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RESUMO

Animais de laboratorio sdo cruciais no desenvolvimento cientifico e biomodelos, como as
cobaias (Cavia porcellus), sdo importantes na cadeia de desenvolvimento, controle de
qualidade de vacinas e medicamentos distribuidos no sistema Gnico de salde (SUS).
Conhecer os parametros bioldgicos e fisiologicos € fundamental na criagdo e manutencgéo de
animais em instalacdes animais, assim o0 manejo é adequado sempre que novas informacdes
sdo conhecidas, visando o bem-estar e alinhamento aos 3R’s. Na busca por conhecimentos
dos parametros reprodutivos em cobaias, o presente estudo teve como objetivo estudar o
inicio da puberdade, a incidéncia e frequéncia do ciclo estral com idade entre 15 e 60 dias
em cobaias short hair, além de comparar duas técnicas de coloracdo. As cobaias apresentam
uma membrana de oclusdo vaginal, que recobre o acesso ao orificio vaginal, a ruptura ocorre
de maneira gradual e natural, momentos antes do parto e no periodo de cio. No presente
estudo foram acompanhadas 42 fémeas, quanto ao status da membrana de oclusdo vaginal
e, quando observada a ruptura espontanea, foi realizada coleta em swab para exame
colpocitolégico. Foi observado rompimento da membrana de oclusao vaginal em 39 das 42
fémeas acompanhadas, seis fémeas apresentaram abertura da membrana vaginal com menos
de 21 dias de vida. Foram constatadas, ao longo de todo o estudo, 23 fémeas com
caracterizacdo da fase de estro, exame de citologia esfoliativa vaginal, com esfregaco
apresentando predominio de células superficiais anucleadas, uma dessas fémeas com idade
inferior a 21 dias. O tempo de permanéncia de abertura da membrana de oclusdo vaginal
apresentou maior frequéncia entre 1 e 3 dias ininterruptos, a duragéo do intervalo da abertura
da membrana vaginal ocorrendo com maior frequéncia entre 18 e 19 dias. Foi possivel o
acompanhamento de 3 periodos de ciclo estral em parte das fémeas. As duas técnicas de
coloracdo empregadas possibilitou caracterizar e contabilizar os tipos celulares do epitélio
vaginal de cobaias. Os resultados do estudo contribuem com novas informacdes acerca de
dados reprodutivos de cobaias, a idade de inicio da puberdade e apontou a necessidade de
mudanca nas praticas de manejo das cobaias e adequacdo da idade de desmame usualmente
utilizados no ICTB / Fiocruz.

Palavras-chaves: Cobaia, reproducdo, citologia vaginal, puberdade, deteccdo de estro,
ciéncia em animais de laboratorio.
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ABSTRACT

Laboratory animals are crucial in scientific development and biomodels, such as guinea pigs
(Cavia porcellus), are important in the development chain and in quality control of vaccines
and medicines distributed in the Unified Health System (SUS). Knowing the biological and
physiological parameters is fundamental in the breeding and maintenance of animals in
animal facilities, so the management is adequate whenever new information is known,
aiming at the well-being and alignment with the 3R's. In the search for knowledge of
reproductive parameters in guinea pigs, this study aimed to study the onset of puberty, the
incidence and frequency of the estrous cycle aged between 15 and 60 days in guinea pigs
Short Hair, in addition to comparing two cytological staining techniques. Guinea pigs have
a vaginal occlusion membrane, which covers access to the vaginal orifice, the rupture occurs
gradually and naturally, moments before the parturition and in the heat period. In the present
study, 42 females were monitored regarding the status of the vaginal occlusion membrane
and, when spontaneous rupture was observed, swab collection was performed for
colpocytological examination. Disruption of the vaginal occlusion membrane was observed
in 39 of the 42 females followed, six females had an opening of the vaginal membrane with
less than 21 days of life. Throughout the study, 23 females were found with estrus phase
characterization, vaginal exfoliative cytology exam, with smear presenting predominance of
anucleated surface cells, one of these females under 21 days of age. The permanence time
of opening the vaginal occlusion membrane was more frequent between 1 and 3 days
uninterrupted, the duration of the interval of opening of the vaginal membrane occurring
more frequently between 18 and 19 days. It was possible to follow 3 periods of estrous cycle
in part of the females. The two staining techniques employed made it possible to characterize
and account for the cell types of the guinea pig vaginal epithelium. The study results
contribute with new informations about guinea pig reproductive data, the age of onset of
puberty and pointed out the need to change guinea pig management practices and adjust the
weaning age usually used in the ICTB / Fiocruz.

Keywords: Guinea pig, reproduction, vaginal cytology, puberty, estrus detection,
laboratory animal science.
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1. INTRODUCAO

As cobaias (Cavia porcellus) séo roedores criados em instalagdes animais para uso
cientifico no Brasil e em outros paises, esse biomodelo é de grande importancia no meio
cientifico, especialmente na cadeia de controle de qualidade de vacinas e medicamentos
distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS), além de fornecimento de sangue e
hemoderivados para o desenvolvimento de métodos de diagndstico de doengas,
especialmente na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Segundo os guias e manuais de criacdo e manejo de cobaias (ANDRADE, 2006;
HUBRECHT, 2010; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2017), estes animais possuem um
periodo de gestacdo médio de 68 dias e 0 desmame deve ocorrer aos 21 dias de vida. O
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), em sua Resolugéo
Normativa N° 33 de 2016, recomenda o desmame das cobaias com idade entre duas e trés
semanas de vida. O CONCEA sugere também o desmame tendo como parametro o peso, ou
seja, quando os animais alcancam peso igual ou superior a 180 gramas (BRASIL.
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAQAO ANIMAL -
CONCEA, 2016). Entretanto, essa ainda ndo é uma préatica utilizada pelas instituicdes de
criacdo deste biomodelo. No Servico de Criacdo de Roedores e Lagomorfos (SCRL/ICTB),
o fornecimento das cobaias ocorrem usualmente a partir do desmame até os 60 dias de vida.
As cobaias que apresentam estro em idade inferior a 21 dias, periodo em que ainda se
encontram no grupo familiar, abrem a possibilidade para que ocorra cobertura do pai. Desta
forma, ocasionando uma prenhez fora do planejamento de manejo, de dificil deteccédo
durante o desmame, e que somente seria detectado apos o terco final de gestacdo, ou seja,
apos o seu fornecimento.

Nesse contexto, a compreensdo do ciclo estral e a determinacdo da idade em que
ocorre a puberdade, possibilita a mudanca no manejo reprodutivo de cobaias e assegura que
fémeas com gestacdes ndo programadas nao sejam utilizadas em ensaios bioldgicos. O risco
de fornecimento de animais gestantes, sem constar no protocolo, &€ uma preocupacao ética,
além de ser uma variavel experimental, uma vez que durante a gestacao ocorrem alteracdes
nos parametros fisiologicos, imunolégicos, anatdbmicos e comportamentais. A adequacao do
manejo contribui ainda para a redugdo do excedente de animais nas criagdes, ou seja,
individuos ndo fornecidos por impedimento devido a condicao de gestacdo e nascimentos de

animais fora do planejamento populacional das colonias.



Com esse estudo pretendeu-se verificar, por meio de citologia vaginal e observacéo
da membrana de ocluséo vaginal, avaliar os ciclos estrais em animais com idade entre 15 e
60 dias. A partir dos resultados, foram propostas metodologias de monitoramento do ciclo
estral e mudancas no manejo reprodutivo das cobaias mantidas no Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB).



2. REVISAO DE LITERATURA

Nos séculos XIX e XX, a Cavia porcellus (cobaia) foi de grande importancia em
diversos trabalhos cientificos, 0 que induziu os pesquisadores e a comunidade cientifica a
utilizarem o termo “cobaia” para qualquer animal submetido a experimentacdo. Segundo o
dicionario Michaelis (2018), cobaia € qualquer animal submetido a experiéncias

laboratoriais e/ou quem é alvo de experimentos cientificos em laboratérios.
2.1.  Histdrico do uso de cobaias na experimentacéo

A presenca da cobaia (Cavia porcellus), também conhecida como porquinho-da-
india, no cotidiano humano vem de longa data. Segundo Weir (1974) e Kunzl e Sachser
(1999) hé relatos de criacdo destes animais pelos povos originarios da regido dos Andes na
Ameérica do Sul ha mais de 5 mil anos. O principal objetivo da domesticacdo é o
fornecimento de carne. Em meados do século XVI, os espanhois descobriram as cobaias e
introduziram a espécie na Europa, a qual rapidamente se tornou um animal de estimacéao
popular (KALISTE, 2007). Segundo Lord; Collins; Defrance et al. (2020) identificaram
que as cobaias domesticadas (Cavia Porcellus) inicialmente introduzidas no Caribe, sdo de
origem peruana, sdo também do Peru as primeiras cobaias transportadas como parte do
comercio animal de estimagdo, para a Europa e o sudoeste dos Estados Unidos. Demostraram
a ocorréncia de uma reintrodugdo moderna, da Europa para Porto Rico, utilizada pelos
habitantes locais como fonte de alimento.

Na lingua inglesa encontra-se 0 nome Guinea pig, mas nao se tem ainda ao certo a
origem desse nome. Uma das versdes é que 0s animais se parecem com pequenos porcos e
emitem sons estridentes. A primeira parte do nome em inglés, Guinea, pode ter derivado dos
paises Guayana ou Guiana Francesa, porgque 0s animais chegavam por navios da América
do Sul vindos desses paises (KALISTE, 2007). Outra hip6tese do surgimento do nome seria
por conta dos navios que transportavam as cobaias para a Europa, faziam parada na Guing,
na costa oeste da Africa, e 0 animal poderia ter sido nomeado em razdo da moeda desse
periodo, a guiné (SUTHERLAND:; FESTING, 1987).

A cobaia foi utilizada para elucidagéo de grandes questdes cientificas. Na Alemanha,
Nuttal e Thierfelder (1895), por meio de cesarianas assépticas, realizaram testes para obter
cobaias “livres de germes”, sendo os primeiros animais de laboratorio a serem utilizados a
partir dessa técnica. No final do século XIX, houve destaque para os estudos de Robert Koch

sobre a tuberculose (KOCH, 1882). A contribuicdo como biomodelo se estende a diversos



estudos, tais como os de Glen King (1928) no isolamento e identificacdo da vitamina C, na
compreensdo dos mecanismos de agdo e imunizagdo das vacinas antitetanica (JONES;
JAMIESON, 1936; SMITH, 1964) e contra a difteria (YOUNG; MOOD, 1945;
ZINNEMANN, 1945). Na Fiocruz, a cobaia foi utilizada como biomodelo em pesquisa de
manutencdo de reservatorios da doenca de Chagas, mesmo na auséncia de vetores
invertebrados (SHERLOCK; MUNIZ, 1976).

Ha& outros trabalhos que sdo referéncias no meio académico, como os estudos de
Deanesly (1966, 1968) e Stockard e Papanicolaou (1919), com grande contribui¢éo nas areas
de histologia e fisiologia reprodutiva, possibilitando compreender a biologia das cobaias.

Sabe-se que, apds intensa utilizacdo da espécie, ocorrida na década de 1960, em sua
grande parte em estudos sobre tuberculose, o niUmero de cobaias empregadas anualmente em
pesquisas biomédicas diminuiu sensivelmente (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2017).

Os trabalhos mais recentes mostram a importancia no uso da cobaia na pesquisa
biomédica, como os estudos sobre tuberculose, em que Williams; Goonetilleke; Mcshane et
al. (2005) buscaram uma nova estratégia de vacinagdo para a protecdo de adultos. Além da
utilizacdo desse biomodelo em novas linhas de pesquisas, tais como o estudo de Kumar;
Krause; Azouz et al. (2017) que utilizaram cobaias para a compreenséo dos mecanismos de
infecgdo e para avaliagdo de vacinas e terapéuticos contra o Zika virus. Outro estudo tendo
0 virus Zika como agente infeccioso, sugere que as cepas naturalmente circulantes ndo sdo
patogénicas durante a gravidez de cobaias imunocompetentes e ndo interferem no
desenvolvimento  normal  dos filhotes (BIERLE; FERNANDEZ-ALARCON;
HERNANDEZ-ALVARADO et al., 2017).

Além do Zika, outros virus foram tema de pesquisas, como 0s estudos realizados por
Cashman; Wilkinson; Wollen et al. (2017) com intuito do desenvolvimento de vacinas de
DNA otimizadas contra a febre de Lassa e o virus da febre hemorragica (Ebola). Zhang; Xu;
Zhang et al. (2017) revelaram caracteristicas da resposta imune inata da cobaia, mostrando-
se resistentes ao virus influenza aviaria H5N1, altamente patogénico, e uma grande
preocupacdo para pandemia. Pinheiro; Paranaiba; Alves et al. (2018) demonstraram o papel
do extrato da glandula salivar desse roedor durante o curso da infeccdo por Leishmania
enriettii. Além disso, a cobaia é também um dos biomodelos recomendados para estudos
pré-clinicos relacionados a asma (CANNING; CHOU, 2008; MEURS; SANTING; REMIE
et al., 2006; PAZHOOHAN; RAOUFY; JAVAN, 2017).



O papel da cobaia, na contribuicdo a ciéncia e a saude publica, fica evidente quando
observamos os trabalhos condecorados, ao longo de décadas, com o prémio Nobel de
fisiologia e medicina, em que o biomodelo foi utilizado (Quadro 1).

A C. porcellus é também biomodelo para estudos de nutricdo, farmacologia,
fisiologia, imunologia, analises clinicas, testes de reativos bioldgicos e é o animal de elei¢do
para a observacdo de complementos (ANDRADE, 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO,
2017), sendo comumente utilizada em pesquisas nas areas de toxicologia e desenvolvimento
de produtos e controle de qualidade (HUBRECHT, 2010).



Quadro 1. Laureados ao Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina que utilizaram cobaia como biomodelo.

Desenvolvimento de anti-

1901 Emil Adolf vonBehring soro de difteria.

1908 Ilya IlyichMechnikov Reacdes imunologicas e
Paul Ehrlich funcdes de fagocitos.

1919 Jules Bordet MISEETETTOE 6

imunidade.

Charles Jules Henri

1928 Nicolle Patogénese do tifo.
Descoberta da
estreptomicina, o primeiro
1952 Selman Abraham antibiotico eficaz contra a
Waksman
tuberculose.
1961 Georg von Békésy Mecanismo Fisico de

Estimulacdo na Coclea.
Interpretacdo do cddigo
1968 Marshall W. Nirenberg genético e sua fungdo na
sintese de proteinas.
Modelos da estrutura das

Gerald M. Edelman

1972 moléculas de
Rodney R. Porter imunoglobulina G (IgG).
Albert Claude Organizacdo estrutural das
1974 Christian de Duve celulas e discrigdo do
George E. Palade Reticulo endoplasmatico
Baruj Benacerraf Iden@ificagéo de_ a_n_tigenos
1980 George D. Snell de hlstocgmpatlbllld~ade e
mecanismo de a¢do.
Sune K. Bergstrom Isolamento, identificagéo e
1982 Bengt |. Samuelsson analise de prostaglandinas
John R. Vane EeF.
Descobertas de principios
: importantes para o
1988 Sir James W. Black P ataments
medicamentoso.
Descoberta de proteinas G
1994 Martin Rodbell e o papel dessas proteinas

na transducao de sinal em
células

Fonte: Foundation for Biomedical Research, 2018.

2.2.  Caracteristicas bioldgicas da Cavia porcellus (Cobaia)


http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1901/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1908/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1908/index.html
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http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1974/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1974/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1980/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1980/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1982/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1982/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1982/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1988/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1994/index.html

As variedades de C. porcellus séo identificadas pelo tamanho e pela dire¢do dos
pelos. A inglesa (Dunkin — Hartley) apresenta pelo curto (Short hair), liso e macio, foi criada
e estabelecida em 1926 (DUNKIN; HARTLEY; LEWIS-FANING et al.,1930). E a
variedade mais comum utilizada em pesquisas biomédicas (Figura 1).

Figura 1. Exemplares de cobaia (Cavia porcellus), variedade short hair, nas fases adulta (1), juvenil (2)
e recém-nascido (3)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

C. porcellus recém-nascidas possuem cerca de 60 a 100 g, apresentam pelagem
completa, os olhos abertos e orelhas descoladas. Poucas horas ap6s 0 nascimento as cobaias
jase locomovem facilmente e os dentes secundarios ja substituem os dentes deciduos durante
o desenvolvimento fetal. No dia do nascimento, filhotes comegam a comer alimentos solidos
e a beber 4gua, embora a lactagdo dure duas a trés semanas (HUBRECHT, 2010).

Os machos atingem sua maturidade sexual de duas a trés meses de idade e quando
apresentam massa corporal de cerca de 500 g, enquanto que, as fémeas podem atingir a
maturidade sexual com menos de um més de idade e uma massa corporal de cerca de 300 g
(KALISTE, 2007; HUBRECHT, 2010). As cobaias vivem em média oito anos e atingem
uma massa corporal de cerca de 800 g a mais de 1000 g. Os adultos podem medir até 30 cm
de comprimento (SUTHERLAND; FESTING, 1987).

2.2.1. Comportamento



C. porcellus sdo sociaveis, mas se assustam facilmente em decorréncia de estimulos
externos ou até mesmo de dentro da gaiola. A organizacao social das cobaias é definida por
comportamento agonistico e o desenvolvimento de hierarquias de dominancia (KALISTE,
2007; HUBRECHT, 2010). As glandulas adanais e supra-caudais sdo usadas para
demarcacdo do ambiente (MONTICELLI, 2005). Em interaces agonisticas ou de cortejo,
as cobaias apresentam sinais visuais como pilo-ere¢éo, saltos com contor¢do e demonstragéo
de lordose. C. porcellus possuem um repertorio extenso de vocalizacao, o qual é associado
a varios contextos: encontros amigaveis, separacao entre filhotes e mae, oferta de alimentos,
acesso de pessoas a area de criacdo, e cortejo para acasalamento (MONTICELLI, 2000).

As cobaias ndo apresentam um ciclo de atividade diurno-noturno. Em vez disso, eles
sdo caracterizados por um ritmo ultradiano, isto €, fases alternadas de atividade e repouso
que duram cerca de duas a trés horas. Assim, a atividade desses animais ndo € dependente
do regime claro-escuro (SACHSER; LICK; BEER et al., 1992).

2.2.2. Dados reprodutivos

As cobaias sdo poliéstricas ndo sazonais com ovulacdo espontanea e corpo liteo com
atividade secretoria ativa. Alguns autores descrevem o surgimento da puberdade entre 55 e
70 dias, com o primeiro cio por volta dos 68 dias de idade e uma varia¢do de 21 dias para
mais ou menos (ANDRADE, 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2017). Segundo
Kaliste (2007) e Hubrecht (2010), no entanto, as fémeas podem atingir a maturidade sexual
com idade inferior a um més de vida. O ciclo estral € relatado, entre 15 & 17 dias (LILLEY;
EPPING; HAFNER, 1997; STOCKARD; PAPANICOLAOU, 1919; HUBRECHT, 2010),
entretanto para outros autores, fica entre 14 a 16 dias (KUHNEL; MENDOZA, 1992;
WANG,; LIU; TIAN, et al. 2010; LI; SHEN, 2015).

O periodo de gestacdo varia entre 59 e 72 dias, com média de 65 dias. O nimero de
filhotes pode variar de um a oito por parto, com média de trés filhotes. O cio p6s-parto é
bastante frequente e ocorre horas ap6s o parto, assim as fémeas tornam-se receptivas
imediatamente ap6s o parto (ANDRADE, 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2017;
HUBRECHT, 2010). Durante o estro as cobaias mostram algumas mudancas
comportamentais como aumento da atividade locomotora e das frequéncias de
comportamento de marcacéo (BIRKE, 1981).

As cobaias possuem uma membrana de oclusédo do canal vaginal, que se rompe
durante o cio ou durante o parto para a passagem dos filhotes (STOCKARD;
PAPANICOLAOU, 1919) (Figura 2). Esse fenémeno é descrito também em outros roedores



caviomorfos, como: Trinomys yonenagae em que a membrana vaginal tem a sua primeira
abertura com idade entre 61 a 120 dias de vida, em média aos 95,2 dias (LUCHESI, 2010),
Cavia aperea (SILVEIRA; MACHADO, 1971; TOUMA; PALME; SACHSER, 2001),
Cuniculus paca (REIS, 2009; RIBEIRO; RUMPF; SATAPRA et al., 2012). A membrana de
oclusédo do canal vaginal ndo esté presente apenas na fase jovem da cobaia, pois a cada ciclo
estral essa estrutura € destruida e reconstruida, e ocorre por toda a vida da fémea
(STOCKARD; PAPANICOLAOU, 1919).

Figura 2. Membrana de oclusdo vaginal de cobaia (Cavia porcellus).

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

De acordo com Stockard e Papanicolaou (1919),

“A membrana de oclusdo da vagina ¢ delgada e delineada, composta
simplesmente por epitélio escamoso estratificado que cresceu a partir das bordas
dos labios sobre o orificio. Ndo contém vasos ou sangue, possui a mesma
aparéncia lustrosa que o epitélio de superficie cobrindo a regido dos labios
vaginais, com aparéncia de continuidade. A ruptura da membrana de oclusdo
vaginal ocorre de maneira natural, pouco antes do estro a vulva se apresenta com
inchaco, fazendo pressdo na membrana que estica e se rompe, no periodo em que
fémea esta no cio e pronta para copular.”

A membrana vaginal esta presente na periferia dos genitais da cobaia e se ausenta
por trés a sete dias, coincidindo com os estagios de proestro, estro e metaestro (LUNA,
CORTES; FLORES, 2003). Nas fémeas maduras, a membrana vaginal abre-se entre um a
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trés dias durante o estro, mas no primeiro ciclo esse periodo pode ser mais prolongado e o
fechamento ocorre apds a ovulacio (ARANIBAR; ECHEVARRIA, 2014). Segundo Li e
Shen (2015) as caracteristicas morfologicas da vulva em cobaias sofrem pequenas alteracfes
entre as fases do ciclo estral, apresentando inchaco, vermelhidao e secrecdo no proestro e
estro e no metaestro apresenta a membrana levemente fechada e cor clara.

O fato de apresentarem um ciclo estral mais longo, quando comparado a outros
roedores utilizados como biomodelos, possuirem estro bem caracterizado e periodo folicular
ovariano similar ao dos seres humanos (LI; SHEN, 2015), coloca a cobaia como um
excelente biomodelo também para o estudo da biologia reprodutivas humanas (SUN;
ZHANG; HAN et al. 2014).

2.3.  Determinacéo do ciclo estral

A regulacdo do ciclo estral é realizada por mecanismos endocrinos e
neuroendocrinos, principalmente os horménios hipotalamicos, as gonadotrofinas e 0s
esteroides secretados pelos ovarios (HAFEZ, 2004). Os hormdnios esteroides, em diferentes
espécies de mamiferos, tem papel relevante no estagio de desenvolvimento folicular,
maturacdo oocitaria e formacdo do corpo luteo. Pincipalmente estradiol, progesterona e
andrdgenos (LIMA-VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011).

O ciclo estral pode ser dividido em fase folicular, onde ocorre crescimento e
maturacdo dos foliculos ovérios, estimulados pela gradual secrecdo de estrégeno (HAFEZ,
2004). A fase lutea, que é estimulada pelo aumento da concentracdo de progesterona no
inicio da ovulacéo (LIMA-VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011).

O ciclo estral em cobaias é caracterizando por dois picos hormonais, o primeiro
ocorre no proestro, associado a um aumento nos niveis de estradiol (ALKHALAF;
PROPPER; CHAMINADAS et al. 1992), o segundo pico, de progesterona, ocorre no
diestro, onde o estradiol demostra niveis baixos (ALKHALAF; PROPPER;
CHAMINADAS et al. 1992). O estro é caracterizado por um pico na concentracdo de
horménio luteinizante (LH) (TREWIN; CHAFFIN; WATANABE et al. 1998). O estradiol
tem acdo miogénica estimulando o espessamento das células do epitélio vaginal mais
superficial, j& a progesterona provoca descamacao das camadas superficiais e diminuigdo do
epitélio vaginal (DEANESLY, 1966).

Quando as fémeas possuem ciclo poliéstrico e a atividade ciclica é continua, as fases

do ciclo estral sdo denominadas de proestro, estro, metaestro e diestro, e hé grande variacéo
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quanto a duracdo do ciclo estral (LUCHESI, 2010). No Quadro 2 ¢ possivel visualizar a
diferenga, entre autores, na duragéo das fases do ciclo estral.

A citologia vaginal permite determinar as fases do ciclo ovariano pela caracterizagdo
e incidéncia dos tipos celulares. As celulas do epitélio vaginal apresentam diferencas
marcantes nos quatro estagios do ciclo estral em cobaias (LI; SHEN, 2015).

Observa-se no proestro a presenca abundante de muco e células intermediérias
grandes e pequenas (KUHNEL; MENDOZA, 1992). No estro ha grande quantidade de
células superficiais, de forma poliédrica e de nucleo pequeno, de dificil visualizagéo,
encontrando-se também células superficiais anucleadas (KUHNEL; MENDOZA, 1992;
LILLEY; EPPING; HAFNER, 1997). No metaestro verifica-se pouca quantidade de
leucdcitos, células intermediarias e reducdo da quantidade de células superficiais
(KUHNEL; MENDOZA, 1992). No diestro observa-se uma maior quantidade de leucocitos,
pouca quantidade de células intermediarias (KUHNEL; MENDOZA, 1992).

Quadro 2. Duragéo nas fases do ciclo estral em Cobaias.

Duracao
o Pro- Meta- ) Ciclo
Espécie Autor(es) Estro Diestro
estro estro total
Lilley, Epping e 2-4 8-24 2-4 8-10 15-17
Hafner (1997) dias horas dias dias dias
Cobaia Shomer, Holcome, 1-15 8-11 ) 11-12 )
_ ) 3 dias ) 16 dias
(Cavia Harkness (2015) dias horas dias

porcellus)  Alkhalaf, Propper,
Chaminadas et al 1 dia 1 dia 2 dias 10 dias 16 dias
(1992)

Em outros roedores, como o camundongo, observa-se no proestro células epiteliais
basais e intermediarias. O estro tem predominio de células anucleadas, isoladas ou em
grumos. O metaestro apresenta células do tipo epitelial basal e intermediaria, celulas
anucleadas e a presenca de leucocitos. No diestro o esfregago vaginal é caracterizado por
elementos celulares escassos com grande concentragdo de muco e de leucdcitos
polimorfonucleares (MENDONCA; EVENCIO-NETO; SIMOES, 2007).
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O rato, linhagem Wistar, no proestro ha predominio de células epiteliais nucleadas,
no estro ha um predominio de células cornificadas, o diestro | apresenta predominio de
leucdcitos e a presenca de células cornificadas e epiteliais e no diestro Il ocorre o0 predominio
de leucdcitos. (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; BARRIL; GRISOTTO;
COELHO, 2016).

Na fase do estro em preés (Cavia aperea) observa-se no esfregaco vaginal, no estagio

1, grande quantidade de células superficiais mucosas, poucos leucdcitos e presenca de muco.
No estagio 2 ha predominio de células superficiais queratinizadas, no estagio 3 ocorre
elevado nimero de célula basal e no estagio 4 ha presenca de células basais e
polimorfonucleares. Enquanto que na fase do diestro, estagio 1, ocorre a presenca de muco
e leucacitos, e no diestro de células diéstricas, leucocitos e muco (SILVEIRA; MACHADO,
1971). Segundo Toumar, Palme e Sachser (2001) o estro € descrito com a seguinte
distribuicdo celular: células superficiais e intermediarias tardias dominam os esfregacos
durante os primeiros dias de abertura vaginal, e diminuiram subsequentemente, enquanto o
numero de células parabasais aumentaram.
Ja em cutias, o proestro tem predominio de células superficiais anucleadas, intermediarias e
parabasais. No estro, apresentam em maior quantidade células superficiais nucleadas e
anucleadas, além da auséncia de leucocitos. No metaestro, a uma frequéncia maior de células
intermediaria e leucdcitos. No diestro, células parabasal (GUIMARAES; MOREIRA;
VALE, 1997).

2.3.1. Células do epitélio vaginal

A mucosa do canal vaginal é constituida pelo epitélio pavimentoso estratificado ndo
queratinizado e lamina propria de tecido conjuntivo, apresentando as seguintes camadas:
basal, parabasal, intermediaria e superficial (LIMA, 2012), como apresentado na (Figura 3).

A célula basal é arredondada ou oval, apresenta citoplasma escarco, 0 nucleo €
centralizado, redondo, com cromatina distribuida de maneira uniforme e normalmente
descamam isoladamente ou apresentam-se em pequenos grumos. A camada basal, ou
germinativa, é responsavel, em condic@es fisiologicas, pela replicagdo celular. As outras
camadas estdo em diferentes estagios na maturacdo das células basais (LIMA, 2012).

A célula parabasal € maior que a célula basal, o nlcleo apresenta-se arredondado,
com o citoplasma mais abundante que as basais, e bordas bem delimitadas, sendo o

citoplasma basofilo. A célula intermediaria apresenta uma forma poligonal, com citoplasma
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abundante e normalmente cianofilico, o seu ndcleo € arredondada (MARIA-ENGLER;
CONSOLARO, 2012).

As células superficiais sdo aproximadamente do mesmo tamanho das células
intermediarias, também sdo poligonais, porém o citoplasma é mais aplanado e transparente,
geralmente eosinofilico, e o nucleo picnético. As células superficiais anucleadas (ou
escamosas) sao proximas ao tamanho das células superficiais e intermediarias, embora
parecam retraidas. A area ocupada anteriormente pelo nucleo pode aparecer como uma

sombra clara (nacleo “fantasma”) e 0 citoplasma é eosinofilico (LIMA, 2012).

Figura 3 - llustracdo esquematica representando as diferentes camadas do epitélio escamoso, assim como

os tipos de células correspondentes a cada camada.

basals | parabasais | Intermedidrias | superficiais |escamas
anucleadas

Fonte: Lima (2012).

2.3.2. Colpocitologia

A colpocitologia, técnica introduzida por Papanicolaou em 1941, é um método
utilizado para estudo do ciclo estral em diversos mamiferos. H4 uma grande variedade de
espécies em que a aplicacdo da colpocitologia é efetiva, como em: gata domestica (Felis
catus) (CARVALHO, 2013), cadela (Canis familiaris) (VIERA, 2012), paca (C. paca)
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(REIS, 2009; RIBEIRO; RUMPF; SATAPRA et al. 2012), cateto (Tayassu tajacu) (MAIA,
2011), equino (PIMENTEL; SANTQOS; DIAS et al. 2015) e primatas ndo humanos, como o
macaco bugio (Alouatta caraya) (KUGELMEIER; DEL RIO DO VALLE; DE BARROS
VAZ GUIMARAES et al., 2011).

Em camundongo (Mus musculus), Carvalho, Paula e Carneiro (2013) e Mendonga,
Evéncio-Neto e Simdes (2007) realizaram coletas diarias utilizando-se de uma haste flexivel
com algoddo umedecida com uma solucdo salina, fixacdo da ldmina com o esfregaco
citologico em alcool 95% e coracdo com hematoxilina e eosina. Em outra técnica de coleta,
Cora, Kooistra e Travlos (2015), utilizaram a técnica de lavado genital, por meio de conta-
gotas introduzindo na cavidade vaginal solucédo salina, sendo 0,1 mL em camundongo e 0,2
mL para ratos (Rattus norvegicus). Apés a lavagem, uma gota foi colocada na 1dmina, a qual
foi seca em temperatura ambiente e realizada coloracdo do tipo Romanowsky. J& no estudo
de Marcondes, Bianchi e Tanno (2002), com ratos, foi utilizada uma pipeta pléstica com 10
ML de solugéo salina (NaCl a 0,9%) para o lavado vaginal, colocagéo de uma gota de solucéo
do lavado em lamina de vidro e analise do material sem coloracdo. Também utilizando ratos,
Barril, Grisotto e Coelho (2016), fizeram uso de 0,5 mL de solucéo salina, a analise ocorreu
sem a coloracdo do material. Outra espécie em que se usou a lavagem genital foi o rabo-de-
facho (Trinomysyo nenage) Luchesi (2010), utilizando-se uma gota (aproximadamente
50uL) de solucdo de cloreto de sddio a 0,9%, pipeta plastica, lamina, a analise foi realizada
sem coloracdo, ou quando necessario foi utilizada solucédo alcodlica de Azul de toluidina
(5%).

Na determinacdo do ciclo reprodutivo de cutia (Dasyprocta prymnolopha),
Guimardes, Moreira e Vale (1997), utilizaram uma haste flexivel (8 cm) embebida em
solucdo fisioldgica para a coleta, coloracdo das amostras pelo método de Papanicolau. Ja
Santos (2012) em seu estudo com preas (Galea spixii), utilizou a coloracdo Romanowsky
modificado (pandtico rapido) e swab de algodao estéril para coleta.

De modo geral, as tecnicas de colpocitologia sdo confiaveis, de baixo custo, e
envolvem o estudo de células descamadas ou retiradas mecanicamente do epitélio vaginal.
Esse epitélio é do tipo pavimentoso estratificado, apresentando véarias camadas

morfologicamente distintas, variando ao decorrer do ciclo estral (LUCHESI, 2010).

2.3.3. Técnicas de coloracao de laminas de citologia vaginal
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Em estudos colpocitolégicos, como os realizados por Marcondes, Bianchi e Tanno
(2002) em ratas e por Luchesi (2010) no roedor rabo-de-facho na determinagdo do ciclo
estral, as laminas foram analisadas em microscopia sem a utilizacéo de técnicas de coloragéo
do fluido vaginal.

Entretanto, o uso de corantes facilita a identificagdo dos diferentes tipos celulares em
laminas de esfregacos vaginais. Uma das técnicas mais utilizadas é a proposta por
Papanicolaou (PAPANICOLAOU; HERBERT, 1941). As andlises de Cora, Kooistra e
Travlos (2015) ressaltam caracteristicas multicromatica da técnica, que colore o citoplasma
com tons de laranja, rosa ou azul. Dependendo do grau de cornificacdo, essa coloragao
oferece 0s melhores detalhes da cromatina. Para obtencdo de laminas de boa qualidade,
utilizando-se a coloracdo de Papanicolaou, preconiza-se a fixacdo imediata em alcool
(BORGES; CARDOSO; BOLZAN, 2012).

A técnica de coloracdo do tipo Romanowsky, conhecida como coloragdo Panético
rapido, é outro método utilizado para observacao citologia vaginal, onde o material coletado
normalmente seca em temperatura ambiente, e a coloracdo é realizada no mesmo dia
(JORUNDSSON; LUMSDEN; JACOBS, 1999). Entretanto, na impossibilidade de
proceder-se com a coloracdo Pandtico imediatamente apds a colheita, a permanéncia das
laminas em alcool pode ser indicada, mantendo-se bons resultados (BORGES; CARDOSO;
BOLZAN, 2012). O Pandtico é uma coloracdo policromatica, caracterizada por ndcleos
purpura, citoplasma azul, nucléolo azul e eritrocitos cor-de-rosa (JORUNDSSON;
LUMSDEN; JACOBS, 1999).

Ha outras técnicas de coloracdo que podem ser utilizadas como: Wright e Giemsa
(BORGES; CARDOSO; BOLZAN, 2012; LI; SHEN, 2015); Azul de Toluidina (CORA,;
KOOISTRA; TRAVLOS, 2015) e hematoxilina e eosina (CARVALHO; PAULA;
CARNEIRO, 2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002937816406216#!
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo Geral

Estudar o inicio da puberdade em cobaias (Cavia porcellus), por meio da observagédo

visual da membrana de oclusdo vaginal e analise de citologia vaginal.

3.2.  Objetivos especificos

e Determinar a idade de puberdade de cobaias short hair;

e Auvaliar a incidéncia e a frequéncia do ciclo estral em cobaias, com idades entre 15 a
60 dias de vida;

e Comparar duas técnicas de coloracdo, Panético rapido e Papanicolau, para avaliacdo

de material citoldgico vaginal,
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.  Aspectos éticos

Este estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais, CEUA —
Fiocruz, sob a licenga nimero LW-12/15 e termo aditivo P39/14.4 para a inclusdo da
atividade “coleta para citologia vaginal”.

O fim do experimento ocorreu quando os animais alcancaram o dia 61 de vida. N&o
houve modificacdo na rotina geral de alojamento e manejo dos animais, a nao ser pelos
momentos de observacdo da membrana de oclusdo vaginal e colheita de amostras para

colpocitologia.

4.2. Instalacdo animal e manejo

O referido estudo foi realizado SCRL/ICTB. O setor é responsavel pela criacdo e
manutencdo de roedores e lagomorfos destinados a pesquisa, testes de reacdo a produtos
quimicos e testes de poténcia.

As instalagdes animais em que as cobaias foram mantidas dispunham de gaiolas de
polipropileno autoclavaveis medindo 90 x 60 x 30 cm (comprimento x largura x altura). Os
animais, inicialmente, permaneciam em grupos familiares com as maes, macho e filhotes de
variadas idades, que ao completarem 21 dias de vida, eram desmamados seguindo as
orientagdes do POP-SCRL-364_Rev_00 (Desmame e Sexagem de Cobaias), agrupando-as
em gaiolas com seis animais. O ambiente foi mantido com temperatura entre 19° e 21°C,
umidade relativa do ar entre 40 e 60 % e ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Todos 0s insumos
e materiais ofertados aos animais passaram por processos de descontaminacdo quimica e/ou
fisica. Para nutricdo dos animais, foi ofertada racdo especifica para cobaia (Quimtia®),
suplementagdo de vitamina C (Vetec Quimica Fina LTDA), polivitaminico (Organnact®) e

agua autoclavada.

4.3.  Delineamento experimental

No presente estudo, foram selecionadas 42 cobaias, com idade entre 15 a 60 dias de
vida. Aos 14 dias de vida, quando estas ainda estavam alojadas com o seu grupo familiar,

foram aplicados microchip na regido dorsal escapular, seguindo as orientagdes do POP-
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SCRL-369 Rev_00 (Implantacdo de Microchip em Cobaia), para identificagéo,
rastreabilidade dos animais e das amostras colpocitologicas.

O inicio das observacdes da membrana vaginal deu-se quando o0s animais
completaram 15 dias de vida. Diariamente, entre 09h00 e 10h00, os animais eram contidos
fisicamente, pesados e realizada a observacdo da regido genital, avaliando
macroscopicamente a membrana de oclusdo da vagina, e classificando-as em trés estagios,
de acordo com os critérios do Quadro 3. Entre 30 e 60 dias, a verificacdo da membrana foi
realizada a cada dois dias e, observado o rompimento, efetuou-se a coleta citoldgica
diariamente, até verificacdo do fechamento da membrana vaginal. Ap6s fechamento da

membrana, as observacdes retornaram a cada dois dias.

Quadro 3. Classificacao do estagio da membrana de ocluséo vaginal em Cavia porcellus no ICTB. Rio de
Janeiro, 2020

Estagio da o o
Cadigo | Critério

membrana
Aberta MVA | Canal vaginal com auséncia da membrana
Parcialmente MVPA Canal vaginal com abertura da membrana, mas
aberta sem espaco para introducao do swab

Canal vaginal completamente coberto pela
Fechada MVF

membrana

Legenda: Membrana vaginal aberta (MVA); Membrana vaginal parcialmente aberta
(MVPA); Membrana vaginal fechada (MVF).
Os aspectos macroscopicos da genitalia avaliados foram: coloracdo da vagina,

presenca de muco ou fluidos e inchago da vulva. A planilha de controle de colheita da
citologia vaginal foi confeccionada para o registro destes dados (APENDICE A — Planilha

controle de colheita citologia vaginal).

4.4. Citologia vaginal

Quando a membrana de oclusdo vaginal encontrava-se aberta era efetuada a coleta
citologica. Na realizacdo do esfregaco vaginal as cobaias eram contidas fisicamente para
exposicao da genitalia, realizava-se limpeza da regido genital com gaze e solugéo fisioldgica.
O material vaginal era coletado com auxilio de escova interdental cilindrica extrafina de 3

mm de didmetro e cerdas macias, umedecida com soro fisioldgico e introduzida no canal
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vaginal em, no méximo, dois tercos do comprimento da regido, em movimentos circulares,
esfoliando suavemente a parede do canal vaginal.

Posterior a coleta citoldgica, realizava-se o esfregaco em duas laminas de
microscopia, que receberam identificacdo (ID amostra), composta por nimero em ordem
aleatoria e letra correspondente a técnica de coloragdo a ser utilizada (A para Panético rapido
e B para Papanicolau). As informacGes referentes ao animal em que se efetuou a coleta, tais
como; numero de Microchip, dia de coleta e ID ao qual recebeu foram registradas em
planilha (APENDICE B — Controle de coleta de material vaginal). As laminas foram
armazenadas em frasco, contendo no maximo trés laminas por frasco, e direcionados ao
Laboratdrio de Reproducédo do Servico de Criacdo de Primatas ndo humanos (SCPRIM) do
ICTB onde foram efetuadas as técnicas de coloracao do presente estudo e leitura das laminas.

As laminas correspondentes ao grupo A, técnica de coloracdo Romanowsky
(Panotico) com kit de coloracdo da marca LABORCLIN — Produtos para Laboratorio LTDA.
As laminas foram coradas com intervalo maximo de 24 horas, entre a coleta e coloracéo,
para garantir a integridade da amostra e evitar eventual contaminagdo da mesma. A técnica

seguiu o protocolo descrito no (Quadro 4).

Quadro 4. Etapas da técnica Panético para colocagdo de Iaminas citoldgicas.

Reagente Tempo

Triarilmetano 0,1% 10 segundos
Xantenos 0,1% 10 segundos
Tiazinas 0,1% 20 segundos

Fonte: Manual do fabricante, 2018.

As laminas do grupo B (Papanicolau), os corantes utilizados para realizacdo dessa
técnica foram adquiridos separadamente ou preparados no Scprim/ICTB. As laminas foram
armazenadas em frascos plasticos para ldminas, contendo no méaximo trés laminas por frasco,
contendo solucéo de alcool 90% para fixacdo. Posteriormente, a coloracéo foi realizada no
Laboratorio de Reproducédo do SCPRIM/ICTB, seguindo as etapas descritas no Quadro 5.



Quadro 5. Etapas da técnica Papanicolau para a coloracao de laminas citoldgicas.
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Reagentes

Tempo

Alcool a 80%

Alcool a 70%

Alcool a 50 %

Agua destilada
Hematoxilina de Harris
Agua destilada

Agua (200 mL) — Acido cloridrico (2 gotas)
Agua corrente

Alcool a 50 %

Alcool a 70%

Alcool a 80%

Alcool a 95%
Alaranjado 6

Alcool a 95%

Eosina

Alcool a 95%

Alcool a 95%

Alcool a 100%

Alcool a 100 %

Xilol

10 passagens
10 passagens
10 passagens
1 minuto

6 minutos

7 passagens
3 passagens
1 minuto

10 passagens
10 passagens
10 passagens
10 passagens
3 minutos

10 passagens
2 minutos

10 passagens
10 passagens
10 passagens
10 passagens
10 passagens

Fonte: Kugelmeier, 2005.

Para a leitura, as laminas constavam apenas com numero de 1D, garantindo a leituras

a cegas. A mesma foi realizada em microscopia 6ptica, campo claro, com aumento de 100 e

400 vezes. O campo de leitura foi determinado pela disposicdo e quantidade de material

presente na lamina, preferencialmente evitando as extremidades e campos com grumos, onde

fosse possivel diferenciar os tipos celulares no esfregaco vaginal (Figura 4).
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Figura 4. Esquema para orientagédo do campo de leitura das laminas de esfregaco citologico vaginal, de
forma a percorrer toda a lamina, escolhendo os melhores campos e evitando aqueles onde nao foi possivel
diferenciar os tipos celulares. Rio de Janeiro, 2020

Identificacéo da lamina (1D).

Orientacdo do campo de
leitura.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

As laminas foram avaliadas de maneira quantitativa e qualitativa. Na avaliacdo
quantitativa considerou a contagem dos tipos celulares em nimeros absolutos, totalizando
200 células. Apds a contagem, foi calcula a porcentagem dos tipos celulares do epitélio
vaginal encontrados em cada amostra. Seguindo a classificacdo utilizada por Guimarées e
colaboradores (1997), os tipos celulares foram classificados em células: basal, parabasal,
intermediaria, superficial nucleada e superficial anucleada. Na avaliacdo qualitativa
observou-se a presenca de: muco, leucdcitos, fungos, bactérias, a limpeza e a quantidade de
material na lamina. A presenca de cada achado foi qualificada seguindo os critérios descritos
no Quadro 6 e, em seguida, registradas em planilha (APENDICE C — Planilha de coleta de
amostras de material vaginal). Construgdo desenho experimental software EDA (NC3Rs®),
diagrama ( APENDICE D — Diagrama desenho experimental EDA).

Quadro 6. Descrigdo dos critérios da avaliagdo qualitativa das laminas com esfregacos citolégicos
vaginais de cobaia (Cavia porcellus). Rio de Janeiro, 2020

Classificagdo | Codigo | Descricao

Ausente - N&o é observado durante a leitura da 1dmina
Leve + Observado em poucos campos de leitura da lamina
Moderado ++ Observado em alguns campos de leitura da lamina

Elevado +++ | Observado por todos os campos de leitura da lamina
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45. Anaélise dos resultados

Os dados obtidos foram registrados em fichas de exame individuais e sistematizados
em planilhas do Excel, conforme descrito anteriormente.

Para a descricao dos resultados, foram observadas a abertura da membrana de oclusao
vaginal de cada fémea, a idade, o tempo de permanéncia e a fase do ciclo em que ocorreu a
abertura. Nos dados da citologia vaginal foi realizada estatistica descritiva, calculos de média
e desvio padrdo, erro padréo e variagdo dos dados originais. Para comparagdo entre as
diferencas nas técnicas de coloracdo utilizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA), e 0
mesmo teste analitico foi realizado para comparar o nimero de tipos celulares presentes nos
trés ciclos observados e o0 Teste T para comparacao entre as médias obtidas nos primeiro e
segundo ciclos por meio do software livre Bioestat verséao 5.0.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar Ho (hipotese de nulidade) foi de 5%,

isto é, para um nivel de significancia menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados encontram-se divididos nos seguintes topicos:
e Avaliacdo dos ciclos estrais entre os 15 e 60 dias de vida;
e Puberdade antes de 21 dias de vida;

e Comparacao das técnicas de coloragdo Pandtico rapido;

5.1.  Avaliacao dos ciclos estrais entre 15 e 60 dias de vida

A avaliacdo macroscopica da membrana de oclusao vaginal foi efetuada em todos 0s
42 animais do estudo, totalizando 1274 verificacdes. Evidenciou-se que, em 73% das
avaliagdes da vulva, o status encontrado era o de membrana vaginal fechada (MVF), em
13% encontrou-se o status de membrana vaginal parcialmente aberta (MVPA), enquanto que
a membrana vaginal aberta (MVA) foi relatada em 14% das observacdes da regido genital

das cobaias.

Na avaliacdo macroscopica da vulva de C. porcellus com idade ente 15 e 60 dias de
vida, verificou-se que a membrana vaginal fechada (MVF) é caracterizada quando nao se
observa 0 acesso ao canal vaginal (Figura 5-A). Na Figura 5-B pode-se observar o inchaco
da vulva e uma secrecao incolor deixando-a com aspecto de Umida em toda a regido genital.
Salienta-se que no status membrana vaginal parcialmente aberta (MVPA), ndo houve a
auséncia completa da MV, que ainda se faz presente nas regides mais proximas aos labios
(Figura 5-C). O status membrana vaginal aberta (MVA) caracterizou-se pela auséncia total

da membrana de oclusao vaginal permitindo, assim, acessar o canal vaginal (Figura 5-D).

Figura 5. Anélise macroscopica da membrana de ocluséo vaginal de Cavia porcellus com idade entre 15
e 60 dias de vida, do ICTB/Fiocruz. Membrana vaginal fechada (MVF) (A); Inchago vulva e secrecéo
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(B); Membrana vaginal parcialmente aberta (MVPA) (C); Membrana vaginal aberta (MVA) (D),
rompimento da membrana de ocluséo vaginal. Rio de Janeiro, 2020.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Para fémeas utilizadas nesse estudo, entre 15 e 60 dias de vida, o rompimento da
membrana de oclusdo vaginal ocorreu, ao menos uma vez, em 39 das 42 fémeas (92,85 %)
avaliadas. Do total de fémeas com membrana vaginal aberta (MVA), 23 (58,97 %)
apresentaram uma segunda abertura, com intervalo entre as aberturas de sete & 21 dias.
Observou-se que seis fémeas (15,38 %) apresentaram uma terceira abertura, com intervalos
entre 15 & 18 dias (Tabela 1). A duragdo do intervalo da abertura da membrana vaginal
(AMV) foi calculada a partir do primeiro dia de abertura da MV até o dia anterior a préxima
abertura. Dessa maneira, a duragdo do intervalo da AMV nesse estudo variou entre 7 e 21
dias, a maior frequéncia com duracéo entre 17 e 18 dias, 0s quais, totalizaram 44,81 % dos
intervalos constatados, (Tabela 2).

Tabela 1. Observacao das aberturas da membrana vaginal (AMV) de Cavia porcellus do ICTB/Fiocruz,

quantitativo de fémeas, média e desvio padrao, da idade em que a AMV foi constatada e da duracéo,
além do intervalo entre as aberturas. Rio de Janeiro, 2020.

AMV Fémeas Idade média e desvio Duracdo média e Intervalo entre
(n) padrao (dias) desvio padrao (dias) AMV (dias)
1° 39 359,75 3+2 -
20 23 48+7,91 2+1,33 7-21

3° 6 53+4,88 2+0,81 15-18
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Tabela 2. Duracao, frequéncia e proporc¢éo do total de intervalo de AMV avaliados em Cavia porcellus,
entre 15 e 60 dias de vida, no ICTB/Fiocruz, com destaque para os intervalos de duragdo mais frequentes.
Rio de Janeiro, 2020.

Intervalo de AMV Frequéncia do total de Porcentagem
(dias) ciclos avaliados (%)
7 2 6,89%
13 1 3,44%
15 4 13,79%
16 4 13,79%
17 7 24,13%
18 6 20,68%
19 3 10,34%
21 2 6,89%

Quando observado o tempo de permanéncia da abertura MV, notou-se uma variagcdo
de 1 a 12 dias ininterrupta, com maior frequéncia para uma duracdo de dois dias,
representando 32% do total de MVA. Ressalta-se que 72% dos ciclos observados

apresentaram variacdo de 1 a 3 dias de MVA, os dados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Tempo de permanéncia da abertura da membrana vaginal em Cavia porcellus com 15 a 60 dias
de idade no ICTB/Fiocruz, com destague para as dura¢des mais frequentes. Rio de Janeiro, 2020

Tempo de abertura em cada ciclo Ciclos observados Porcentagem
(dias) (n) (%)
1 9 18%
2 16 32%
3 11 22%
4 6 12%
5 2 4%
7 1 2%
8 1 2%
12 1 2%

Constatou-se que 38 fémeas apresentaram, a0 menos em um dos ciclos, membrana
vaginal parcialmente aberta (MVVPA) anterior ou posterior ao rompimento da MV. A MVPA,
anterior ao rompimento da MV, em 72% dos ciclos ndo foi observada. Quando observada a
MVPA (dias antes da MVVA), esta variou de 1 a 8 dias, com maior frequéncia ocorrendo em
1 dia, representando 12% do total de MVPA. Salienta-se que, em um dos ciclos, a MVPA
permaneceu por 8 dias, sendo o periodo mais longo observado. Registra-se que, apos o
rompimento da MV, a MVPA variou de 1 a 5 dias, com maior frequéncia ocorrendo em 1
dia, o que representa 55% do total de MVPA (dias ap6s MVA). Em 11 ciclos a MVPA nédo

foi observada, representando 16% (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia da observacdo de membrana vaginal parcialmente aberta, dias antes e dias ap6s a
membrana vaginal aberta em Cavia porcellus com idade entre 15 e 60 dias de vida no ICTB/ Fiocruz.
Rio de Janeiro, 2020.

MVPA N° de Ciclos MVPA N° de ciclos
(dias antes b d % di . b d %
MVA) observados (dias apos MVVA)  observados
0 49 72% 0 11 16%
1 8 12% 1 37 55%
2 4 6% 2 7 10%
3 3 5% 3 9 13%
4 2 3% 4 2 3%
5 1 1% 5 2 3%
8 1 1% - - -

5.1.1. Abertura da membrana de ocluséo vaginal, 12 abertura.

Observou-se que na primeira ocorréncia de MVA ha uma variacgdo de idade entre 17
e 57 dias. N&o foi observada uma maior frequéncia na idade das fémeas na primeira
ocorréncia de MVA, ocorrendo uma distribuicdo por todo o periodo de observacdo dos
animais. Salienta-se que 10 das 39 fémeas apresentaram 12 abertura da MV com idade entre
15 e 30 dias de vida, com idade média de 21,9 + 2,98 dias, ja com idade entre 31 e 45 dias de
vida, 25 fémeas apresentaram AMV, com idade média de 38,04 + 4,53 dias e entre 46 e 60
dias de vida, observou-se 4 fémeas, com média de 51,75 + 3,26 dias . Os dados podem ser
observados na Figura 6.
Figura 6. Distribuicdo da idade na primeira abertura da membrana vaginal de Cavia porcellus entre 15
e 60 dias de vida. ICTB/Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.

6
Idade das fémeas na 12 abertura da membrana vaginal
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Idade dos animais (dias)
Legenda. Intervalo entre 15 e 30 dias de vida (@); Intervalo entre 31 e 45 dias de vida (£); Intervalo
entre 46 e 60 dias de vida ().
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O tempo de permanéncia da abertura da MV variou de 1 a 12 dias ininterruptos na 12
abertura, com maior frequéncia entre 1 e 3 dias, representando 75% do total MVA na
primeira abertura. Salienta-se uma fémea que apresentou primeira AMV com 41 dias de vida

e permaneceu por 12 dias ininterruptos (Tabela 5).

Tabela 5. Duracéo em dias da 1% abertura da membrana vaginal (MV) de Cavia porcellus entre 15 e 60
dias de vida no ICTB/Fiocruz, com destaque para as durac6es mais frequentes. Rio de Janeiro, 2020.

Duracéo da 12 abertura N° de fémeas Porcentagem
da MV (dias)

1 9 23%
2 10 26%
3 10 26%
4 6 15%
5 2 5%

8 1 2,5%
12 1 2,5%

5.1.2. Abertura da membrana de ocluséo vaginal, 22 abertura.

Verificou-se que 23 fémeas apresentaram segunda ocorréncia de MVA, distribuidas
entre 30 e 59 dias de idade. Nao foi observada uma frequéncia na idade das fémeas na
segunda ocorréncia de MVA, ocorrendo uma distribuicdo por quase todo o periodo de
observagao dos animais (Figura 7). Observou-se que 8 das 23 fémeas apresentaram 22
abertura da MV em um intervalo de idade entre 30 e 45 dias de vida, com média de 38,5 +
5 dias, ja com intervalo entre 46 e 60 dias de vida, 15 fémeas apresentaram AMV, com
idade média de 52,9 + 3,1 dias. O tempo de permanéncia da abertura da MV variou de 1 a 7
dias ininterruptos, com maior frequéncia entre 1 e 3 dias, representando 87% do total MVA

na segunda abertura (Tabela 6).

Tabela 6. Duragéo em dias da 22 abertura da membrana vaginal (MV) de Cavia porcellus entre 15 e 60
dias de vida, no ICTB/Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.

Duracéo da 22 abertura N° de fémeas Porcentagem
da MV (dias)
1 6 26%
2 9 39%
3 5 22%
4 2 9%
7 1 4%
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Figura 7. Distribuicdo da idade a segunda abertura da membrana vaginal de Cavia porcellus (30 e 59
dias de vida) no ICTB/ Fiocruz. Rio de Janeiro. 2020.
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5.1.3. Abertura da membrana de ocluséo vaginal, 32 abertura.

A 3% abertura de membrana de oclusao vaginal foi observada em idades distribuidas
entre 46 e 60 dias, com média de 53,3 + 4,88 dias. Ndo foi observada maior frequéncia em
alguma idade das fémeas na terceira ocorréncia de MVA, mostrando uma distribui¢éo por
quase todo o periodo de observacdo dos animais. O tempo de permanéncia e frequéncia da
abertura da MV variou de 1 a 3 dias ininterruptos. Pontua-se que esse grupo corresponde a

21,74 % das fémeas que apresentaram segunda abertura MV (Figura 8).

Figura 8. Distribuicdo da idade & terceira abertura da membrana vaginal de Cavia porcellus (46 e 60
dias de vida) no ICTB/ Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.
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5.1.4. Citologia esfoliativa vaginal de Cavia porcellus

A coleta citologica foi realizada, ao menos uma vez, em 39 de 42 fémeas
acompanhadas no presente estudo, foram confeccionadas e avaliadas um total de 331
laminas (somadas as ldminas com as colora¢fes Panotico e Papanicolau) quanto a presenca
dos tipos celulares do epitélio vaginal de cobaias. Para a anélise da distribuicdo das células
levou-se em consideracdo as lAminas coradas com a técnica de Pandtico répido. Percebeu-
se uma diferenca na distribuicdo, onde células superficiais nucleadas e anucleadas foram
encontradas em todas as laminas analisadas e em menos da metade das laminas analisadas
observou-se células basais (Tabela 7).
Tabela 7. Distribuicdo da presenca dos tipos celulares na observagdo das Iaminas microscépicas do

epitélio vaginal de cobaias (Cavia porcellus) com idade entre 15 e 60 dias de vida, avaliadas nesse estudo.
Rio de Janeiro, 2020.

Distribuicdo nas laminas

Tipos célulares Presenca Porcentagem
Basal 142 429
Parabasal 292 88,21
Intermediaria 329 99,39
Superficial 331 100
Total de laminas 331

Observando a distribuicdo média e o desvio padrdo entre o perfil dos tipos celulares
na caracterizacdo das fases do ciclo estral em cobaias, notou-se que no proestro, as células
intermediérias apresentaram maior nimero, 99 + 27,3 do total de células contadas, e presenca
leve (+) de muco e leucdcitos. No estro as células superficiais foram predominantes, sendo
anucleadas em maior média (113 £ 32,8), além da auséncia de leucocitos e muco. No
metastro, as células intermediarias eram maioria, correspondendo a cerca 95 * 26 células, 0s
leucdcitos se apresentaram de quantidade moderada (++) e 0 muco era ausente. Ressalta-se
que no diestro, levou-se em consideracdo a anélise de lIaminas coletadas a partir do quinto
dia de abertura da MV. Nessa fase observou-se uma distribuicdo mais uniforme entre as
células superficiais nucleadas, anucleadas e intermediarias e um nimero bastante elevado de
leucocitos (+++). Chamou atencdo ainda o aumento do nimero de células parabasais tanto
no metaestro quanto no diestro, quando comparado as quantidades observadas nas demais
fases. N&o houve diferenca estatistica na quantidade contabilizada de cada tipo celular entre

as diferentes fases do ciclo estral (P < 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8. Distribuicdo média e desvio padréo entre o perfil dos tipos celulares na caracterizagdo das
fases estral em cobaias (Cavia porcellus) estudadas no ICTB / Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.

Fases do ciclo estral

Tipos

celulares Proestro Estro Metaestro Diestro*
(N=27) (N=50) (N=31) (N=21)

Superficial 55 + 22,9 113+32,8 47+242 62+ 17,4

anucleada

Superficial 36+ 19,4 55 + 24,9 37+17.6 41+175

nucleada

Intermediaria 99 + 27,3 26 + 16,2 95 + 26,0 73+229

Parabasal 8+11,0 4+6,7 16 £13,3 20+ 129

Basal 1+£19 1+3,6 4+53 3+x49

Leucoécitos + - ++ +++

Muco + - - -

Legenda: Leve (+); Moderado (++); Elevado (+++) e ausente (-); NUmero de laminas (N). *
levou-se em consideracgdo a andlise de ldminas coletadas a partir do quinto dia de abertura da
MV.

Em todo o estudo, um total de 50 Iaminas de 23 fémeas, apresentaram distribuicédo
dos tipos celulares caracteristicos a fase de estro em Cavia porcellus. Dentre estas 23 fémeas,
aponta-se quatro para ilustrar as mudancas de tipos celulares em dias consecutivos de

avaliacdo citologica.

Na leitura das laminas, observou-se uma variacdo na distribuicéo dos tipos celulares
nos dias subsequentes de analise. As células superficiais anucleadas e intermediarias
apresentaram maior varia¢do entre a primeira e terceira laminas analisadas, a distribuicdo
dos tipos celulares condizentes com a fase do estro é observado na primeira leitura (Figura
9-A e 9-B). As células parabasal e basal apresentam-se em baixas quantidades e a sua
distribuicdo sofrem poucas varias, as células intermediarias, assim como as superficiais
anucleadas, sofrem as maiorias varias ao longo das analises das laminas. O estro foi
caracterizado, com distribui¢do dos tipos celulares caracteristico, no primeiro dia de coleta,

assim como no terceiro (Figura 9-C e 9-D).
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Figura 9. Distribuicao dos tipos celulares do epitélio vaginal, durante fase de MVA de quatro cobaias
com idade entre 33 e 60 dias de vida, do ICTB/ Fiocruz. Tipos celulares; Basal (B); Parabasal (PB);
Intermediaria (1); Superficial nucleada (SN) e Superficial anucleada (AS). Rio de Janeiro, 2020.
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Legenda: A — Fémea 20670; B — Fémea 20678; C — Fémea 20688 e D — Fémea 20705.

5.2. Puberdade antes de 21 dias de vida.

Das 39 fémeas que apresentaram abertura da membrana de oclusdo vaginal, seis
tinham idade inferior a 21 dias de vida, correspondendo a 15,38 % das fémeas na primeira
abertura da membrana. O tempo de permanéncia da MVA variou de 1 a 5 dias, com idade
dos animais variando entre 17 e 21 dias de vida, as fémeas com 20 dias de vida apresentaram
maior frequéncia, correspondendo a 50 % das observagdes (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo da idade na primeira abertura da membrana vaginal e tempo de permanéncia
da MVA em Cavia porcellus com idade inferior a 21 dias de vida. ICTB/FIORUZ. Rio de Janeiro, 2020.

6 -
N
=
«
<
84 -
(5
&
g * *
£
52 -
=%
)
© *
o
=%
E 0 T T T T T T 1
3]
= 15 16 17 18 19 20 21 22

Dias
@ Fémeas

Quanto a correlacdo entre peso e idade das fémeas ao primeiro cio, observou-se que
0 peso médio das seis fémeas que apresentaram estro precoce (até 21 dias de vida) foi de
299 + 45,429, enquanto que o peso medio das 33 fémeas que apresentaram estro apos o0s 21
dias de vida foi de 264 + 32,03g a idade de 20 dias, havendo entdo uma diferenca
significativa (p=0,02) entre as médias dos pesos das fémeas que tiveram cio precoce e as que

tiveram acima de 21 dias de vida (Figura 11).

Foi observada a distribui¢do das células superficiais totais, em animais com idade
inferior a 21 dias de vida. Com destaque para uma analise citol6gica, onde a fémea
apresentou contagem superior a 140 células superficiais totais, um critério para definicdo de
estro. Notou-se que em outras duas analises as células superficiais ndo passaram de 60
células. Verificou-se que as demais analises, as células superficiais ficaram na faixa entre 65
e 120 celulas (Figura 12). Salienta-se que em uma das fémeas, a lamina analisada apresentou
baixa qualidade, como elevada concentracdo de muco e formacdo de grumos,

impossibilitando a diferenciacéo e contagem dos tipos celulares.
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Figura 11. Médias de peso das fémeas que apresentaram estro precoce (A) e fémeas que apresentaram
estro apds 21 dias (B) de vida no ICTB/ Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.
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Figura 12. Distribuicao de células superficiais totais de cobaias com idade inferior a 21 dias de vida no
ICTB/ Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020.
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Evidenciou-se um animal com 21 dias de vida em que a distribuicdo dos tipos
celulares do epitélio vaginal apresentou células superficiais totais (somando células
nucleadas e superficiais anucleadas) com contagem igual ou superior a 140 células, além de
baixa presenca de células intermediarias, parabasais e basais, um dos critérios para
caracterizacdo da fase do estro. Observou-se uma mudanca na distribuicdo dos tipos
celulares nos dias subsequentes de analise. Na primeira coleta em fémea com 20 dias de
vida, ndo foi contabilizado um total de 200 células, apresentando células superficiais em
maior numero. No segundo dia de coleta, em uma fémea com 21 dias ocorreu aumento das
células superficiais totais, ultrapassando de 140 células, e ocorreu uma baixa no quantitativo
de células intermediérias e manutencdo das células parabasais e basais. Na coleta aos 22
dias, percebeu-se uma gqueda no numero de células superficiais anucleadas e crescimento

exponencial no nimero de células superficiais nucleadas e intermediarias (Figura 13).

Figura 13. Distribuigdo dos tipos celulares do epitélio vaginal da cobaia 20667 com idade entre 20 e 22
dias de vida avaliado no estudo. Tipos celulares; Basal (B); Parabasal (PB); Intermediaria (1);
Superficial nucleada (SN) e Superficial anucleada (AS).
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5.3. Comparacao das técnicas de coloracao Panotico rapido e Papanicolau

Observando-se uma distribuicdo média dos tipos celulares nas laminas de esfregaco
vaginal, verificou-se que as células superficiais anucleadas apresentaram distribuicdo entre
76 e 74 células por lamina, as células intermediarias tiveram média entre 62 e 68 células, ja

as células superficiais nucleadas apresentaram média entre 43 e 44 células. Os tipos celulares
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gue apresentaram menor média foram as células parabasais 12 e 11 células e as células basais
3 e 2 células (Figura 14). ApOs agrupar todos os dados de leitura das laminas, com
caracterizacdo de estro, observou distribuicdo média e desvio padrdo dos tipos célulares e
ndo foi identificada diferenca significativa (P > 0.05) na distribuicéo dos tipos celulares do
epitélio vaginal entre a técnica de coloracdo Pandtico e a técnica de coloragdo Papanicolau
(Tabela 9).

Figura 14. Distribuicdo média de células epiteliais vaginais em Cavia porcellus, com idade de 17 a 60
dias, classificadas como basal (B), parabasal (PB), intermediaria (l), superficial nucleada (SN) e

superficial anucleada (AS) utilizando a técnica de coloragdo Panético e Papanicolau. Rio de Janeiro,
2020
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Tabela 9. Distribuicdo média e desvio padréo dos tipos celulares na caracterizacgdo do estro, realizadas
com as técnicas de coloracdo Pandtico e Papanicolau, em cobaias (Cavia porcellus) estudadas no ICTB/
Fonte: Fiocruz. Rio de Janeiro, 2020

Tipos celulares Caracterizagéo do estro

Pandtico Papanicolau
Superficial Anucleada 112,64 + 32,85 111,04 + 33,49
Superficial Nucleada 54,78 + 24,95 55,16 + 27,35
Intermediéaria 25,62 + 16,17 27,74 + 15,65
Parabasal 4,42 + 6,73 4,56 + +7,72
Basal 1,44 + 3,26 1,04 +£2,52

Na analise microscopica, visualizou-se todos os tipos celulares do epitélio vaginal de
cobaias, alterando a sua distribuicdo ao longo das anélises. A coloracdo Pandtico observou-

se elevada concentracéo de leucocitos apresentando nucleo de coloragdo purpura (Figura 15-
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A-1), células superficiais nucleadas com citoplasma roxo claro e nicleo cinza (Figura 15-A-
2), e aglomerado de células sem definicdo do tipo (Figura 15-A-3). Também foram
observadas células intermedidrias com nucleo puarpura com vacuolos, formato oval e
citoplasma roxo claro (Figura 15-B-4) e célula parabasal com nucleo centralizado roxo e
citoplasma arredondado roxo claro (Figura 15-B-5). Destacaram-se ainda agrupamentos de
celulas superficiais anucleadas com citoplasma roxo escuro e extremidades dobradas (Figura
15-C-6), agrupamento de células superficiais anucleadas com citoplasma azul (Figura 15-D-
6), e célula superficiais anucleadas citoplasma roxo claro e nucleo cinza (Figura 15-D-6),
caracteristicas da fase estro

Figura 15. Microscopia otica do esfregaco vaginal de cobaia, usando coloragédo Panoético. (A) Leucdcito
(1), célula superficial nucleada (2) e células sem definicao (3); 100x. (B) célula intermediaria (4) e célula

parabasal (5); 400x. (C) estro, célula superficial anucleada (6) 100x; (D) célula superficial anucleada (6)
e célula nucleada (2); 400x.

A coloragdo Papanicolau (Figura 16) observou-se concentracdo de leuctcitos
apresentando nucleo de coloragdo cinza, com citoplasma verde metélico (Figura 16-A-1).
Destacaram-se também células intermediarias com nucleo cinza e citoplasma que se
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apresentaram em diferentes tonalidades, amarelo, amarelo claro e rosa (Figura 16-B-2),
célula parabasal apresentando nucleo cinza e citoplasma amarelo escuro, com a membrana
celular preta (Figura 16-B-3) e célula superficial nucleada com nucleo cinza claro e
citoplasma amarelo claro (Figura 16-B-4). Também foi possivel observar células superficiais
anucleadas com citoplasma amarelo e amarelo claro (Figuras 16-C e D-5), carateristicas da
fase do estro em cobaias.

Figura 16. Microscopia 6tica do esfregaco vaginal de cobaia, usando coloragdo Papanicolau. (A)
Leucdcito (1); (B) célula intermediaria (2), célula parabasal (3) e célula superficial nucleada (4); 400x;
(C) e (D) estro, célula superficial anucleada (5), 100x e 400x.
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6. DISCUSSAO

A partir do estudo realizado, foi possivel comprovar pela anélise colpocitoldgica a
ocorréncia da puberdade precoce em C. porcellus da colonia do ICTB/ Fiocruz. Das 42
fémeas estudadas, 39 apresentaram abertura da membrana de ocluséo vaginal e seis delas
com idade inferior a 21 de vida. Stockard e Papanicolaou (1919) descreveram a ruptura da
membrana de ocluséo vaginal como indicio confiavel da condicéo de cio. Entretanto, essa
condicdo ndo é, de forma alguma, o Unico indicativo para a caracterizagdo do estro. Assim,
a partir do exame da citologia esfoliativa vaginal, foi possivel caracterizar o estro em 23 das
42 fémeas, destas, uma com idade inferior a 21 dias, a qual apresentou predominio de células
superficiais anucleadas, indicativo dessa fase do ciclo para diferentes espécies (KUHNEL;
MENDOZA, 1992 e LILLEY; EPPING; HAFNER, 1997 para cobaias; GUIMARAES;
MOREIRA; VALE, 1997 para cutias; MENDONCA; EVENCIO-NETO; SIMOES, 2007
para camundongos; BARRIL; GRISOTTO: COELHO, 2016 para ratas). Dessa maneira, a
observacdo da ruptura da membrana de oclusdo vaginal, somado a caracterizacdo e
incidéncia dos tipos celulares por meio da citologia vaginal, possibilitou a detecgéo do estro
em cobaia, condizendo com o que foi relatado nos estudos realizados por Li e Shen (2015)
na mesma espeécie, por Santos (2012) em preas (Galea spixii) e por Reis (2009) em paca
(Agouti paca).

A ocorréncia de cio em idade inferior aos 21 dias explica as gestacbes néo
programadas, de fémeas no plantel de crescimento e o fornecimento de fémeas gestantes
para pesquisa. Sobretudo, os achados desse estudo evidenciaram a necessidade de
atualizacdo do POP-SCRL-364 REV_00 (Desmame e Sexagem de Cobaias) e dos manuais
de criacdo de animais de laboratério (ANDRADE, 2006; LAPCHIK; MATTARAIA; KO,
2017), os quais preconizam o desmame de cobaias em, no maximo, 21 dias de vida, mas ndo
estipulam a idade desejavel. Nesse caso, as filhas correm o risco de copularem e
emprenharem de seu pai. Nossos resultados corroboram ainda com relatos anteriores quanto
a ocorréncia do 1° estro em cobaias aos 20 dias, onde foi mencionado como excepcional,
porém possivel (ROOD; WEIR, 1970).

As fémeas que apresentaram o cio antes de 21dias de idade apresentaram média de
peso maior (299 45,42 g) aos 20 dias de idade em relagdo as demais fémeas (2649 + 32,03
g) pesadas na mesma idade. Esse dado corrobora com o estudo de Bauer, Palme,
Machatschke et al. (2008), onde animais com dietas diferentes, no pré e pos-natal,

apresentaram diferencas no desenvolvimento reprodutivo, e os que receberam dieta de alto
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padrdo, apresentaram idade menor ao 1° ciclo estral, com diferengas na duracéo do ciclo e
em ciclos subsequentes.

Os resultados das observacGes deste estudo, nas condi¢cBes aqui relatadas,
demonstraram que o rompimento da membrana de oclusdo vaginal ocorreu, de forma
espontanea, nas fémeas avaliadas com idade entre 15 e 60 dias. O tempo de permanéncia da
12 abertura da MV apresentou grande variagéo (entre 1 e 12 dias ininterruptos) e foi superior
ao relatado por outros autores (ALKHALAF; PROPPER; CHAMINADES et al., 1992;
LUNA; CORTES; FLORES, 2003), os quais descrevem um tempo de abertura da MV mais
proximo ao observado no 2° momento de abertura verificado nesse estudo (1 a 7 dias).
Adicionalmente, a maior frequéncia do tempo de permanéncia da MVA (entre 1 e 3 dias),
foi condizente com o estudo de Aranibar e Echevarria (2014). Salienta-se que na primeira
abertura da MV somente duas fémeas apresentaram um tempo maior ao descrito por outros
autores (8 e 12 dias). A observacdo macroscopica da vulva evidenciou diferencas
morfolégicas como inchagos, vermelhidao e secre¢do, semelhantes aquelas descritas por Li
e Shen (2015).

A metodologia da colpocitologia mostrou-se confidvel para a caracterizacdo da
ocorréncia de ciclo estral nas fémeas do estudo, houve distribuicdo dos tipos celulares do
epitélio vaginal que apresentaram diferengas em cada fase do ciclo estral, como no estudo
de Li e Shen (2015). No proestro, foram observadas células intermediarias em maior nimero
e moderada presenca de muco. A presenca de muco abundante também foi considerada
caracteristica da fase do proestro por Kiihnel e Mendoza (1992). No estro, foi observado
predominio das células superficiais, sendo as anucleadas em maior nimero, enquanto que
Kihnel e Mendoza (1992) e Lilley; Epping e Hafner (1997) apontaram uma presen¢a mais
efetiva de células superficiais nucleadas nesta fase. No metaestro e diestro os tipos celulares
observados foram semelhantes ao descrito no estudo de Kihnel e Mendoza (1992), com
grande numero de leucécitos e aumento da quantidade de células parabasais. Para
diferenciacéo, as laminas caracterizadas na fase de diestro foram aquelas coletadas a partir
do quinto dia da abertura da MV, periodo em que Alkhalaf; Propper; Chaminades et al.
(1992) e Shomer; Holcombe e Harkness (2015) consideraram o inicio desta fase. Embora
ndo tenha sido observada diferenca estatistica na quantidade contabilizada de cada tipo
celular entre as diferentes fases do ciclo estral, houve diferenca em valores absolutos obtidos
nesse estudo entre os tipos celulares em cada fase, o que reforga a validade da técnica para

avaliacdo do ciclo estral em cobaias.
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Demonstrou-se, nas condi¢cdes em que este estudo foi realizado, que as técnicas de
coloracdo Panotico e Papanicolaou, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
na quantificacdo dos tipos celulares. As duas técnicas proporcionaram distinguir as
estruturas que caracterizam cada tipo celular do epitélio vaginal, possibilitando a
diferenciacdo e a quantificacdo das células durante a leitura das Iaminas, confirmando
estudos anteriores, 0s quais utilizaram uma ou outra técnica (ALKHALAF; PROPPER;
CHAMINADES et al.,, 1992; LILLEY, EPPING; HAFNER, 1997; STOCKARD;
PAPANICOLAQU, 1917; 1919). A coloracdo pelo Pandtico rapido, no entanto, € menos
laboriosa quando comparada ao Papanicolaou, levando apenas 40 segundos para sua
execucao contra os 25 minutos necessarios para o Papanicolaou. Adicionalmente, o custo do
kit de coloracdo Pandtico rapido é menor do que o custo do kit e montagem de toda a bateria
de coloragéo do Papanicolaou.

A duracdo do intervalo entre as aberturas apresentou uma variagdo entre 7 e 21 dias,
ocorrendo com maior frequéncia entre 17 e 18 dias, maior do que as apresentadas na
literatura, que descreve ciclos entre 15 e 17 dias (LILLEY; EPPING; HAFNER, 1997;
STOCKARD; PAPANICOLAOU, 1919; HUBRECHT, 2010), ou entre 14 e 16 dias
(KUHNEL; MENDOZA, 1992; WANG; LIU; TIAN, et al. 2010; LI; SHEN, 2015). A
durac&o do ciclo estral foi também superior ao descrito em preé (Cavia aperea), por Silveira
e Machado (1971), os quais observaram um ciclo entre 13 e 17 dias. Salienta-se ainda que,
do total de fémeas com MVA estudadas, 18 (46,15 %) apesentaram somente uma abertura,
24 (61,53 %) apresentaram duas aberturas e apenas seis (15,38 %) apresentaram trés
aberturas. Esses achados sdo condizentes com a faixa etéria dos animais estudados, pois,
durante a puberdade, os ciclos ovarianos sao irregulares, com intervalos entre 0s estros mais
espacados (BAUER, PALME, MACHATSCHKE, et al., 2009).

Embora ndo fosse parte da proposta do presente estudo, cabe o registro das razdes
pelas quais ndo foi definida a duracdo de cada fase do ciclo estral das fémeas monitoradas.
A revisdo de literatura apontou duracdo da fase de estro de 8 a 24 horas, segundo Lilley,
Epping e Hafner (1997), e de 8 a 11 horas, segundo Shomer; Holcombe e Harkness (2015).
O estudo de Alkhalaf, Propper, Chaminadas, et al. (1992) aponta a fase do estro como o
segundo dia da abertura da MV, com a ovulagdo ocorrendo 28 a 36 horas apés a abertura,
geralmente a noite, entre 18h00 e 6h00 (LILLEY; EPPING; HAFNER, 1997). Assim, para
o melhor acompanhamento de cada fase do ciclo, seria necessario um intervalo menor entre
as coletas citoldgicas, como também ja indicado por Lilley, Epping e Hafner (1997). No

entanto, ndo se optou por fazer mais de uma coleta diaria, pois isto significaria manuseio



41

mais frequente dos animais e, consequentemente, aumento do estresse. Assim, optou-se por
adotar uma metodologia que causasse menor disturbio na rotina de manejo diario dos
animais estudados de forma a preservar o seu bem-estar. Além disso, ao contrario de Lilley,
Epping e Hafner (1997), no presente estudo a ruptura da membrana de oclusao vaginal ndo
foi forcada mecanicamente. Todas as coletas de material para citologia vaginal nesse estudo
foram realizadas apenas durante os intervalos de ruptura natural, levando-se em
consideracdo, sobretudo, que o estudo foi conduzido em fémeas muito jovens, com até 60
dias de idade.

As variagOes dos tipos celulares do epitélio vaginal pavimentoso estratificado,
observadas nas diferentes fases do ciclo estral em cobaias, ocorrem em virtude das alteragdes
hormonais, as camadas mais superficiais proliferam sob influéncia de progestagenos e as
camadas mais profundas proliferam sob acéo de estrogenos (DEANESLY, 1966; TOUMA,;
PALMER; SACHER, 2001). Para avaliar de forma acurada o ciclo estral em cobaias é
necessaria a andlise hormonal, o qual pode ser realizada, por exemplo, em amostras
sanguineas ou fecais (BAUER et al., 2008). Para realizar a analise por amostras de sangue é
necessario realizar a coleta por punc¢éo cardiaca (CHALLIS et al.,1971; FEDER et al., 1968;
GARRIS, 1986), corte da unha (GRACE; O'DELL, 1970), puncdo das veias da orelha
(SACHSER; PROVE, 1984) ou implantacéo de cateteres (BLATCHLEY et al.,1976; LIU
et al., 2001). Porém, todas estas técnicas sdo invasivas e exigem contencdo anestésica ou
fisica, o que acarreta a producao elevada de glicocorticoides, como o cortisol, que interferem
nos niveis basais dos horménios sexuais (SACHSER, 1994). Além de serem necessarias
coletas frequentes em volumes grandes para realizagcdo de monitoramento hormonal a longo
prazo (BAUER et al, 2008). A analise por amostras fecais € uma alternativa ndo invasiva,
podendo ser realizadas coletas repetitivas que nao interferem com o status endocrino do
animal (BAUER et al, 2008), mas requer isolamento do animal alvo ou manejo rigoroso de
forma a néo coletar as fezes do animal ndo alvo do monitoramento hormonal.

Este estudo optou por ndo realizar a andlise hormonal pelo mesmo motivo que ndo
realizou a coleta de swabs vaginais em periodos onde a MV ndo estava totalmente aberta:
priorizacdo do bem-estar dos animais, uma vez que as fémeas do estudo se encontravam em
idade pré-desmame.

Mesmo com essas limitagdes metodologicas, porém alinhadas aos 3R’s (RUSSEL;
BURCH,1959) na pesquisa com animais visando seu bem-estar, foi possivel caracterizar o

estro. N&o foram encontrados dados na literatura pesquisada, quanto & duragéo do ciclo estral
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e suas fases para C. porcellus abaixo de 60 dias de idade, conferindo um carater inédito aos
dados apesentados nesse estudo.
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7. CONCLUSOES

O estudo realizado contribui com nova informagéao acerca dos dados reprodutivos de
cobaia (Cavia porcellus), idade de inicio da puberdade, em um periodo que usualmente

encontram-se no grupo familia em instalacdo animal para ensino e pesquisa.

Conclui-se entdo que, nas condicbes em que o estudo foi realizado, as cobaias
apresentam rompimento da membrana de oclusdo vaginal e citologia vaginal caracteristica
a fase do estro, apontando uma puberdade com inicio em uma idade inferior a 21 dias. As
diferengas no desenvolvimento corporeo (peso) das fémeas, que apresentaram precocidade,
é um dos possiveis fatores na distribuicdo da idade nas aberturas de membrana vaginal. O
rompimento da membrana de oclusdo ocorre de maneira gradativa, em alguns casos,
apresentando uma fase parcialmente aberta, impossibilitando a coleta citolégica. Foi
possivel acompanhamento, dos 15 aos 60 dias de vidas, de até trés periodos de aberturas da

membrana vaginal.

A anélise macroscopica da membrana de oclusdo ndo deve ser utilizada como Unica
técnica para determinacdo do estro. O primeiro dia da abertura da membrana vaginal ndo
corresponde necessariamente ao estro fazendo-se necessario a utilizacdo de outras técnicas
para confirmacdo. A colpocitologia mostrou-se confiavel na caracterizagdo do estro em
cobaias, permitiu diferenciar os tipos celulares do epitélio pavimentoso estratificado e

caracterizar a distribuicdo nas diferentes fases do ciclo estral.

As coloragdes Panotico rapido e Papanicolau possibilitaram distinguir e contabilizar
os achados citoldgicos em cobaias. A coloracdo Panotico tem como vantagem, em relacéo a
coloracdo Papanicolau, a agilidade no tempo de execuc¢do da técnica. As duas técnicas sdo

eficientes para estudos de avaliacdo de ciclo estral em cobaias Short Hair.

Com a puberdade e caracterizacdo do estro no periodo em que 0s animais se
encontram no grupo familiar, & necessario modificar as praticas de manejo das cobaias,
adequando a idade de desmame, usualmente utilizados ICTB/ Fiocruz.

Conhecer os parametros reprodutivos é fundamental para a manutencg&o e criagdo de
biomodelos, pois possibilita um maior controle e rigor no gerenciamento e planejamento das
colbnias. Portanto, a elaboracdo de Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) para as
coldnias de criacdo animal deve estabelecer rotinas bem definidas, documentar quais

procedimentos sdo executados, definir responsabilidades, ser uma fonte de consulta rapida e
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de fécil acesso na execucgdo das atividades, e principalmente, capacitar os profissionais a
atuarem no manejo animal de maneira ética e segura. Com base nesses pressupostos e nos
resultados obtidos no estudo, 0 POP-SCRL-364 REV_00 (Desmame e Sexagem de Cobaia)
foi revisado para ajuste da idade ao desmame, passando de 21 para 16 dias, de forma a evitar
0 risco de gestacdes ndo programadas e, consequentemente, atender a0 R da redugéo do
namero de animais nascidos e ndo utilizados na pesquisa. Importante ressaltar que essa
reducdo na idade de desmame ndo compromete o bem-estar dos animais, nem seu
desenvolvimento, uma vez que a Resolucdo Normativa N° 33 de 2016 do CONCEA
recomenda o desmame ainda mais cedo, aos 14 dias de idade ou peso superior a 180g.
Espera-se ainda que os resultados desse estudo possam subsidiar adequacdes também

nos guias e manuais de manejo de C. porcellus em criatorios cientificos.
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APENDICE A - Planilha de controle de coleta da citologia vaginal.
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APENDICE B — Controle de coleta de material vaginal
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APENDICE C - Planilha de coleta e analise de citologia vaginal
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APENDICE D - Diagrama desenho experimen




