Ferraz, H.T., Oliveira Filho, B.D., Gambarini, M.L. et al. Efeito do protocolo de sincronizagao
de ovulagao com Norgestomet e Benzoato de estradiol sobre a citologia vaginal de novilhas
e vacas Nelore. PUBVET, Londrina, V. 2, N. 47, Art#454, Nov4, 2008.

FUBVET ™

PUBVET, Publicacoes em Medicina Veterinaria e Zootecnia.
Disponivel em: <https://doi.org/10.31533/pubvet.v02n11a454>.

Efeito do protocolo de sincronizacao de ovulagao com Norgestomet e
Benzoato de estradiol sobre a citologia vaginal de novilhas e vacas

Nelore

Henrique Trevizoli Ferraz!, Benedito Dias de Oliveira Filho2, Maria Lucia
Gambarini?, Marco Antbénio de Oliveira Viu!, Dyomar Toledo Lopes3, Luciano

Souza Caixeta*

1 Professor do Curso de Medicina Veterinaria - UFG/Jatai.
2 Professor(a) da Escola de Veterinaria - UFG/Goiania
3 Doutorando em Ciéncia Animal - EV/UFG. Bolsista CAPES

4 Médico Veterinario - Autbnomo

RESUMO

Este estudo objetivou caracterizar o efeito do protocolo hormonal para
sincronizacao da ovulacdo com progestageno e benzoato de estradiol (BE)
sobre as alteracdes citologicas vaginais de novilhas e vacas Nelore. Cinco
fémeas de cada categoria receberam implante auricular de norgestomet (NOR)
e uma aplicacao intra-muscular (IM) de 2,0 mg de BE, no dia 0 (D0O). No dia 8
(D8), removeu-se os implantes e aplicou-se 0,50 mg de cloprostenol sdédico,
IM. No dia 9 (D9), aplicou-se 1,0 mg de BE, IM. Durante o protocolo foram

coletadas amostras citoldgicas da mucosa vaginal com o auxilio de escovas
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ginecoldgicas e os esfregacos corados pelo método panédtico. As células
parabasais predominaram durante todo o periodo observado em ambas as
categorias. As células intermediarias jovens e as superficiais anucleadas foram
mais freqlientemente observadas (P<0,05) apds as aplicacdes de BE. Portanto,
a citologia vaginal apontou que nas duas categorias de fémeas Nelore
estudadas houve maior numero de células basais, intermediarias jovens e
superficiais anucleadas depois da aplicacdo de BE, no inicio do protocolo e
predominancia de células parabasais durante a permanéncia do implante de
NOR, sob acao progesteronica. A citologia vaginal nao forneceu elementos para
determinacdao do momento da ovulagdo em fémeas bovinas da raga Nelore

submetidas a sincronizagdao da ovulagao.
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Effect of ovulation synchronization protocol with Norgestomet and

Estradiol benzoate on vaginal cytology of Nellore heifers and cows

ABSTRACT

This study it objectified to characterize the effect of the hormonal protocol for
ovulation synchronization with progestagen and estradiol benzoate (BE) on the
vaginal cytological alterations of heifers and Nelore cows. Five females of each
category had received auricular norgestomet (NOR) implant and a intra-
muscular application (IM) of 2,0 mg of BE’s, in day 0 (D0). In day 8 (D8), one
removed the implant and one applied to 0,50 mg of sodic cloprostenol, IM. In
D9 it applied 1,0 mg of BE's. Samples of vaginal cytology were daily taken and
cellular content stained by panotic method. The parabasal cells predominated
during the whole period observed in both the categories. The young
intermediary and the anuclear superficial cells were more frequently observed
(P<0,05) after BE's applications. Therefore, the vaginal cytology pointed that

in the two categories of studied Nelore females it had greater basal cells
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number, anuclear superficial cells and young intermediary cells after BE's
applications, the beginning of the protocol and predominance of parabasal cells
during the permanence of the NOR implant, on progesterone action. Vaginal
cytology didn't give elements to determine the time of ovulation in bovine

females of Nelore breed submitted to ovulation synchronization.
KEYWORDS: bovine; reproduction; TAI; vaginal smears
INTRODUCAO

As mudancgas citoldégicas vaginais podem representar um indicador
sensivel da fase do ciclo estral em varias espécies e reflete, provavelmente, a
influéncia do estrégeno (E2) e da progesterona (P4) (PAPANICOLAOU, 1946).
Segundo BANKS (1991) a citologia vaginal estuda as células individualmente,
requerendo células esfoliadas, sem considerar a arquitetura do tecido ou érgao
de origem, que proporciona um meio simples e rapido de diagndstico das fases
do ciclo estral, sendo um recurso pouco invasivo e de baixo custo.

O diagnostico das fases do ciclo estral pela citologia vaginal em cadelas é
um método confidavel para estimar o momento da ovulagdo (BOUCHARD et al.,
1991). Em algumas espécies como caes, gatos, ratos, camundongos e coelhos,
as alteracdes do ciclo estral sdo bem definidas no aspecto citoldgico (MIROUD
e NOAKES, 1990). HAMILTON e HARRISON (1951) relataram que as mudancas
na citologia do trato genital de cabras foram menos evidentes do que em
carnivoros e roedores, apesar do seu perfil citolégico bem definido. MIROUD e
NOAKES (1990) observaram que, em bovinos, as alteracdes na citologia
vaginal durante o ciclo estral ndo sdo consistentes. J4& KURADE et al. (1993)
afirmaram que a citologia vaginal pode ser utilizada como ferramenta para
diagnosticar as diferentes fases do ciclo reprodutivo de fémeas bovinas.

Segundo GOMPEL e KOSS (1997), o epitélio vaginal é provido de
receptores hormonais, localizados no nucleo das células, que controlam a

maturacdo e a diferenciacdo celular. MONTALBAN (1985) sugere que o E2
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induz a atividade mitética, estimulando o aumento no numero de camadas
celulares da vagina. A P4, por sua vez, provoca a diminuicdo no numero de
mitoses e a maturacao funcional do epitélio (GOMPEL e KOSS, 1997).
Adicionalmente, RAMOS et al. (2002) relataram variacao na expressao de
receptores de E2 e P4 na mucosa cervical de ratos em diferentes fases do ciclo
estral, assim como populacdes celulares caracteristicas de cada uma destas
fases na referida espécie.

Sugere-se que dados mais precisos sobre a colpocitologia caracteristica
de cada etapa de um protocolo de sincronizagao da ovulagao (PSO) poderiam
auxiliar na determinagao da ovulacao e, assim, do melhor momento para a
realizagdo da inseminagao artificial em tempo fixo (IATF). Por isso,
desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de caracterizar as alteracdes na
citologia vaginal de novilhas e vacas Nelore submetidas a um PSO com a

utilizacdo de NOR, BE e cloprostenol sodico.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido durante o més de abril de 2006, numa
propriedade localizada no municipio de Cacu, sudoeste do Estado de Goias.
Foram utilizadas cinco novilhas com peso minimo de 300 kg e idade entre 24 e
30 meses, e cinco vacas entre a segunda e a quarta ordem de parigdo com,
pelo menos, 60 dias pds-parto. Todos os animais foram submetidos ao
seguinte PSO: aplicacao, via intramuscular (IM), de 2,0 mg de BE no momento
da implantacdao auricular do NOR, sendo este considerado o dia zero (D0) do
protocolo. Apds oito dias (D8), juntamente com a retirada do implante,
realizou-se a aplicacao, IM, de 0,50 mg de cloprostenol sdédico. Transcorridas
24 horas, (D9) aplicou-se 1,0 mg de BE, IM.

A atividade ovariana foi acompanhada por meio de exames ultra-
sonograficos em intervalos de seis horas apos a aplicacdo da segunda dose de
BE, até que se verificasse a ovulacao do foliculo dominante (FD). O momento

da ovulacdo foi estimado pelo intervalo médio entre a observacao do maior
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diametro do FD e seu desaparecimento na imagem ultra-sonografica do exame
seguinte. Estas avaliacoes foram feitas com auxilio do aparelho Pie Medical
480®, equipado com transdutor retal bifreqtiencial de 5,0/7,5 MHz.

O material celular vaginal foi colhido uma vez ao dia, no momento da
realizacdo do primeiro exame ultra-sonografico. Apds a higienizacdo da regidao
perivulvar, o espéculo vaginal foi introduzido. Com o auxilio de uma zaragatoa
descartavel de algodao realizava-se a colheita do material da mucosa vaginal.
A zaragatoa foi introduzida na luz do espéculo e colocada em contato com a
mucosa da parede superior da vagina, realizando-se entao movimentos
rotatorios. O material colhido foi depositado em laminas de vidro e,
posteriormente, corado pelo método pandtico. A leitura das laminas foi
realizada em microscopio Optico, de forma coordenada em “zig-zag”, em
aumento de 400 vezes, para a caracterizacdo morfoldgica e tintorial das
células de descamacao do epitélio vaginal. O padrdo de leitura foi caracterizado
pela contagem de 100 células por lamina. As células esfoliativas foram
classificadas segundo MARCONDES (1975) e MIROUD e NOAKES (1990) em
basais, parabasais, intermediarias jovens, intermedidrias velhas, superficiais
nucleadas e superficiais anucleadas. Para permitir a analise das alteragdes
citoldgicas vaginais durante o PSO, este foi dividido em quatro periodos de trés
dias cada: Periodo 1 - do DO ao D2; Periodo 2 - do D3 ao D5; Periodo 3 - do
D6 ao D8; e Periodo 4 - do D9 ao D11.

As varidveis foram analisadas usando os procedimentos do Statistical
Analysis System v. 8.0 (SAS, 2000), sendo que, primeiramente, realizou-se
analises de critica e consisténcia (freqléncias, distribuicdes de freqliéncias e
homogeneidade de variancias) usando-se o procedimento Univariate.
Procedeu-se entdo a andlise de variancia, através do General Linear Models,
cujo modelo matematico continha como efeito fixo somente o periodo do

protocolo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens médias dos tipos celulares vaginais encontrados nos
quatro periodos do protocolo hormonal em novilhas e vacas podem ser
visualizadas nas TABELAS 1 e 2. As células basais foram encontradas com
maior freqiéncia (P<0,05) no primeiro periodo do PSO nas novilhas e nas
vacas. A maior concentracdao deste tipo celular no inicio do protocolo (DO0),
deve-se a variacdo no estagio do ciclo estral dos animais no comeco do
tratamento. As células parabasais predominaram durante todo o periodo
observado em ambas as categorias, com tendéncia a apresentarem-se mais
freqlentemente no segundo e terceiro periodos (P<0,05), momento em que
estava presente o implante de NOR, mimetizando a fase progesterbnica do
ciclo estral. REZENDE (2006) também descreveu a tendéncia de aumento das
células parabasais durante o diestro de novilhas Nelore, ou seja, fase de
dominancia da P4 no ciclo estral.

As intermediarias jovens e as superficiais anucleadas foram mais
freqientemente observadas no primeiro e no quarto periodos (P<0,05), ou
seja, apos as aplicacoes de BE. REZENDE (2006) também verificou o aumento
destes tipos celulares durante o estro, momento este caracterizado pelo
dominio estrogénico, com posterior diminuicdo das mesmas durante o
desenvolvimento do ciclo estral. Resultados semelhantes foram encontrados
por MIROUD e NOAKES (1990), que verificaram a predominancia de células
basais e intermediarias na fase do estro. Em relato anterior, feito por SANGER
et al. (1958), constatou-se um pequeno numero de células nesta fase, sendo a
maioria do tipo superficial. Ainda segundo os mesmos autores, o estrégeno
tem efeito direto no epitélio vaginal de fémeas mamiferas, estimulando a
estratificacdo do epitélio vaginal, sendo que, logo apdés a queda de suas
concentracdes séricas, segue-se uma extensa descamacdao das camadas
superficiais. O nUmero de células intermedidrias velhas e superficiais nucleadas

variou pouco durante o periodo observado.
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TABELA 1 - Porcentagem média (u) e erro padrao (EP) de células vaginais
basais (BAS); parabasais (PAR); intermediarias jovens (INJ);
intermediarias velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU) e
superficiais anucleadas (SAN) nos diferentes periodos do protocolo

hormonal em novilhas da raca Nelore, Cacu-GO, 2006

Periodos

Células Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4

(%) (DO ao D2) (D3 ao D5) (D6 ao D8) (D9 ao D11)
pu+EP pu+EP pn+EP pu+EP

BAS 5,40+1,208° 1,80+0,34b 2,07+0,37° 1,53+0,35b
PAR 89,40+2,21° 96,47+0,84b 94,87+0,69b 93,93+1,40P
INJ 2,13+0,61° 0,47+0,17° 1,80+0,572 P 1,86+0,422
INV 0,07+0,07 0,67+0,07 0,13+0.91 0,07+0,07
SNU 0,53+0,29 0,67+0,07 0,20+0,14 0,47+0,34
SAN 2,47£1,09 1,13+0,65 0,93+0,25 2,13+£0,86

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferiram (P<0,05) pelo
teste “t”.

Segundo MIROUD e NOAKES (1990), as alteracdes celulares no epitélio
vaginal de bovinos nao sao consistentes e variam consideravelmente entre
animais na mesma fase do ciclo reprodutivo, nao sendo, portanto, indicadores
do estagio do ciclo estral e/ou da ovulacdo, assim como relatado por RAPOSO
et al. (1999) e ATIQUE NETTO (2003), que estudaram a citologia vaginal de
cabras da raca Saanen e Alpina. ]Ja para carnivoros e roedores o exame
colpocitolégico mostrou ser uma eficiente ferramenta na determinacao da fase
do ciclo estral (BOUCHARD et al., 1991; RAMOS et al., 2002). Provavelmente
isso ocorra porque em outras espécies domésticas a ovulagao ocorre durante o
estro, pois o desenvolvimento do foliculo inicia-se mais precocemente nestes
animais, com efeito estrogénico na mucosa vaginal durante o estro e nao apés

este, como parece acontecer com os bovinos (BROWN, 1944).
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TABELA 2 - Porcentagem média (u) e erro padrao (EP) de células vaginais
basais (BAS); parabasais (PAR); intermedidrias jovens (INJ);
intermediarias velhas (INV); superficiais nucleadas (SNU) e
superficiais anucleadas (SAN) nos diferentes periodos do protocolo

hormonal em vacas da raca Nelore, Cacu-GO, 2006

Periodos

Células Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4

(%) (DO ao D2) (D3 ao D5) (D6 ao D8) (D9 ao D11)

pu+EP pu+EP pn+EP pu+EP

BAS 5,58+1,132 1,25+0,33b 1,42+0,34b 2,67+0,87b
PAR 82,08+3,542 94,67+1,11b 91,33+1,33b 86,17+2,773b
INJ 4,92+1,922 1,83+0,47° 4,67+0,932.b 6,83+1,58?
INV 1,00+£0,30° 0,25+0,18°P 0,50+0,342b 0,50+0,15ab
SNU 0,58+0,42 0 0,33+0,26 0,33+0,19
SAN 6,67+2,012 2,0+0,67° 1,75+0,57b 3,67+1,592b

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferiram (P<0,05) pelo

teste “t”.

CONCLUSOES

Portanto, conclui-se que citologia vaginal apontou, em novilhas e vacas
Nelore, maior niumero de células basais, intermediarias jovens e superficiais
anucleadas depois da aplicacdo de BE no inicio do protocolo. Nas duas
categorias houve predominéancia de células parabasais durante a permanéncia
do implante de NOR, portanto sob acdo progesteronica. A citologia vaginal nao
forneceu elementos para determinacdo do momento da ovulacdao em fémeas

bovinas da raga Nelore submetidas a sincronizagao da ovulagao.
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