monocitoza si neutrofilie [23, 72, 89]. Testele biochimice sunt negative [72].

Aspectul ecografic in prostatita poate fi similar cu cel din hiperplazia benigna. Se
constatd marirea in volum a glandei, simetricd sau nu, in functie de evolutia focala,
multifocald sau difuzd a procesului inflamator. Ecostructura prostatei este de obicei,
heterogena, zone hipoecogenee slab delimitate alternand cu zone hiperecogene. Capsula
prostatei este de obicei intactd, iar limfadenopatia locoregionald este prezentd, dar
moderata [27].

Prostatita cronica poate fi suspicionatd pe baza infectiei recurente a tractului
urinar. Se mai poate suspiciona pe baza scaderii calitatii materialului seminal, reducerii
libidoului asociat cu dureri ale prostatei in timpul ejaculdrii. La tuseul rectal prostata este
asimetrica, cu suprafata neregulata, iar durerea este redusa sau absenta [21, 23, 72].

Biopsia prostatica este un test definitiv in diagnosticarea prostatitelor la caine [89].
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Tratamentul constd in antibioticoterapie si castrare [23, 72]. Castrarea este
recomandata datoritd faptului ca infectia este mai usor de eradicat la clinii castrati decat
la cei necastrati, pentru ca Tn urma ei se produce involutia hiperplaziei benigne a prostatei
care a favorizat instalarea prostatitei [89, 99]. Nu toate antibioticele din circulatia
sistemica pot patrunde in tesutul prostatic, datoritd existentei unei bariere fiziologice,
intre fluxul sangvuin si prostati [40]. In prostatita acutd, bariera hemato-prostatica nu
mai functioneaza lucru care favorizeaza difuzarea antibioticului la nivelul tesutului
prostatic [89, 97, 99].

La alegerea medicamentelor trebuie sd se tind cont de trei parametri: -
liposolubilitate - cu cat un medicament este mai liposolubil cu atat va difuza mai bine la
nivelul tesutului prostatic; - gradul de cuplare la proteinele plasmatice - difuzie in
procent scazut dacad legatura formata este puternica [31]; - pH-ul secretiilor prostatice
care in mod normal, ca si in cea mai mare parte a prostatitelor este acid, iar pentru a
realiza concentratii eficiente in tesutul prostatic pKa medicamentului trebuie si fie
crescut.

Printre antibioticele cu difuzare scazuta in tesutul prostatic datorita liposolubilitatii
reduse. Root Kustritz, M.V. — 2001 [89] enumera: tetraciclinele, aminoglicozidele,
cefalosporinele si ampicilinele.

Medicamentele antiinfectioase care poseda o functie bazica si pot fi utilizate in
tratamentul prostatitelor sunt: Trimetroprimul, Eritomicina si Norfloxacinul. Daca
prostatita este produsd de germeni alcalinizanti, pH-ul secretiilor prostatice devine
alcalin, iar pKa medicamentului trebuie sa fie scazut si deci sa contina functie acida.
Astfel actioneaza : cefalosporinele, betalactaminele si tetraciclinele [Cotard, J.P. — 1988
si1992] .

Prostatitele bacteriene acute trebuie agresiv tratate cu antibiotice pe o durata
variabila de la 1-4 sdptamani urmate de reexaminarea urinii si a fluidului prostatic la
perioade variabile de timp de la sistarea antiboterapiei pentru a ne convinge ca infectia
locala a fost tratata. Tratamentul mai cuprinde administrarea de analgezice si rehidratare.

Dupa ce infectia este sub control se recomanda castrarea [23].
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In prostatita cronicd administrarea antibioticelor trebuie sa se faca timp indelungat
datorita faptului ca acestea difuzeaza cu dificultate n prostatd [72], ca urmare a existentei
in stare functionald a barierei hematoprostatice [100]. Mai poate intervenii si fluxul
sangvin redus si fibroza glandei aparuta in aceasta forma [99]. O eficienta crescuta in
tratamentul prostatitelor cronice au medicamentele cu grad de solubilitate mare ca:
Eritomicina, Cloramfenicolul, Trimetoprimul, Enrofloxacinul, Ciprofloxacinul si
Carbenicilina. Majoritatea autorilor recomanda ca tratamenul sa dureze 4-6 saptdmani.
Daca acest tratament nu da rezultate se va institui un tratament pe durata a trei luni {inand
cont si de efectele adverse ale medicamentelor alese. Acest tratament se asociaza cu
castrarea in scopul controlirii infectiei. In urma aplicarii acestui protocol terapeutic, in
marea majoritate a cazurilor se obtin vindecari, iar in cazul aparitiei unei recidive se iau

in considerare fie modificarea dozei terapeutice fie prostatectomia [999].

12.3.6. Abcesul prostatic

Abcesul prostatic reprezinta forma avansata a infectiei bacteriene, avand loc
circumscrierea infectiei [20].

Etiopatogeneza. Abcesele de dimensiuni mari pot apare in interiorul sau adiacent
glandei, consecutiv infectarii chisturilor prostatice si care vor determina compresia
colonului si uretrei [20]. Abcesele prostatei pot fi si de origine micotica, produse de
Candida albicans, cand ating dimensiuni foarte mari si deformeazad partea inferioara a
abdomenului [98].

Simptomatologie. Se pot observa ca semne clinice prezenta febrei, depresie,
anorexie, dificultati la defecatie si mictiune [20]. Uneori abcesele se pot vida prin uretra,
elimindnd puroiul la exterior [20, 98]. Cainii cu abcese prostatice pot prezenta si
simptome de soc (tahicardie, scaderea timpului de reumplere a capilarelor, paliditatea
mucoaselor, voma, puls slab) [20] si septicemie [23]. In cazul deschiderii abceselor pot

apdrea si semne de peritonita [89, 99].

328



Igna Violeta

Diagnosticul. La tuseul rectal, prostata apare marita in volum, asimetrica, cu
suprafata neteda, durerea este variabila ca intensitate si se percep zone de fluctuenta [72].
Prin examenul urinei se constata hematurie si piurie [72]. Examenul biochimic este
necesar pentru supravegherea permanenta a glicemiei, deoarece majoritatea cainilor care
au abcese prostatice prezinta hipoglicemie [34].

La examenul ecografic se observa structuri de tip vezicular, anecogen,
corespunzatoare abceselor. Alteori prostata se transformd intr-o pungd cu continut
purulent, iar aspectul ecografic este de veziculd cu lichid care poate fi anecogen sau cu
spoturi hiperecogene, in functie de consistenta puroiului [27]. Prin examen ecografic
abcesele prostatice nu pot fi intotdeauna diferentiate de chisturile prostatice [89]. Pentru a
stabili diagnosticul diferential se recurge la punctii aspirative urmate de efectuarea
examenului citologic si bacteriologic [99].

Tratamentul abceselor prostatice consta in administrarea de antibiotice, initial pe
cale intravenoasa, iar apoi, timp indelungat, pe cale orala, rehidratare si administrarea de
analgezice [20]. In situatia in care existd un abces solitar, recoltarea in siguranti de probe
pentru efectuarea de culturi si antibiograma este dificild. Se va recomandéd administrarea
unui antibiotic cu un grad de difuzibilitate crescuta ca Enrofloxacinul [89].

Abcesele care nu cedeazd 1n urma aplicarii unui astfel de tratament vor fi
indepartate prin - drenaj chirurgical [14, 23, 45, 98, 99]; - omentalizare cu chiurataj
prostatic [97, 102]; - marsupializare (prostata se exteriorizeaza la nivelul peretelui
abdominal pentru 2-3 saptamani, cu mentinerea unui cateter care permite efectuarea de
irigatii) [31, 72, 89]; - prostatectomie.

Indiferent de metoda aplicatd, complicatiile sunt frecvente, iar procentul de
supravietuire este de maxim 50. Procentul de mortalitate este crescut si datorita

septicemiei si hipoalbuminemiei, aparute consecutiv peritonitei [99].
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