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RESUMO

Utilizou-se a citologia vaginal por meio de diferentes métodos de coloragdo para detecgdo de cio em
jaguatirica, Leopardus pardalis, pela estimulacdo hormonal exdgena e pela avaliagdo das estruturas
ovarianas por videolaparoscopia. Cinco fémeas foram tratadas com eCG/hCG e FSH/LH a cada quatro
meses pelo periodo de dois anos. Videolaparoscopia foi realizada ap6s cada tratamento utilizando-se
cetamina-xilazina e isoflurano. Esfregacos vaginais foram obtidos 15 dias antes e apds a
videolaparoscopia. As laminas foram analisadas ao microscépio de luz quanto aos tipos celulares
predominantes. Todos os animais apresentaram foliculos maduros (>2mm) e corpos liteos recentes em
todas as intervenc@es. Ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos na mesma coloracdo
de acordo com os tratamentos utilizados. Todas as técnicas mostraram-se eficientes na deteccéo de células
superficiais queratinizadas anucleadas e nucleadas, intermediarias, parabasais e basais. Foi possivel
determinar a fase de estro em Leopardus pardalis por meio da citologia vaginal.
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ABSTRACT

Vaginal cytology was evaluated for estrus detection using different stains after hormonal stimulation with
exogenous gonadotrophin (eCG/hCG, FSH/LH) and videolaparoscopy for ovarian structure evaluation.
Five L. pardalis were treated four times during two years. After each treatment, videolaparoscopy was
performed using Ketamine-Xylazine and Isoflurane. Vaginal cytology was made 15 days before and after
videolaparoscopy. Three stains were used: Diff Quick, Papanicolaou, and Shorr. The slides were
analyzed for the typical cell predominance. All the animals showed mature follicles (>2mm) and recent
corpus luteum in all procedures. No significative difference was observed between the results in the same
stain according to the treatment eCG/hCG and FSH/LH. All stains were efficient in detection of nucleated
and anuclear superficial keratinized cells; intermediated, parabasal, and basal cells. Vaginal cytology
can be used for estrus detection in Leopardus pardalis.
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INTRODUGCAO grande (Oncifelis geoffroyi) e jaguatirica

(Leopardus pardalis) (Oliveira e Cassaro, 1997).

No Brasil, ocorrem seis espécies de pequenos Todas as espécies pertencem ao género

felinos: gato mourisco (Herpailurus Leopardus e estdo listadas no Apéndice | do

yagouarondi), gato palheiro (Oncifelis colocolo), Acordo Internacional para Conservacdo de

gato-do-mato-pequeno  (Leopardus tigrinus), Espécies da Flora e Fauna Silvestres Ameagadas
gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-do-mato- de Extingéo (Conservation..., 2009).
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A principal ameaca de extincdo para essas
espécies é a perda constante e a fragmentagdo de
ambientes, determinando o0 desaparecimento
local e o isolamento de populagBes. A formagédo
de ilhas de mata impede a troca de informagGes
genéticas e pode resultar em diminuicdo da
variabilidade genética  das populacdes
envolvidas. Métodos alternativos de manejo tém
sido estudados no sentido de minimizar a
diminuicdo da variabilidade genética das
populagdes, no entanto a reproducéo natural de
animais  silvestres em cativeiro encontra
inimeras dificuldades.

Vérios fatores interferem na reproducdo natural
desses animais em cativeiro. Dentre eles,
destacam-se: recintos inadequados, estresse,
doencas infecciosas e/ou parasitarias,
deficiéncias nutricionais e alteracfes genéticas e
comportamentais (Mellen, 1991). A manutengéo
da diversidade genética depende da reproducéo.
Nesse caso, as biotecnologias da reproducdo
surgem como importantes ferramentas na
preservacdo de espécies ameacadas de extingdo,
frente & necessidade de se desenvolver métodos
que aumentem a fertilidade desses animais, bem
como técnicas que visem & reproducdo por meio
de métodos naturais ou artificiais (Howard,
1993).

Considerando-se que felideos neotropicais na
natureza sdo solitarios, machos e fémeas
deveriam ser alojados isoladamente em recintos
separados e apresentados um ao outro apenas
para cruzamento. No entanto, diante da frequente
inabilidade em identificar com confianca quando
as fémeas estdo em cio para escolher o momento
oportuno para a formacédo de casais, muitas vezes
0s animais sao mantidos juntos ou agrupados no
momento errado, 0 que pode gerar brigas e até
morte de animais. A determinagdo do periodo
adequado para formagdo de casais em cativeiro,
pela deteccdo do estro por citologia vaginal,
apresenta-se cOmo um recurso importante no
manejo reprodutivo desses animais visando a
monta natural, uma vez que é um metodo facil,
rapido e barato, que vem sendo utilizado
rotineiramente  na  reprodugdo de  cées
(Vannucchi et al., 1997).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a viabilidade da citologia vaginal,
utilizando-se 0s métodos de coloracdo, para
deteccdo de cio em jaguatirica mediante
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estimulacdo hormonal exdgena e avaliagdo das
estruturas ovarianas — foliculos e corpos lGteos —
por videolaparoscopia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cinco fémeas de jaguatirica
(Studbook nUmero: 240, 254, 285, 289, 290),
alojadas na Associacdo Mata Ciliar, localizada
em Jundiai, SP. Durante o periodo experimental,
duas fémeas — as de numeros 254 e 285 —
ficaram prenhes, o que impossibilitou a
realizacdo do protocolo de estimulagéo ovariana.

Os animais foram distribuidos em dois grupos,
sendo a estimulacdo ovariana, a citologia vaginal
e a videolaparosocopia realizadas a cada quatro
meses pelo periodo de dois anos, perfazendo um
total de seis intervencdes. Todos 0s animais
passaram por todos os tratamentos, sendo que
cada animal foi estimulado por trés vezes com o
mesmo  protocolo  alternadamente,  assim
descritos:

Protocolo 1: 225Ul de hCG (gonadotropina
coribnica humana - Vetecor, Carlier, Barcelona,
Espanha), intramuscular (IM), 80h apds
administracdo de 500Ul de eCG (gonadotropina
coribnica equina - Novormon, Syntex,
Argentina); IM, a videolaparoscopia foi realizada
apos 24-28h da administracdo do hCG (Moraes
et al., 1997; Morato et al., 2000; Paz et al., 2005;
Paz et al., 2006);

Protocolo 2: 50Ul de FSH suino (horménio
foliculo estimulante - Folltropin, Bioniche
Animal Health, Belleville, Ontario, Canada), IM,
administrados gradativamente, em trés dias
consecutivos (dia 1: 20Ul e 15UI aplicadas com
intervalo de 14h; dia 2: 10Ul; dia 3: 5UI,
aplicados com intervalo de 24h). No dia quatro,
18h apds a administracdo da ultima dose de FSH,
foi aplicada uma dose de 20Ul de LH suino
(hormdnio luteinizante - Lutropin, Bioniche
Animal Health); IM, a videolaparoscopia foi
realizada 24-28h apds a administragdo do LH
(Morato et al., 2000; Paz et al., 2005; Paz et al.,
2006);

Para avaliacdo das estruturas ovarianas, 0S
animais foram contidos quimicamente com a
associacdo cloridrato de cetamina, 12mg/kg
(Ketamin S(+) 50mg/mL, Cristdlia SA) e
cloridrato de xilazina, 1mg/kg (Anasedan 2%,
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Agribrands do Brasil), entubados e mantidos
durante todo o procedimento em anestesia
inalatdria utilizando-se isoflurano (Isoflurine,
Cristalia SA).

Para videolaparoscopia, utilizou-se fibra oOptica
rigida 7mm, fonte de luz, insulflador e
microcamera (Karl Storz/H., Strattner & Cia.
Ltda.) acoplado a televisdo (Sony 24”). A
atividade ovariana foi avaliada, e 0s corpos
liteos recentes, bem como os foliculos maiores
(<2mm) foram contados.

Cada animal recebeu uma dose de Pentabidtico
Veterindrio Pequeno Porte (Fort Dodge),
24.000Ul/kg, e uma dose de Tramal (Cloridrato
de Tramadol, 50mg/mL, Carlo Erba SA) 1mg/kg,
apos cada intervencdo cirdrgica.

Quinze dias antes e imediatamente apds o
procedimento cirdrgico, esfregacos vaginais
foram obtidos por meio de escovas ginecologicas
humanas (Kolpast Ltda.) inseridas no vestibulo
vaginal a cerca de 1,0 a 1,5cm de profundidade,
inicialmente direcionadas em sentido horizontal
e aprofundadas na direcdo cranial. Apés esse
procedimento, a escova ginecolégica foi rolada
em trés laminas de vidro em ato continuo as
quais foram coradas pelos métodos:

1. Pandtico rapido (Instant Prov, Newprov
Produtos para Laboratorio Ltda.), que consistiu
na imersdo, por 10 segundos, em solucdo
alcodlica de ciclohexadienos 0,1% e em solugao
aquosa de azobenzenosulfénico 0,1%; e na
imersdo, por 20 segundos, em solugdo alcodlica
de fenotiazinas 0,1%, lavagem em &gua corrente
e secagem em temperatura ambiente;

2. Papanicolau, que consistiu na fixacdo em
alcool 95% e éter (1:1) por 15 minutos, lavagem
em alcool 70%, 50% e em agua destilada; na
fixagdo em hematoxilina (Merck do Brasil), por
10 minutos, lavagem em agua destilada, imersdo
4x em solugdo aquosa 0,5% é&cido cloridrico,
lavagem em &gua destilada, imersdo 10x em
alcool 50%, 70%, 80% e 95%; na fixacdo em
Orange G (Merck do Brasil) por um minuto,
imersdo 10x em &lcool 95%; e na fragdo em
solucdo EA 31 (Merck do Brasil) por dois
minutos, imersdo 10x em alcool 95%, lavagem
em élcool absoluto e em xilol;
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3. Shorr, que consistiu na fixagdo em alcool 95%
e éter (1:1) por dois minutos, na fixacdo em
solucdo Shorr (Merck do Brasil) por um minuto,
imersdo 10x em Alcool 70%, 95% e Alcool
absoluto, imersdo 1x em xilol.

Posteriormente as laminas foram analisadas
quanto aos tipos celulares predominantes: células
superficiais queratinizadas anucleadas — CSQA,
células superficiais queratinizadas nucleadas —
CSON, células intermediarias — CI, células
parabasais — CP, células basais (CB), células
espumosas — CE e células do metaestro — CM,
com auxilio de microscopia de luz (Herron,
1977; Davidson e Feldman, 2004). Foram
contadas 100 células por lamina.

Wilcoxon Test/1995 (Stat Soft - Tulsa, EUA) foi
utilizado para avaliar as diferencas entre os
resultados obtidos em cada coloracdo antes e
apds cada tratamento e entre as técnicas com
relagdo & porcentagem de células analisadas
antes e apdés a estimulacdo ovariana. Para
descricdo dos resultados, foram empregadas as
médias e os desvios-padrdo das médias para a
citologia vaginal e as médias e os erros-padrdo
das médias para as estruturas ovarianas.

RESULTADOS

Foi possivel observar as estruturas ovarianas —
foliculos e corpos liteos — de todos os animais
em todos os tratamentos, e todos os animais
apresentaram foliculos maduros (>2mm) e
corpos lateos recentes em todas as intervencGes
(Tab. 1).

Nas Tab. 2 a 4, mostram-se o0s resultados obtidos
nas analises de cada coloracdo de acordo com o
tratamento utilizado, indicando o0 momento antes
e ap0s a estimulagdo ovariana. N&o houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos
na mesma coloracdo de acordo com 0s
tratamentos utilizados.

As trés técnicas empregadas mostraram-se
eficientes na deteccdo de CSQA, CSQN, CI, CP
e CB. A técnica Papanicolau foi eficiente
também na deteccdo de CE, e somente a técnica
Pandtico Répido foi eficiente na deteccdo de CE
e CM.
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Tabela 1. Média e erro-padrdo da média (M+EP) das estruturas ovarianas — foliculos maduros e corpos
lteos recentes — observados em jaguatiricas (L. pardalis), ap6s superovulacfes alternadas com eCG/hCG

e pFSH/pLH

Animal eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH eCG/hCG pFSH/LH
LP 254* - 4 3 - - 8

LP 285* 15 4 1 9 - -

LP 240 3 4 10 8 4 7

LP 289 10 16 7 12 6 10

LP 290 7 7 2 7 6 6
M+EP 8,8+2,5 7,042,3 4,617 9,0+1,1 40114 78+0,9

*Animais prenhes.
- Dados néo coletados.

Tabela 2. Média e desvio-padrdo de células encontradas na colpocitologia de jaguatiricas (L. pardalis)
utilizando-se a coloragdo Panotico Rapido, pré e pos-estimulagdo ovariana

Protocolo CSQA CSQN Cl CP CB CE CM
Pré 6,8+10,3 2,742,5 23+16,1  41,2+15,8 25,8+11,6 0,26+0,4 0+0
eCG/hCG 38,3+20,7 21,3+13,8 19,4495 9,8410,4 11,1#159 0+0 0+0
Pré 6,319,1 15,3+6,5  13,7+42,7 35+32 29,3+9,8 0+2,3 0+1,3
FSH/LH 38,4+22,7 16,946,9 22,3+154  18+14,1 2,2+4,6 1,1+26 0,715

CSQA: células superficiais queratinizadas anucleadas; CSQN: células superficiais queratinizadas nucleadas; CI:
células intermediarias; CP: células parabasais; CB: células basais; CE: células espumosas e CM: células do metaestro

Tabela 3. Média e desvio-padrao de células encontradas na colpocitologia de jaguatiricas (L. pardalis)
utilizando-se a coloragdo Shorr, pré e pés-estimulagdo ovariana

Protocolo CSQA CSON Cl CP CB CE CM
Pré 26,4145  22,4+4.8 39,848,1 10,9+5,1 0,52+1,2 0+0 0+0
eCG/hCG  47,6x16,1  30,6+6,7 14,8+119 2,0+1,9 0+0 0+0 0+0
Pré 23,2£119 25,9489 34,9+8,3 14,2+9,6 1,9+3,3 0+0 0+0
FSH/LH 456186 19,4+#39 18,5+#12,1 16,5%¥13,5 0+0 00 00

CSQA: células superficiais queratinizadas anucleadas; CSQN: células superficiais queratinizadas nucleadas; Cl:
células intermediarias; CP: células parabasais; CB: células basais; CE: células espumosas e CM: células do metaestro

Tabela 4. Média e desvio-padrao de células encontradas na colpocitologia de jaguatiricas (L. pardalis)
utilizando-se a coloragdo Papanicolau, pré e pos-estimulagdo ovariana

Protocolo CSQA CSQA Cl CP CB CE CM
Pré 15,3+13 13,246,8  43,7+7,1 21,7413 5,9+5,9 0+0 0+0
eCG/hCG 33,3127 29+18,7 21,9+18 10,315 4,8+6,7 0,76+1,5 0+0
Pré 12,649 9,645,5 44,4+16 22,8+11 0,6+0,8 0+0 0+0
FSH/LH 36,2420 19,7+1,7 21,8+7,5 16,6+17 4,35,1 1,542,9 0+0

CSQA: células superficiais queratinizadas anucleadas; CSQN: células superficiais queratinizadas nucleadas; Cl:
células intermediarias; CP: células parabasais; CB: células basais; CE: células espumosas e CM: células do metaestro

DISCUSSAO

As alteracBes do epitélio durante as diversas
fases do ciclo estral podem ser acompanhadas
pelo exame citolégico vaginal (Feldman e
Nelson, 1996). O aumento das concentragdes
séricas de estrogeno, produzido pelos foliculos
ovarianos durante as fases de proestro e estro,
causam proliferacdo das camadas de células do
epitelio vaginal (Shille et al., 1984). Pequenas
celulas saudaveis, proximas ao suporte

1412

sanguineo, tornam-se maiores e mais irregulares
a medida que se afastam da lamina basal em
dire¢gdlo ao limen e o ndcleo diminui
progressivamente, até se desintegrar (Herron,
1977).

Células provenientes de citologia vaginal
realizada em gatas domésticas determinaram a
presenca de trés tipos celulares caracteristicos:
parabasais, intermediarias e superficiais (Herron,
1977). Nas jaguatiricas, foi possivel identificar
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células superficiais queratinizadas nucleadas e
anucleadas, intermediarias, parabasais e basais
nas trés coloragdes utilizadas.

Alguns autores descreveram ser comum a
presenga de leucécitos, principalmente durante as
fases de metaestro e anestro da gata (Toniollo et
al., 1995), embora outros tenham afirmado ser
raro tal fato (Shille et al., 1984). A ocorréncia de
heméacias ndo é normal em nenhuma das fases do
ciclo (Herron, 1977; Toniollo et al., 1995). Neste
experimento, foi possivel verificar a presenca de
leucdcitos em algumas laminas pré-estimulacéo
ovariana, mas sua presenca ndo foi constante.

Schmidt et al. (1979) observaram que esfregacos
vaginais de leoas (Panthera leo) apresentavam
alto indice de células superficiais queratinizadas
ap6s 0 aumento nas concentragdes séricas de
estrégenos. Contudo, ndo encontraram nenhum
outro padrdo para as demais fases do ciclo
reprodutivo na espécie. Bonney et al. (1981)
relataram aumento significativo na proporcéo de
células superficiais queratinizadas durante o
estro em pumas (Puma concolor) e predominio
de células parabasais intermediarias nas demais
fases, e Asa et al. (1992) descreveram o ciclo
ovariano pela andlise da citologia vaginal, em
guepardos (Acinonyx jubatus), em que o estro se
mostrou bastante caracteristico, apresentando
grande porcentagem de células queratinizadas.
Tebet (1999) caracterizou o ciclo estral de
jaguatiricas (Leopardus pardalis), mantidas em
zoologicos brasileiros, por meio da analise das
concentragdes séricas de progesterona e estradiol
e citologia vaginal durante diferentes fases do
ciclo estral, e concluiram que os animais
apresentavam duas fases distintas no ciclo estral:
estro e interestro. Durante ambas as fases, as
concentragdes de progesterona permaneceram
basais, confirmando a espécie como ovulatoria
reflexa. Os picos de estradiol foram
acompanhados pela prevaléncia de células
superficiais no esfregaco vaginal e algumas
vezes por comportamento sexual caracteristico
de estro. A duragdo do estro foi de quatro e 15
dias, e o interestro entre oito e 22 dias. As fases
ndo estrogénicas foram marcadas pelo dominio
de células intermedidrias e presenca macica de
leucécitos e debris celulares.

Neste experimento, foi possivel detectar grande
quantidade de células queratinizadas nucleadas e
anucleadas nos momentos subsequentes a
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estimulacdo ovariana em todos 0s animais,
indicando periodo de proestro/estro, o que foi
confirmado pela videolaparoscopia, em que
todos os animais apresentaram foliculos maduros
(<2mm) e corpos liteos recentes.

O método Shorr apresentou maior porcentagem
de células queratinizadas nucleadas e anucleadas
(71,6%) em relacdo ao Pandtico Réapido (57,3%)
e ao Papanicolau (59,1%), nos momentos
subsequentes a estimulagdo ovariana, indicando
ser a melhor técnica a ser utilizada na detecgédo
do cio nesta espécie, no entanto, com esta
técnica, ndo foi possivel identificar células
basais, espumosas e do metaestro. Os resultados
deste trabalho estdo de acordo com o0s
encontrados por Tebet (1999), em que o estro foi
marcado pela presenca de células superficiais
queratinizadas, no entanto, no momento pré-
estimulacdo  ovariana, ndo foi  possivel
determinar a fase do ciclo estral em gque o animal
se encontrava, havendo em todos 0s casos
predominio de células intermedidrias e
parabasais.

CONCLUSOES

E possivel determinar o estro nesta espécie de
felino selvagem por meio da citologia vaginal,
pela presenca de maior porcentagem de células
superficiais queratinizadas encontradas nos
momentos pds-estimulacdo ovariana, em que
todos os animais apresentaram foliculos maduros
e corpos lateos recentes.
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