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INTRODUCAO:

Com o aprimoramento da biotecnologia na reproducdo de ovinos tem-
se buscado mecanismos que auxiliem na identificacdo do ciclo reprodutivo,
visando o controle e eficaz aproveitamento do estro e consequente gestacdo. A
citologia vaginal, estudada através da colpocitologia, apresenta-se como uma
ferramenta auxiliar no programa de reproducao animal, além de contribuir para o
diagndstico precoce de patologias reprodutivas do trato genital feminino.

O estudo da citologia esfoliativa, assim também chamada, introduzida
por PAPANICOLAOQOU (1942), possibilita a observagédo dos varios tipos celulares
vaginais, coincidentes com a fase hormonal correspondente, sofrendo
modificacbes ao longo do ciclo estral (SCHUTTE, 1967), sob influéncia dos
hormdnios esterdides E2 (estradiol) e P4 (progesterona), sendo entédo este padrédo
citolégico um indicador da fase estral.

Segundo Porto et al (2007) a citologia vaginal é um método rapido,
simples e economicamente viével, auxiliando assim os programas de inseminagéo
artificial. Quando em conjunto com estudos histologicos vaginais é possivel
estabelecer um perfil para fémeas gestantes, porém ndo compete como método
de diagnostico de gestacao isolado. (YAMADA, 1998).

Segundo MIES FILHO (1987), a ovelha é um animal de poliestria
estacional, apresentando-se de forma ciclica e sequéncial, exceto o anestro, que
deve ser considerado na espécie ovina. O ciclo estral dura de dezesseis a
dezessete dias, compreendendo as fases de: proestro de dois a trés dias; estro
24 a 36 horas; metaestro cerca de dois dias; e o diestro regula dez dias. Durante
estes eventos, ocorrem alteracBes citolégicas no epitélio vaginal, onde as
camadas celulares, morfologicamente distintas, respondem de acordo com o
estimulo hormonal a qual sdo submetidas. (PORTO, 2007). Sob acéo estrogénica,
as camadas do epitélio estratificado da vagina, principalmente as mais
superficiais, resultam na esfoliagdo de células queratinizadas

As células do epitélio vaginal sdo classificadas em basais, parabasais,
intermediarias, superficiais com nucleo e superficiais sem nucleo. A presenca de
neutréfilos sdo comuns durante a fase ndo-estrogénica, uma vez que o estimulo
estrogénico faz com que o epitélio fiqgue com varias camadas, impedindo assim a
migracdo neutrofilica para o limen vaginal. Eritrocitos podem ser visualizados
durante as fases de proestro, estro e inicio do metaestro.

As alteragOes celulares ao longo do ciclo estral podem ser identificadas
através de métodos apropriados de coloragao.
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Estudos e relatos na literatura a respeito de citologia vaginal, em
ovelhas e cabras, para a deteccdo de estro e diagndstico de gestacdo sao
escassos. Sendo assim, o estudo da fisiologia reprodutiva, no que diz respeito a
diferenciacé@o das fases do ciclo estral e a resposta do epitélio vaginal a influéncia
hormonal, torna-se necessario jA que a citologia vaginal pode ser um método
pratico, de facil execucdo. Este trabalho objetivou verificar um perfil citologico
vaginal de ovelhas ap6s a indugéo do estro com uso de progestagenos.

MATERIAL E METODOS:

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratoério de Criacdo e Reprodugéo
Animal da Universidade Estadual de Maringa, Campus de Umuarama, Parana, no
periodo de marco a julho de 2008. Foram utilizadas dez ovelhas adultas, mantidas
sob semi-confinamento. Para sincronizagéo do estro utilizou-se esponjas estéreis
intravaginais impregnadas com 60 mg de progesterona (P4), que permaneceram
por dois diferentes periodos, no dia da remocao das esponjas aplicou-se 125 mcg
de cloprostenol sédico, pela via intramuscular. As ovelhas foram separadas em
grupos de cinco animais onde um grupo teve as esponjas retiradas apos cinco
dias (Grupo D5) e o outro apés doze dias (Grupo D12).

Esfregacos vaginais foram confeccionados apés a retirada das
esponjas diariamente, em uma unica colheita por ovelha sempre no mesmo
horario, durante 25 dias, com auxilio de “swab” estéreis. O procedimento consistiu
no afastamento dos labios vulvares da ovelha, seguido da introducdo do “swab”
na comissura dorsal da vulva, evitando a fossa clitoriana e seguindo em dire¢c&o
dorsocranial. Ao atingir o canal vaginal, o “swab” foi gentilmente rotacionado
contra a mucosa, permitindo a coleta das células epiteliais.

Em seguida, o swab foi delicadamente rolado sobre as laminas de vidro
e as mesmas foram secas a temperatura ambiente. Utilizourse do método
Panotico Réapido, que consistiu na passagem de cada lamina na solucdo: |
(solucdo de Ciclohexadrenos 0,1%, por dez segundos), Il (solugcdo de
Azobenzenosulfénicos a 0,1%, por dez segundos) e lll ( solu¢cdo de Fenotiazinas
a 0,1% por vinte segundos), lavados em agua corrente de fluxo leve e novamente
secos em temperatura ambiente. As laminas foram entdo observadas ao
microscopio Optico de luz nos aumentos de 400x para a visualizagdo e contagem
de 100 células por lamina. Foram analisadas as células parabasais,
intermediarias, superficiais, hemaceas e leucécitos. Para analise dos resultados
foi utilizado o teste de Tukey, ao nivel de 5%, com uso do procedimento PROC
GLM do programa SAS V8.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca entre os tratamentos quando comparado os tipos
celulares encontrados.

A Tabela 1 demonstra que no tratamento de indugao de estro utilizando
implantes impregnados com progesterona por 12 (doze) dias, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos celulares durante todo o tratamento e a
presenca de células parabasais e intermediarias em todos os esfregacos. A



presenca de hemaceas no primeiro dia pode ser decorrente de uma reacado ao
implante vaginal, que permaneceu por um longo periodo.

Tabela 1: Perfil colpocitoldgico de ovelhas submetidas a inducéo de estro com o uso de implantes
impregnados com progestagenos durante 12 dias (GrupoD12).

DIA PARABASAL INTERMEDIARIA SUPERFICIAL LEUCOCITO HEMACEA
1 26,07 18,0°% 4.6° 8,6° 2,8°%
2 40,22 34,42 1,82 2,82 0,8°%
3 47,62 45,82 6,2 0,42 0,02
4 42,02 39,42 4,23 2,42 0,02
5 40,62 47,02 9,6°% 2,8% 0,02
6 32,62 52,8°% 54% 9,2% 0,02
7 31,62 47,22 15,0 6,2° 0,02
8 43,42 39,02 10,8% 6,8°% 0,02
9 53,02 40,0% 2,62 4,.4% 0,0%
10 37,42 37,62 1,02 4,02 0,0%
11 51,82 38,4° 0,4% 7,82 1,62
12 44,22 48,6° 5.8% 1,42 0,0%
13 51,6° 45,0° 0,82 2,62 0,0%
14 47,62 45,62 3,6° 2,82 0,0%
15 41,42 43,62 2,0% 13,0% 0,02
16 43,42 51,02 4,82 0,82 0,02
17 45,62 47,62 6,6% 0,62 0,22
18 36,82 57,6° 2,62 3,62 0,02
19 49,62 45,02 4,2° 0,02 0,02
20 54,6° 40,82 1,2% 2,08 0,02
21 32,82 41,6 4,6°% 1,62 0,0%
22 33,62 41,2% 4,2% 0,4% 0,0%
23 26,2°2 42,0° 11,02 0,8°% 0,0%
24 37,2% 53,0% 9,22 0,6°% 0,0%
25 33,6° 45.38°% 0,62 0,0% 0,0%

Letras diferentes na coluna indicam diferencga estatistica p<5%

A Tabela 2 corresponde ao animais do grupo D5, observouse que nao
houve diferenca estatistica nas células parabasais e intermediarias. Ja as células
superficiais tiveram diferenca entre si, no sexto dia apresentou-se mais elevada
com indice de 24,2% das células. Nos dias 02, 11°, 12°, 14°, 17°, 19°, 23° e 25°,
encontrou-se as menores taxas deste tipo celular, variando de 0 a 1,4%. Também
verificouse diferenca na presenca de leucocitos (p<0,05), apresentando-se mais
elevadas com indices de 28,8% no primeiro dia e menores, variando de 0 a 0,4%,
nos dias 5°, 6°, 16° e 25°. O acentuado numero de leucdcitos durante o primeiro e
segundo dia indica processo inflamatério local causado pela presenca prévia do
implante vaginal, decrescendo (15,8 a 0%) nos dias subsequentes a sua retirada.



Tabela 2: Perfil colpocitoldgico de ovelhas submetidas a inducdo de estro com o uso de implantes
impregnados com progestagenos durante 05 dias (Grupo D5).

Dia PARABASAL INTERMEDIARIA SUPERFICIAL LEUCOCITO  HEMACEA
1 31,4° 30,0° 5.00° 28,8" 4,8°
2 46,4 29,8° 0,8 &° 23,62 0,0
3 42,6° 48,4° 4,4%° 4,6™ 0,0
4 36,4% 55,62 6,02 1,6 0,02
5 28,0° 57,62 14,2 0,2° 0,02
6 26,82 49,42 24,2° 0,0° 0,02
7 28,42 47,82 10,8 *° 4,4 0,02
8 24,07 50,42 22,8% 1,6 0,02
9 35,82 47,42 9,6 7,2%¢ 0,02
10 38,42 53,82 2,83 5,0° 0,0
11 32,2° 60,2° 0,2° 7,47 0,0°
12 30,2° 62,0° 1,4°¢ 6,4 % 0,0°
13 41,02 50,0° 3,0™ 6,0 0,0
14 39,42 55,22 0,0¢ 5,4 0,0
15 34,82 56,2° 4,0%° 5,0 0,0
16 45,42 51,22 3,0 0,4°¢ 0,02
17 46,02 49,02 0,2°¢ 3,6™ 0,02
18 44,2° 52,62 1,0° 2,2 0,02
19 29,42 53,8°% 1,0° 15,8 %° 0,0%
20 32,02 53,82 5,83 8,4 % 0,02
21 49,6 36,02 9,23 5,0 0,0
22 34,82 51,22 12,8%¢ 1,2 0,02
23 26,2 43,8° 0,8°¢ 3,4 0,0°
24 25,82 42,02 2,6% 9,6 0,02
25 13,4% 24,42 1,0° 0,0° 0,02

As fases do ciclo estral ndo foram possiveis de ser identificadas pelo
perfil citolégico vaginal, devido o uso dos implantes que possivelmente geraram
uma alteracao focal do epitélio do vaginal.

CONCLUSAO

A colpocitologia ndo permite a diferenciacdo das fases do ciclo estral
guando utilizado implantes de progestdgenos por cinco ou doze dias de
permanéncia.
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