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RESUMO

Por meio deste estudo objetivou-se correlacionar os dados obtidos pela citologia vaginal
e o etograma para compreender as alteragdes provocadas no epitélio vaginal e no
comportamento de cabras ao longo do ciclo estral. Foram utilizadas seis cabras maduras
sexualmente, com uma média de 34 kg. As fémeas foram agrupadas em uma tnica baia
e submetidas ao manejo intensivo. A alimentacdo foi fornecida duas vezes ao dia, as 8h
da manha e as 16h da tarde, sendo composta por feno de capim Tifton 85 de forma ad
libitum e pequenas quantidades de concentrado. A mistura mineral foi fornecida em
saleiro préprio e dgua ad libitum. A coleta do material citologico vaginal foi feita por
meio do swab e foi realizada semanalmente pela manha. Foi realizada uma utnica coleta
de material por animal por dia, durante um periodo de nove semanas. Os esfregacos foram
devidamente corados com Panético Rapido. Foi confeccionada uma lamina para cada
uma das seis cabras por semana, totalizando 54 esfregacos. A andlise das laminas foi feita
sob microscopia 6ptica, utilizando aumento de 400x. Foi realizada a identificacdo e
contagem de 100 células por lamina. As células foram classificadas em trés grupos:
Parabasais, Intermedidrias e Superficiais. Foi elaborado previamente um etograma com o
intuito de observar os principais comportamentos sexuais das cabras experimentais. A
observacdo comportamental foi realizada semanalmente, no mesmo dia das coletas de
material citologico vaginal, em dois periodos, as 6h da manha e 17h da tarde, durante 50
minutos. Coeficientes de correlagdo de posto de Spearman e sua significancia estatistica
foram estimados entre as varidveis contagem de células parabasais, intermedidrias,
superficiais e dos comportamentos de mic¢do e agitacdo da cauda. Todas as andlises
estatisticas foram executadas no programa R. A andlise microscOpica demonstrou a
presenca apenas de células parabasais, intermedidrias e superficiais, além da presenca de
neutréfilos. Foi possivel a identificacdo da fase de estro nas cabras 2, 3 e 4, com
predominancia de células superficiais nos esfregacos. A estatistica revelou uma
correlagdo positiva, embora baixa, apenas entre o comportamento de mic¢do e a
quantidade de célula intermedidria. Concluiu-se que ndo houve correlagdo entre a
citologia do epitélio vaginal e os comportamentos sexuais para estimar as diferentes fases
do ciclo estral de fémeas caprinas. Apesar disso, a andlise da morfologia das células do

epitélio vaginal se mostrou eficiente quanto a determinagdo da fase do estro.

Palavras-chave: reproducdo animal; capra aegagrus hircus; células epiteliais vaginais;

manifestacdes comportamentais.



ABSTRACT

The aim of this study was to correlate the data obtained by vaginal cytology and the
ethogram in order to understand the changes caused in the vaginal epithelium and in the
behavior of goats throughout the estrous cycle. Six sexually mature goats weighing an
average of 34 kg were used. The females were grouped in a single stall and subjected to
intensive management. Feed was provided twice a day, at 8am and 4pm, consisting of
Tifton 85 grass hay ad libitum and small amounts of concentrate. The mineral mixture
was provided in its own salt shaker and water ad libitum. Vaginal cytology material was
collected using a swab and was taken weekly in the morning. Only one material was
collected per animal per day over a period of nine weeks. The smears were duly stained
with Rapid Panoptic. One slide was made for each of the six goats per week, totaling 54
swabs. The slides were analyzed under light microscopy using 400x magnification. 100
cells per slide were identified and counted. The cells were classified into three groups:
Parabasal, Intermediate and Superficial. An ethogram was drawn up beforehand in order
to observe the main sexual behaviors of the experimental goats. Behavioral observation
was carried out weekly, on the same day as the vaginal cytology material was collected,
in two periods, at 6 am. and 5 p.m., for 50 minutes. Spearman's rank correlation
coefficients and their statistical significance were estimated between the variables
parabasal, intermediate and superficial cell counts and the behaviors of urination and tail
wagging. All statistical analyses were carried out using the R program. Microscopic
analysis showed the presence of only parabasal, intermediate and superficial cells, as well
as neutrophils. It was possible to identify the oestrus phase in goats 2, 3 and 4, with a
predominance of superficial cells in the vaginal swabs. The statistics revealed a positive
correlation, albeit low, only between urination behavior and the amount of intermediate
cells. It was concluded that there was no correlation between the cytology of the vaginal
epithelium and sexual behaviors to estimate the different phases of the estrous cycle of
female goats. Despite this, the analysis of the morphology of the cells of the vaginal

epithelium proved to be efficient in determining the phase of oestrus.

Keywords: animal reproduction; capra aegagrus hircus; vaginal epithelial cells;

behavioral manifestations.
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1 INTRODUCAO

A regido Nordeste do Brasil se destaca na caprinocultura, onde se encontram
aproximadamente 11.490.000 cabecas, correspondendo a cerca de 95% do total do
rebanho nacional (IBGE, 2021). A produtividade da criacdo de caprinos esta intimamente
ligada a administrag@o da sadde, nutri¢do e técnicas reprodutivas utilizadas (FERRARI,
2007). Assim, o uso de técnicas aplicadas a reprodugdo tem sido empregado para
maximizar o potencial genético em um rebanho (FREITAS et al., 2018).

De acordo com Beaver (2001), o ciclo estral € formado pelas diferentes fases
que compreendem o proestro, estro, metaestro e diestro. O ciclo estral da fémea caprina
normalmente tem uma média de 21 dias de duracdo e o periodo de estro varia de 24 a 48
horas, podendo ser influenciado por fatores como a idade, a raga, a estacdo do ano e a
presenca de machos no ambiente (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Dessa forma, ¢ importante
destacar que as diferentes fases do ciclo estral podem ser determinadas por meio da
observacdo das mudancgas do epitélio vaginal, as quais sdo influenciadas pela acdo dos
hormonios esteroides (PEREZ—MARTfNEZ, 1999).

A citologia vaginal € referida como uma técnica empregada para determinar
os diferentes estdgios reprodutivos (RAO et al., 1979), viabilizar a deteccdo de
infertilidade de patologias no trato reprodutivo da fémea, bem como diagnosticar
gestacdo. Por outro lado, o acompanhamento das modificagdes do epitélio vaginal pode
ser fundamental para prever o momento ideal para a monta controlada ou inseminacao
artificial (POST, 1985; YAMADA; KOZICKI, 1998). Visto que, as altera¢des no padrao
citolégico vaginal s3o resultado do efeito dos hormodnios estradiol-17p (E2) e
progesterona (P4) secretados pelos ovarios (LAMOND; LANG, 1965).

A acdo estrogénica leva a cornificacio e descamacio do epitélio vaginal em
mamiferos (SHARMA; SHARMA, 2016). O epitélio vaginal, que € do tipo escamoso
estratificado, € formado pelos seguintes tipos celulares: células basais, parabasais,
intermedidrias e superficiais (SCHUTTE, 1967). Na mucosa vaginal, as células basais sdo
de pequeno tamanho e formato ovoide, possuindo nucleos grandes e vesiculares,
acompanhados de citoplasma escasso. Além disso, raramente sdo observadas em
esfregacos. As células parabasais sdo diminutas, com nucleos relativamente grandes
circundados por citoplasma nio queratinizado. As células intermedidrias exibem nucleos
vesiculares, podendo assumir uma forma navicular. Ja as células superficiais, por sua vez,

s30 um pouco maiores que as intermedidrias, ¢ podem mostrar um nucleo picnético ou



serem anucleadas. Estas ultimas também apresentam forma navicular (SCHUTTE, 1967;
LIMA, 2012). Os neutréfilos ndo sao encontrados na fase folicular devido a influéncia
estrogénica sobre o epitélio, levando a formagdo de mdltiplas camadas, impedindo a
migracdo dessas células para o limen vaginal (MORROW, 1986). Portanto, a andlise
citoldgica do epitélio vaginal € considerada uma alternativa de facil manuseio e execugao,
além de acessivel, sendo adotada em estudos envolvendo cabras (RAPOSO et al., 1999),
ovelhas (SANGER et al., 1958), cadelas (COSTA; LEGA; NEVES, 2009) e javalis
(MAYOR et al., 2005).

O comportamento dos animais desempenha um papel crucial na reproducao,
influenciando diretamente o éxito do acasalamento (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O estro é o
estdgio do ciclo estral no qual as fémeas manifestam comportamento receptivo em relagao
ao macho (EVANS; MAXWELL, 1990). A fémea caprina apresenta alguns
comportamentos marcantes durante o cio, incluindo inquietacdo, vocalizacdo frequente,
agitacdo constante e rapida da cauda, busca ativa pelo macho e aceitacdo da monta. Além
disso, ndao € incomum observar comportamento sexual dirigido a outras fémeas durante
esse periodo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Fatores sociais, enddcrinos, genéticos, raga, idade
e estacionalidade podem afetar diretamente o comportamento sexual (PACHECO;
QUIRINO, 2010), o que pode resultar em uma falha na deteccdo do cio, no qual
estrepresenta um dos principais obstdculos que afetam negativamente o desempenho
reprodutivo em rebanhos (KUMAR, 2013). Portanto, a observacdo do comportamento
sexual pode auxiliar a identificagdo do estro em cabras, em conjunto com outros métodos
disponiveis.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo € correlacionar os dados obtidos
pela citologia vaginal e o etograma para compreender as alteracdes provocadas no epitélio

vaginal e no comportamento de cabras ao longo do ciclo estral.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e animais experimentais

O experimento foi realizado no Setor de Ovinocaprinocultura pertencente ao
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard (Fortaleza, Ceard, Brasil),
com temperatura média de 27,8°C, 3°45°02"’ de latitude sul, 38°32°35”" de longitude oeste
e 15,5 m acima do nivel do mar.

Foram utilizadas seis cabras mesticas adultas e maduras sexualmente, com
uma média de 34 kg e idade variada. As fémeas foram agrupadas em uma tnica baia e
submetidas ao manejo intensivo. A alimentac¢ao foi fornecida duas vezes ao dia, as 8h da
manha e as 16h da tarde, sendo composta por feno de capim Tifton 85 (Cynodon
dactylum) de forma ad libitum e pequenas quantidades de concentrado, com relacao
vomuloso:concentrado abaixo das recomentacdes do NRC (2007). A mistura mineral foi

fornecida em saleiro préprio e dgua ad libitum.

2.2 Coleta e analise do epitélio vaginal

Para a colheita do material citoldgico vaginal, adotou-se o procedimento
descrito por Schutte (1967), em que inicialmente procedeu-se ao afastamento dos l4dbios
vulvares da fémea, seguido pela introducio do swab descartdvel e estéril, direcionando-o
cranio dorsalmente na regido caudal da vagina, sendo realizado movimentos circulares
para coletar as células do epitélio vaginal. A coleta foi realizada semanalmente, sempre
no mesmo hordrio, pela manha. Foi realizada uma tnica coleta de material por animal
diariamente, ao longo de um periodo de nove semanas, com o objetivo de acompanhar
trés ciclos estrais.

O material coletado por meio do swab foi depositado em laminas histoldgicas
e foram encaminhadas ao Laboratério de Estudos em Reproducao Animal (LERA). Esses
esfregacos de epitélio vaginal foram devidamente identificados e datados, secos a
temperatura ambiente e posteriormente corados pelo método Pandtico Répido,
mergulhados por 1 minuto em cada uma das trés solucdes distintas. Estas solucdes
compreenderam: uma solugdo azul clara (utilizada como fixador), uma solugdo vermelha
(para destacar estruturas bésicas com propriedades acidéfilas) e uma solug¢do azul escura
(para evidenciar estruturas dcidas com propriedades baséfilas). Em seguida, as laminas

foram lavadas delicadamente em dgua corrente e secas a temperatura ambiente. Foi
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confeccionada uma lamina para cada uma das seis cabras por semana, o que totalizou 54
esfregacos de epitélio vaginal.

Ap06s o processo de secagem das laminas, procedeu-se a andlise por meio de
um microscopio Optico, utilizando um aumento de 400x para observac¢do. As imagens das
células foram entdo digitalizadas por meio de uma camera de smartphone (iPhone 6)
conectada ao microscopio. Foi realizada a identificacdo e contagem de 100 células por
lamina. As imagens foram armazenadas em pastas identificadas em um computador,
sendo cada imagem examinada através de um programa de fotos no sistema operacional
Windows 11. As células do epitélio vaginal foram classificadas em trés grupos:
Parabasais, Intermedidrias e Superficiais, seguindo as recomendacdes de Schutte (1967).
Os tipos celulares foram diferenciados por meio da andlise das caracteristicas
morfologicas das células do epitélio vaginal durante o ciclo estral (Proestro, Estro,

Metaestro e Diestro).

2.3 Observacao dos comportamentos sexuais

Inicialmente, procedeu-se um levantamento bibliografico prévio sobre os
principais comportamentos sexuais apresentados por fémeas caprinas em estro.
Anteriormente as observacdes comportamentais do experimento, foi elaborado um
etograma com o intuito de observar os principais comportamentos sexuais das cabras
experimentais. A observacao para realizacdo desse etograma foi direta, continua e animal
focal até a tabulagdo da quantidade total de comportamentos sexuais manifestados. Os
observadores precisaram habituar os animais a sua presenca por pelo menos 3 dias para

que ndo houvesse interferéncia no comportamento dos animais durante o registro.

A observacdo comportamental foi realizada semanalmente, no mesmo dia das
coletas de material citologico vaginal, em dois periodos, as 6h da manha e 17h da tarde,
durante 50 minutos ininterruptos. Cada observador foi responsdvel por monitorar trés
fémeas caprinas, as quais foram identificados por suas caracteristicas individuais, como
a cor da pelagem e marcas naturais. Foi registrada a frequéncia dos comportamentos

sexuais mais apresentados pela espécie caprina.

Tabela 1: Etograma de comportamentos sexuais em cabras.

Comportamentos sexuais Descricao
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Agitacdo da cauda

Vocalizacdo

Aceitar monta

Montar nas companheiras

Miccao frequente

Animal agitar a cauda constante e

rapidamente

Emissdo de sons pelos animais para se

comunicar

N

Receptividade a monta por parte de outra

fémea

Tentativa de monta em outra fémea

Ato de urinar

2.4 Analise Estatistica

Coeficientes de correlacdo de posto de Spearman e sua significancia

estatistica foram estimados entre as varidveis de contagem de células parabasais,

intermedidrias, superficiais e dos comportamentos de mic¢io e agitacdo da cauda. Todas

as andlises estatisticas foram executadas no programa R (R Core Team, 2023).
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No presente estudo, os diferentes tipos celulares do epitélio vaginal foram

identificados distribuidos ao longo das fases do ciclo estral. A andlise microscopica

revelou um perfil citolégico que demonstrou a presenca apenas de células parabasais,

intermedidrias e superficiais (Figura 1). Além disso, identificou-se a presenga de

neutrofilos.

Figura 1: Visualizacdao microscépica das células do epitélio vaginal: parabasais (A),

intermedidrias (B) e superficiais (C).

Na Figura 2, € possivel visualizar a distribuicdo percentual das células do

epitélio vaginal identificadas nas fémeas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 ao longo das nove semanas (trés

ciclos estrais).
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vaginal de fémeas caprinas (1, 2, 3, 4, 5 e 6) ao longo de trés ciclos estrais.
Foi possivel a identificacdo da fase de estro nas cabras 2 (semana 6), 3

(semana 2) e 4 (semana 4), em que se observou quantidade expressiva de células
superficiais nos esfregacos vaginais. No entanto, somente nas fémeas 1 e 4 foi encontrado
um padrdo no ciclo estral, considerado para as fémeas caprinas, conforme os tipos
celulares identificados, enquanto as demais ndo manifestaram uma dinamica ciclica. Na
fémea 2, da semana 1 a 5, constatou-se pela citologia do epitélio vaginal que a fémea se
manteve na fase litea, enquanto nas demais semanas a cabra esteve sob influéncia da fase
folicular.

Na anélise estatistica, apenas os comportamentos de mic¢ao e agitacdo de
cauda foram considerados, uma vez que foram os unicos manifestados pelos animais
durante o periodo experimental. A estatistica revelou uma correlacao positiva, embora
baixa, entre o comportamento de mic¢do e a célula epitelial vaginal intermedidria. (Tabela
2).

Tabela 2: Correlacdio de posto (Spearman) entre as varidveis citolégicas e
comportamentais.

Parabasais Intermedidrias Superficiais
Mic¢ao -0,195 0,347%* 0,076
Agitacdo da cauda -0,156 -0,018 0,094

*Correlagdo significativamente diferente de zero com nivel de significancia 0,05.
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4 DISCUSSAO

Nesse estudo foi possivel verificar a presenca de diferentes células do epitélio
vaginal, contudo, ndo foi observada a presenca de células basais. A auséncia destas
células alinha-se com os achados de diferentes estudos (CHRISTIE; BAILEY;
BELL,1972; RAPOSO et al., 1999; TONIOLLO et al., 2005). Raramente € possivel
observar a presenca de células basais em andlise citoldgica, pois estas representam a
camada mais profunda do tecido epitelial (LIMA, 2012), o que pode explicar a sua
auséncia nas analises realizadas.

Neste estudo, constatou-se também a presenca de neutréfilos nos esfregacos
vaginais examinados. O aumento no numero dessas células no esfregaco vaginal €
mencionado como uma caracteristica da fase progesteronica do ciclo estral, mais
especificamente, do diestro (SUBRAMANIAN; PATTABIRAMAN, 1988). Além disso,
a fémea 3 apresentou uma quantidade expressiva de neutréfilos em quatro semanas
consecutivas, o que pode ser um possivel indicador de infeccao vaginal.

A detec¢do do cio pode ser realizada por meio de diferentes técnicas, podendo
ser feita a observacdo de comportamentos tipicos dessa fase e de alteracdes fisicas na
vulva, utilizacdo de rufido, por meio da andlise da morfologia das células do epitélio
vaginal e outras. No presente trabalho, s foram identificadas trés fémeas na fase de estro
por meio da citologia vaginal. Esse baixo nimero de cios detectados pode ser ocasionado
pelo grande intervalo entre as coletas da amostra vaginal, que foram realizadas uma vez
por semana, ndo coincidindo, portanto, com a fase de estro que tem curta duracdo, visto
que em fémeas caprinas a duracdo do estro varia de 24 a 48 horas (HAFEZ; HAFEZ,
2004). Apesar disso, quando a coleta coincidiu com o estro, observou-se alteracdes na
morfologia das células epiteliais da vagina, com alto percentual das células superficiais,
assim como observado em fémeas caprinas por Raposo et al. (1999).

Por meio da andlise citoldgica do epitélio vaginal, verificou-se que as fémeas
2, 3, 5 e 6 ndo apresentaram dinamica normal do ciclo estral ao decorrer do estudo. Neste
trabalho, a alimentacdo dos animais ndo foi adequada, visto que durante o periodo
experimental o consumo de feno foi ad libitum e a suplementacdo de concentrado foi feita
abaixo das recomendacdes do NRC (2007). A idade e a condi¢do corporal dos animais
experimentais revelaram heterogeneidade, com a presenca de fémeas mais velhas e de
baixo peso. Além disso, o experimento foi iniciado durante o periodo seco, caracterizado

por altas temperaturas. Essas condi¢cdes podem estar associadas aos achados negativos
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desse trabalho em relacdo a auséncia de padrdo do ciclo estral das cabras, pois fatores
como deficiéncia nutricional, idade, estresse ambiental e baixa condi¢do corporal estao
relacionados a reducdo da atividade reprodutiva, especificamente com a diminuicdo dos
niveis séricos de hormdnios sexuais e alteracdes na atividade estral (DE OLIVEIRA
PAULA, 2004; ERASMUS; FOURIE; VENTER, 1985).

Além disso, na fémea 2, verificou-se alto percentual de células parabasais
durante as cinco semanas iniciais do estudo, o que sugere a permanéncia dessa fémea na
fase litea. Nas demais semanas do estudo, a contagem das células epiteliais indicou que
a fémea estava na fase folicular, com predominancia de células superficiais. Essas
caracteristicas observadas por meio da citologia vaginal indicam que a fémea mostrou
irregularidade marcante no ciclo estral, podendo ser justificada pela influéncia de fatores
externos, como supracitado.

Nas diferentes espécies, a observacao dos comportamentos sexuais tem sido
reportada como uma ferramenta auxiliar para identificacio da fase de estro
(ALHAMADA et al., 2017, ZUCCARI et al., 2006), sendo comum o registro de
comportamentos como mic¢ao, agitacao da cauda, vocalizacao e outros. Neste estudo, no
entanto, constatou-se baixa frequéncia na expressdo de comportamentos sexuais. Essa
baixa manifestacdo de comportamentos sexuais pode estar associada a diferentes fatores,
como ambiéncia, estado nutricional e, sobretudo, devido a auséncia de rufido para
estimular as fémeas. Sob condicdes similares, Vitaliano et al. (2012), ao utilizarem
carneiros e bodes como rufides, conseguiram registrar ampla variedade de
comportamentos reprodutivos, demonstrando a importancia da presenca do macho para o
estimulo a expressdo de comportamentos sexuais e detec¢ao do estro em fémeas caprinas.
Apesar disso, a correlacdo entre o comportamento de mic¢do e contagem de células
intermedidrias foi estatisticamente significativa e positiva, com valor de 0,347.
Entretanto, esse resultado ndo indica que exista correlacdo entre a manifestacdo dos
comportamentos sexuais e as diferentes fases do ciclo estral nas fémeas caprinas,

conforme estabelecido pela anélise citologica do epitélio vaginal.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve correlacdo entre a citologia do epitélio vaginal e os
comportamentos sexuais para estimar as diferentes fases do ciclo estral de fémeas
caprinas. Apesar disso, a andlise da morfologia das células do epitélio vaginal se mostrou
eficiente quanto a determinacdo da fase do estro. A detec¢do do cio por meio da
observacao dos comportamentos sexuais pode ser mais eficiente com a introdu¢do de um

rufidao no rebanho.
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