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RESUMO

A citologia uterina consiste em método pratico e eficiente para o diagndstico de afecgdes uterinas na
égua, contribuindo para a conduta terapéutica e o prognostico quanto a fertilidade das fémeas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi comparar diferentes técnicas de coleta de material para citologia uterina em
éguas, a fim de se verificarem possiveis diferencgas qualitativas e quantitativas e a praticidade na execugdo
das metodologias. Para tanto, 12 éguas multiparas foram submetidas ao exame citologico uterino, durante
0 estro e o diestro, por meio de escova ginecoldgica e lavado uterino de baixo volume. Com esse ensaio,
observou-se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) no resultado da citologia uterina entre as
diferentes técnicas avaliadas. No entanto, quando comparadas as fases do ciclo estral, houve uma
diferenga significativa (P<0,05) quanto ao percentual médio de polimorfonucleares neutrofilos, sendo de
8,07£2,80 no estro e de 1,55+0,28 no diestro. Conclui-se, desse modo, que as técnicas estudadas
apresentaram resultados igualmente eficazes para detecgdo de neutrdfilos ao exame citolégico do Utero
em ambas as fases avaliadas do ciclo estral, apesar de, na fase de estro, a deteccdo de maior percentual de
neutrdfilos possibilitar um diagnéstico e um prognéstico mais precoces de endometrite e, portanto, uma
conduta terapéutica mais adequada.
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ABSTRACT

The endometrial cytology consists in an efficient and practical method for the diagnosis of uterine
disorders in mares, contributing for therapeutic conduct and prognostic evaluation regarding the
females’ fertility. Therefore, the aim of this study was to compare different techniques of material
sampling for endometrial cytology in mares, in order to verify possible qualitative and quantitative
differences in the practicality of implementation of this methodology. Twelve multiparous mares
underwent an endometrial cytological exam, during estrus and diestrus, by means of a cytobrush and a
low-volume uterine flush. With this test, no statistical difference was observed (P>0.05) regarding the
result of endometrial cytology between the evaluated techniques. However, in comparison to the estrous
cycle’s phases, a significant difference was verified (P<0.05) on the average percentage of
polymorphonuclear neutrophils: 8.07+£2.80 in estrus and 1.55+0.28 in diestrus. Thus, we conclude that
the studied techniques presented equally effective results for the detection of neutrophils in the
cytological exam for both evaluated stages of the estrous cycle, whereas in estrus phase, the detection of
a higher percentage of neutrophils allows a more precocious diagnostic and prognostic of endometritis
and, therefore, a more adequate therapeutic approach.
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Citocentrifugacdo e métodos...

INTRODUCAO

A obtencdo de amostras uterinas de éguas, seja
por citologia, seja por bidpsia endometrial, é
realizada rotineiramente para o diagnostico de
afeccbes uterinas. A citologia uterina € uma
ferramenta muito utilizada para avaliar a
inflamacdo uterina por meio da deteccdo de
polimorfonucleares neutréfilos (Card, 2005),
consistindo em um método pratico quanto a sua
execucdo e rapido quanto a obtencdo dos
resultados, o que facilita a conduta terapéutica
em éguas destinadas a reprodugdo ou o descarte
de éguas receptoras em programas de
transferéncia de embrides.

A coleta de material uterino para o exame
citoldgico € comumente realizada por meio de
escova ginecoldgica, “swab” uterino ou lavado
uterino de baixo volume (Bohn et al., 2014).

Embora estudos relatem a sensibilidade e
especificidade de diferentes métodos para
diagnostico de inflamacédo uterina (Riddle et al.,
2007; Overbeck et al., 2011) em éguas inférteis
(Cocchia et al., 2012) e saudaveis (Bohn et al.,
2014), ndo hé relatos quanto a utilizacdo da
citocentrifugacdo do lavado uterino de baixo
volume como método de preparacdo citoldgica
uterina em éguas.

O uso da citocentrifugacdo do lavado uterino de
baixo volume foi empregado, neste estudo, com
0 proposito de concentrar as células sobre a
lamina de microscopia, sendo uma maneira
inovadora e eficiente de otimizar a interpretacdo
da ldmina obtida pelo lavado uterino, podendo
contribuir para a eficAcia na interpretacdo do
diagnostico citologico.

O exame citolégico pode ser realizado em
diferentes fases do ciclo estral da égua, de acordo
com a necessidade do veterinario e/ou
proprietario. Porém, Reiswig et al. (1993)
relataram diferenca significativa na proporcéo de
células epiteliais livres e aglomeradas na
citologia uterina de éguas coletadas no estro e no
diestro. Além disso, a qualidade e a quantidade
do material coletado variam entre os métodos de
coleta, podendo, consequentemente, alterar o0s
resultados (Kozdrowski et al., 2015).

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a
citologia uterina em éguas durante as fases de
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estro e diestro, por meio de escova ginecoldgica,
lavado uterino de baixo volume e
citocentrifugacdo dele. Com isso, buscou-se
identificar possiveis diferencas qualitativas e
quantitativas com o uso das metodologias
citadas, assim como verificar a praticidade na
execucao das técnicas em éguas ciclicas.

MATERIAL E METODOS

Doze éguas entre cinco e 15 anos de idade, peso
corporal de 350 a 450kg, que ndo apresentaram
prenhez na (ltima estacdo reprodutiva e
ciclicidade regular, foram mantidas em piquetes
na Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho.

As éguas receberam feno, ragdo, sal mineral e
agua ad libitum, sendo utilizadas de acordo com
as normas de bem-estar animal estabelecidas pela
Comisséo de Etica da FCAV/Unesp, Campus de
Jaboticabal, protocolo de aprovagdo numero:
006757/12.

Um ciclo estral de cada égua foi utilizado, com
dois momentos de coletas (estro e diestro) no
mesmo ciclo, totalizando 24 coletas uterinas.
Setenta e duas preparacdes citoscopicas foram
confeccionadas por meio de técnicas distintas:
escova ginecolégica (n = 24), lavado de baixo
volume convencional (n= 24) e citocentrifugacéo
do lavado uterino (n=24).

A regularidade na ciclicidade das éguas antes e
durante o experimento foi determinada por meio
de exame ginecolégico, com énfase no
comportamento sexual, na palpagdo transretal e
na ultrassonografia (transdutor linear 5 MhZ,
Mindray®). Foram incluidas no experimento
éguas que apresentaram ciclicidade regular com
pelo menos um intervalo interovulatorio
determinado  por meio das avaliacBes
ginecoldgicas acima citadas.

As éguas foram submetidas as técnicas de
citologia uterina durante o estro e o diestro,
sendo estabelecidos critérios para inclusao delas
nas respectivas fases: estro, considerou-se o
comportamento de cio positivo, edema uterino de
grau 2 a 3 (classificacdo 1- 5; Samper, 2009) e
presenca de foliculos ovarianos medindo entre 28
e 38mm de didmetro, ambos detectados por meio
de ultrassonografia transretal (Brinsko et al.,
2011); e diestro, quando identificado o corpo
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luteo (CL), seis a nove dias ap6s a deteccdo da
ovulacdo, por meio de ultrassonografia transretal,
momento em que as coletas de material uterino
foram realizadas. O tbnus uterino e cervical foi
determinado por meio de exame transretal,
seguido de ultrassonografia, para verificacdo do
CL, assim como a ecogenicidade e possivel
presenca de fluido no limen uterino.

O exame citolégico foi realizado por meio de
escova ginecoldgica e lavado uterino de baixo
volume. A escova ginecoldgica era acoplada a
pinca de citologia; apds a introducdo da
extremidade da pinca de citologia dentro do
lumen uterino, esta era posicionada no corpo do
GUtero, e, uma vez em contato com a superficie
uterina, a escova ginecoldgica era exposta e
girada cinco vezes para a obtencdo do material.
Apos a coleta do material, a pinca de citologia
era removida, e o material da escova transferido
para uma lamina. A lamina era seca e,
posteriormente, submetida a colorago.

J& para obtencdo do lavado uterino de baixo
volume, utilizou-se o sistema fechado (trés vias)
de lavagem uterina, por meio de sonda
Bivona®(Partnar Animal Health, EUA), e
condutos siliconizados. Para tanto, infundiram-se
aproximadamente 100mL de solucdo fisioldgica
e, posteriormente, realizou-se massagem do uUtero
por via transretal para auxiliar a recuperacgéo do
volume de solugéo infundida.

Na técnica de lavado uterino de baixo volume
convencional, a solucdo uterina recuperada
em tubo graduado foi homogeneizada e
imediatamente transferida para tubos de 50mL
tipo Falcon, sendo armazenada a 4°C, para
posterior centrifugagdo (400 rpm por 10 minutos)
e confeccdo das preparagbes citoscopicas.
Apo6s a centrifugacdo, o0 sobrenadante foi
descartado, remanescendo 2mL do “pellet” para
homogeneizagdo e extensdo sobre a superficie da
Idmina e posterior coloragéo.

Na técnica de citocentrifugacdo do lavado, uma
aliquota do material submetido a centrifugacao
anterior foi citocentrifugada a 1200rpm,
durante cinco minutos (citocentrifuga FANEM,
Mod. 218, Brasil), originando duas areas
microcirculares sobre a preparagdo citoscdpica.

804

Todas as preparacbes sobre laminas foram
confeccionadas e submetidas a coloragéo rapida
Pan6tico®(Laborclin,  Brasil), seguindo as
indicacOes do fabricante.

A avaliagio microscopica, contou-se um total de
200 células (epiteliais e inflamatérias) por campo
microscopico de imersdo (aumento de 1000x) e,
com base nisso, estabeleceu-se a porcentagem de
polimorfonucleares neutréfilos.

A classificacdo  dos  polimorfonucleares
neutréfilos ao exame microscépico deu-se em
valores relativos (%), por meio do qual se
estabeleceu o grau de inflamagdo endometrial
(GI) segundo a classificacdo: 0 a 3 — normal no
estro; >3 a 10 — endometrite leve; >10 a 15 —
endometrite leve a moderada; >15 a 30 —
endometrite moderada; >30 a 50 — endometrite
moderada a severa; >50 a 75 — endometrite
severa; >75 — endometrite muito severa
(Adaptada de Couto e Hughes, 1984).

Os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA, seguido do teste Tukey de comparagéo
de médias, tendo P<0,05 como significativo,
segundo os procedimentos do pacote estatistico
AgroEstat — Sistema para Analises Estatisticas de
Ensaios Agronémicos (Barbosa e Maldonado
Junior, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O percentual médio de polimorfonucleares
neutréfilos ndo diferiu (P=0,6719) entre as
técnicas tanto no estro quanto no diestro (Tab. 1),
mostrando que as trés técnicas foram eficazes na
deteccdo de neutrdfilos.

Tabela 1. Percentual médioterro-padrdo da
média (UtEPM%) de polimorfonucleares
neutréfilos em amostras obtidas por diferentes
técnicas no estro e no diestro em éguas ciclicas

, . Estro Diestro
Lzl (LXEPM%)  (LEPM%)
_ Escova 9,73+441  15742,02
ginecolodgica
Centrifugagdo 571505 1294216
convencional
Citocentrifugacdo  8,49+3,10 1,77+1,87
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Considerando-se a fase do ciclo estral,quando
realizada durante o estro, a técnica de escova
ginecologica e a aliquota do lavado uterino
submetida a citocentrifugagdo permitiram a
classificagdo de Gl de leve a moderada, fato ndo
verificado no lavado uterino submetido apenas a
centrifugacdo convencional. Ja na fase de diestro,
as trés técnicas permitiram a classificacdo das
éguas como portadoras de endometrite de grau
leve, apresentando a escova ginecoldgica e a
aliquota do lavado uterino submetida a
citocentrifugacdo maior percentual médio de
polimorfonucleares neutréfilos.

A citocentrifugacdo é uma técnica bastante
utilizada em lavados broncoalveolares de
equinos, por promover a concentracdo das
células e preservar sua morfologia, facilitando a
avaliacdo da lamina (Biava et al., 2005). No
presente estudo, a citocentrifugacdo contribuiu
para a eficacia na interpretacdo do diagndstico
citologico do lavado uterino, caracterizando-se
pela concentracdo das células na amostra.

Como observado por Bohn et al. (2014), para a
execucdo do lavado uterino sdo necessarias pelo
menos duas pessoas; ja para a coleta de material
uterino pela escova ginecol6gica, uma Unica
pessoa € capaz de o fazer. A obtencdo de
material uterino pela escova ginecoldgica € mais
pratica e permite resultados mais rapidos, haja
vista que o material ndo passa por processamento
laboratorial (Alvarenga e Mattos, 1991). Embora
a amostra seja obtida de um Unico ponto do
endométrio, o resultado é representativo da
condicdo uterina, sendo a técnica de escolha para
a avaliacdo da condicdo uterina de éguas a
campo (Overbeck et al., 2011; Cocchia et al.,
2012).

Em bovinos, a citologia uterina por meio de
escova ginecoldgica é bastante utilizada e se
mostrou superior a técnica de lavado uterino de
baixo volume quanto a praticidade, integridade
celular e deteccdo de polimorfonucleares
(Kasimanickam et al., 2005). Segundo Pascottini
et al. (2015), ndo existe uma técnica ideal de
citologia uterina; cada técnica apresenta suas
vantagens e desvantagens, embora a citologia
uterina por meio de escova ginecoldgica seja a
técnica de eleicdo em bovinos.

O percentual de polimorfonucleares neutrdfilos
segmentados nas fases de estro e diestro,
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considerando-se valores médios das trés técnicas,
apresentou diferenca significativa entre as fases
(P=0,0250), como pode ser observado na Tab. 2.

Tabela 2. Percentual médioterro-padrao da
média (UxEPM%) de polimorfonucleares
neutrofilos obtidos no estro e no diestro em
éguas ciclicas

0,
Fases do ciclo estral LeE e
a
Estro 8,07+2,80
b
Diestro 1,5540,28

Médias com letras distintas na coluna diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

A coleta de material no estro permitiu a detecgéo
de um maior percentual de polimorfonucleares
neutrdfilos do que no diestro, consequentemente
a classificagdo do grau de endometrite das éguas
diferiu, sendo leve a moderado no estro e leve no
diestro.

Os achados acima citados corroboram a assertiva
de que no estro as éguas apresentam uma
tendéncia ao acuimulo de polimorfonucleares
neutrofilos nas margens das vénulas em direcdo
ao limen uterino e dentro dos capilares (Kenney,
1978), uma vez que, sob influéncia do estrégeno,
a migracao de neutréfilos para o lGmen uterino é
maior. A hiperemia facilita a entrada de
neutréfilos no Gtero, tal qual asseverado por
Evans et al. (1987) e Jones et al. (1991).

Desse modo, quando a égua encontra-se no estro,
um percentual de neutréfilos de até 3% ¢é
considerado normal (Couto e Hughes, 1984;
Kozdrowski et al., 2015), embora se saliente o
fato de ndo haver um Unico padrdo estabelecido
sobre a interpretacdo dos resultados de citologia
uterina, variando entre autores (Card, 2005).

CONCLUSAO

As técnicas de escova ginecolégica e de lavado
uterino de baixo volume empregadas neste
estudo ndo diferiram estatisticamente, deixando
antever que uma técnica pode apresentar
resultados tdo eficazes quanto a outra para
deteccdo de neutrofilos ao exame citoldgico do
Utero. De outra parte, observaram-se diferencas
estatisticas a0 exame citolégico quando foram
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comparadas as duas distintas fases do ciclo estral
com relagdo ao percentual médio de neutrofilos.
Assim, 0 exame citoldgico realizado durante o
estro permitiu a deteccdo de maior percentual
de neutrdfilos, possibilitando diagnostico e
prognostico mais precoces de endometrite e
conduta terapéutica mais adequada. Em relagdo
as técnicas, a realizacdo do exame citolégico por
meio de escova ginecoldgica é mais pratica, e 0s
resultados sdo obtidos mais rapidamente.
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